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I \е нт р а л ьн ы й о р г а н к р о в оо б р аще -
имя — сердце — изучается со времен 
глубокой древности, и, казалось бы, 
в настоящее время невозможны какие-
либо фу н д а м е ит а л ь и ы е и а у ч и ы е от -
к рыт и 5i в области его структуры или 
физиологии. Однако это не так: одна 
из очень важных его функций остава-
лась до последнего времени неизвест-
ной. В 1983—1985 гг. начата публика-
ция серии работ, показавших, что 
сердце является эндокринным орга-
ном. Его предсердия синтезируют и 
секретируют в кровь пептидные гор-
моны, регулирующие диурез, экскре-
цию электролитов с мочой и сосуди-
стый тонус. Располагая такой регуля-
торной системой, сердце способно ос-
вобождаться от избыточного объема 
циркулирующей жидкости и регулиро-
вать артериальное давление. В настоя-
щее время эта проблема является од-
ной из «горячих точек» в биохимии. 
Количество публикуемых работ приоб-
ретает лавинообразный характер. За 
очень короткий срок пептиды предсер-
дий были выделены, определена их 
первичная структура и осуществлен 
химический синтез. В настоящее вре-
мя эти пептиды поступают в продажу: 
их названия можно встретить в ком-
мерческом каталоге фирмы «Sigma» 
за 1986 г. 

Выявление эндокринной системы 
сердца является одним из фундамен-
тальных современных открытий. Оно 
коренным образом изменяет и а ши 
представления о регуляции гемодина-
мики в организме, о механизме сохра-
нения кардиоваскулярного гомеостаза. 
Пептидная регуляториая система серд-
ца - это релаксантиая, сосудорасши-
ряющая система; до ее открытия в ме-
ханизме становления гомеостаза рас-

с м а т р и в а л и с ь только прессорные, со-
судосуживающие системы: ренин-ан-
гиотензинная и системы нейронов, сек-
ретирующих норадреналин [9]. Клю-
чевая роль карбоксикатепсина — ан-
г йоте из ин п р е в р a iц а юще го фермента — 
в р е гул я 11 и и реи и и - а н ги оте из и и - к и и и -
новой системы была открыта в Инсти-
туте биологической и медицинской хи-
мии группой сотрудников во главе с 
В. Ы. Ореховичем [17]. Регуляторная 
система сердца в становлении сосуди-
стого гомеостаза как бы противопо-
ставлена этим и рессорным систем ам. 
Пептиды предсердий расслабляют кро-
веносные сосуды в присутствии ангио-
тензина II и норадреналина даже тог-
да, когда их концентрации па порядок 
превышают концентрацию атриопеп-
тидов. Сердце, таким образом, облада-
ет возможностью отменять химические 
сигналы, посылаемые клеткам други-
ми регуляторными системами [16]. 
Основное действие атриопептидов на-
правлено на почки. Они снижают ре-
зистентность сосудов почек, усиливают 
клубочковую фильтрацию, стимулиру-
ют выведение ионов Na+ и С1 , угне-
тая их реабсорбцию в дистальных ка-
нальцах нейронов [13, 36]. Действие 
на почки усиливается вследствие по-
давления прессорного воздействия па 
почки ангиотензина II и угнетения сти-
мулированной секреции альдостероиа,. 
задерживающего ионы Na+ в организ-
ме [7, 34]. 

Фармакологические исследования 
показали, что действие пептидов пред-
сердий начинается быстро и в течение 
1—2 мин достигает максимума. Диу-
рез и экскреция ионов N a + и CI уси-
ливаются в десятки раз, по выведение 
ионов К"1" повышается слабо. После од-
нократного введения животному экс-
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тракта предсердий или раствора син-
тетического пептида их действие за-
канчивается в течение 20 мин. 

О тк р ы т и е э и до к р и иной системы 
сердца, по-видимому, совершит пере-
ворот в клинической медицине: тради-
ционные представления о генезе сер-
дечно-сосудистых заболеваний, болез-
ней почек, спонтанных гипо- и гипер-
натриемий будут пересмотрены и, оче-
видно, будут созданы новые лекарст-
венные средства и принципиально но-
вые методы лечения этих болезней. 
Есть основания надеяться, что успеш-
ная разработка этой проблемы позво-
лит лечить заболевания, в настоящее 
в рем я с ч и т а I о щ и е с я не и з л е ч и м ы м и. 

В обзоре будут рассмотрены вопро-
сы, касающиеся секреторной функции 
предсердий, химической природы и 
структуры атриопептидов и их пред-
шественника, стимуляции секреции ат-
риопептидов, рецепторов на их клет-
ках-мишенях, их биологической актив-
ности, способов тестирования и рас-
пространения их в организме, значе-
ния этих пептидов для медицинской 
практики. 

Честь открытия эндокринной систе-
мы сердца принадлежит канадскому 
исследователю гистохимику Де Болду 
[9, 10|. К настоящему времени опуб-
ликовано несколько обзоров по атрио-
пептидам [11, 19, 24, 44, 52, 55]. 

В 50-е годы текущего столетия ги-
стологи заметили, что мышечные клет-
ки (ка рд и оциты) п редсерд и й кореи-
ным образом отличаются от кардиоци-
тов желудочков [40]. При электрон-
ной микроскопии было выявлено, что 
кардиоциты предсердий содержат в 
своей саркоплазме округлые плотные 
для электронов гранулы, а в кардио-
цитах желудочков такие гранулы от-
сутствуют. Естественно, в 50—60-е го-
ды природу этих гранул выявить не 
могли, предполагали [54], что они слу-
ж а т местом накопления и хранения 
катехоламинов. Спустя десятилетие с 
помощью электронного микроскопа 
были выявлены и другие, не менее су-
щественные отличия кардиоцитов же-
лудочков от кардиоцитов предсердий: 
в структуре последних наблюдаются 
интенсивно развитый шероховатый эи-
доплазматический ретикулум, боль-
шое количество цистерн аппарата 
Гольджи и связанных с ними микро-
везикулярных элементов | 3 7 | . «Специ-
фические гранулы предсердий» тесно 

связаны с аппаратом Гольджи и явно 
происходят из него. Весь этот ком-
плекс о р г а н е л л очень н а п о м и и а е т 
структуры типичных секреторных кле-
ток, таких, как клетки поджелудочной 
железы или гипофиза — органов, про-
дуцирующих полипептидные гормоны. 
Однако прошли десятилетия, прежде 
чем удалось установить, какие именно 
вещества синтезирует и секретирует в 
кровь сердце и какова функция выра-
батываемых сердцем гормонов. 

В 70-е годы из мочи и плазмы кро-
ви человека и животных извлекалине-
кий неочищенный материал, усилива-
ющий экскрецию ионов Na-1" с мочой 
| 1 1 | . Однако его природа и тканевое 
происхождение установлены не были. 
Тогда же физиологи показали, что ме-
ханическое раздражение барорецепто-
ров предсердий вызывает обильное вы-
деление мочи и электролитов; это при-
водит к снижению циркулирующего 
объема жидкости у подопытных жи-
вотных [23]. Такой же эффект наблю-
дается и при введении экстракта пред-
сердий [11 |. Экстракты миокарда же-
лудочков такого действия не оказыва-
ют. В настоящее время с помощью 
флюоресцентных антител и современ-
ной микроскопической техники полу-
чены прямые доказательства, что ди-
уретический эффект связан именно с 
секреторными гранулами, содержащи-
ми специфические атриопептиды [58]. 
Считают [1], однако, что видимые в 
электронном микроскопе гранулы свя-
заны с формой хранения пептидов. 
Хранящийся в гранулах высокомоле-
кулярный материал требует д а л ь н е й -
шего процессинга, чтобы стать секре-
тируемой формой атрионатрийурети-
ческого фактора (ANF). 

Итак, диуретическим и иатрийурети-
ческим свойствами обладают пепти-
ды, синтезируемые и секретируемые 
предсердиями млекопитающих. Они 
получили общее название «атрионат-
рийуретический фактор» (ANF). Си-
нонимы этого распространенного на-
звания: кардионатрины, атриопепти-
иы, аурикулины, пептиды предсердий, 
атриопептиды. 

Клетки миокарда предсердий оказа-
лись дуалистичными по своей приро-
де. С одной стороны, это типичные мы-
шечные сократительные клетки, а с 
другой — типичные эндокринные сек-
р ето р н ые к л етк и, осу щест в л я ющ и е 
многоступенчатые процессы синтеза и 
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секр е ции п е п тидов. К летки миокарда 
и р едсер д и й, в ы п о л и я ю щ и е стол ь не-
схожие функции, как мышечное со-
кращение и ф у нкции эндокринной 
клетки, по-видимому, в организме мле-
копитающих уникальны. Они модули-
руют свою сократительную функцию, 
так сказать, д и ста и ц и о и и о, с и и ж a j i 
объем циркулирующей жидкости пу-
тем воздействия секретируемого пеп-
тидами на почки, освобождая сердце 
от избыточного объема и тем самым 
поддерживая кардиоваскулярный го-
меостаз. 

Пептиды выделены из предсердий 
о б ы ч н ы м и м етод а м и п р е п а р а т и в но й 
б и ох и м и и п еп т и до в [ 1, 18, 49, 501. 
Пептиды в экстрактах предсердий ге-
тероге ни ы. Б иол о г и ч ее кой а ктив н о-
стью обладают пептиды с мол. массой 
от 3000 до 44 000. Высокомолекуляр-
ные формы под действием протеоли-
тических ферментов переходят в более 
а кт и в н ы е н и з ко м о л е ку л я р и ы е п е п т и д ы 
[16, 26]. Расшифровка последователь-
ности показала, что все они содержат 
от 21 до 126 аминокислотных остат-
ков и являются фрагментами одной и 
той же молекулы большей молекуляр-
ной массы [75]. Первичная структура 
ат р иопе птидов устаи о вле на м иого чис-

ленными авторскими коллективами и 
подтверждена химическим синтезом. 
Атриопептиды синтезированы с по-
мощью твердофазного синтеза и в на-
стоящее время являются коммерче-
скими препаратами. 

Ат р и о п е п т и д ы экстрагирован!л и з 
предсердий человека, обезьяны, соба-
ки, свиньи, кролика, крысы, мыши, ля-
гушки [55]. Все они дают реакцию 
преципитации с антителами против од-
ного и того же вида, что свидетельст-
вует об их близкой структуре. 28-Член-
ные атриопептиды человека и крысы 
различаются только одним замещени-
ем в молекуле: 12-й остаток метиоии-
на в молекуле человека заменен на 
изолейцин в молекуле крысы | 5 0 | 
(рис. 1). Существуют данные о пепти-
дах, подобных атриопептидам, у бес-
позвоночных (у москитов и моллю-
сков). 

А т р и о п е п т и д ы млеко п и т а ющ и х н ез а -
висимо от размера молекулы имеют 
общую характерную структуру. У всех 
пептидов дисульфидиая связь между 
остатками цистеина образует 17-члеи-
ную кольцевую структуру (см. рис. 1). 
Эта кольцевая структура обязательна 
для проявления биологической актив-
ности: восстановление дисульфида 
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Рис. I. Первичная структура пептидов атриоиатрийуретического ф а к т о р а (атриопеп-
т и д о в ) . 

А — 28-членный кардионатрин, а-натрийуретический пептид человека (у крыс в положении 12 изо-
лейцин вместо метиоиииа); IS — атриолептик III; В — атриопептин 11; Г — атриопептип I; Д 

атриопептин 1-кольцо; Е — |5-патрийуретический пептид человека — аптипараллельный димер. 
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приводит к потере биологической ак-
тивности [50]. От остатков цистеииа 
отходят 2 пептидные ветви — С-конце-
вой и N-концевой участки молекулы. 
Количеством аминокислотных остат-
ков на этих участках и отличаются 
друг от друга пептиды атрионатрий-
уретического фактора. Эти пептиды 
образовались из одной общей молеку-
лы предшественника в результате ее 
ограниченного протеолиза, прошедше-
го на разном удалении от кольцевой 
структуры. Пока трудно сказать, все 
ли выделенные пептиды действитель-
но присутствуют в предсердиях, или 
же какие-то из них являются арте-
фактом и образуются под действием 
присутствующих в экстракте протеи-
наз в процессе выделения. В предсер-
диях человека недавно обнаружен и 
а т р и о п е п т и д н е о б ы ч и о й с т р у к т у р i >i, к о -
тор ы й и а з в а 11 р-на т р и й у ретич ее к им 
пептидом человека [38] (см. рис. 1, Е ) . 
Это аитипараллельный димер, образо-
ванный двумя дисульфидными связями 
между 7-м и 23-м и 23-м и 7-м остатками 
цистеииа 28-членных молекул-мономе-
ров. Пептид активен: его активность 
по сравнению с активностью пептида-
мономера пролонгирована: если дейст-
вие мономера с внутренней дисуль-
фидиой связью продолжается 20— 
30 мин, то действие пептида димера 
длится в 2 раза дольше. 

В настоящее время определена и 
п е р в и ч и а я стр у кту р а п р е д ш ест в е и и и -
к а пептидов предсердий. Выделена 
мРНК, осуществлен синтез предшест-
венника в бесклеточной системе | 55 | . 
Определены нуклеотидиый состав и по-
следовательность кДНК. Копии к Д Н К , 
комплементарные высокомолекуляр-
ным п е п тид а м а тр ион ат р и йу р ети ч е -
ского фактора, были клонированы в 
Е. со 1 i. Нуклеотидная последователь-
ность к Д Н К кодирует белки в 151 ос-
таток в молекуле предшественника че-
ловека и в 152 остатка в молекуле 
предшественника крысы |25, 62, 75]. 
В табл. I приведены их аминокислот-
ные последовательности. Кроме того, 
там приведена также последователь-
ность фрагмента еще одного вазоак-
тивиого пептида предсердий — кардио-
дилатина. Первые 25—24 остатка в 
молекуле предшественников соответст-
вую т последовательности «сигиалько-
го» пептида, отщепляемого от синте-
з и р у юще й ся пей ти д и о й i ieп и п р и ее 
перемещении от полисом в каналы ше-

роховатого эндоплазматического рети-
кулума. Далее расположена 30-члеи-
иая последовательность кардиодилати-
на, отличающегося по структуре и 
свойствам от пептидов атрионатрий-
уретического фактора. В его молеку-
ле нет кольцевых структур, а также 
цистеиновых остатков, содержится 
2 остатка пролина, имеется 3 остатка 
метионина и т. д. Кардиодилатин, ока-
зывая мощное релаксантиое действие 
на гладкую мускулатуру аорты и по-
чечной артерии, диуретическим и нат-
ри йуретическим свойствами не обла-
дает. За последовательностью кардио-
д и л а кт и и а с л еду ет г л и к оз и л и р ов а н ны й 
пептид с неизвестной функцией. Пеп-
т и д ы а т р и о н а т р и й у р е т 11 ч е с к о г о факто-
ра за и и м а ют С - кои це вое п о л о жен и е. 
В С-концевой области находится 2 ос-
татка цистеииа, замыкающих в этих 
пептидах кольцевую структуру. 

Из приводимых в табл. 1 последова-
тельностей можно видеть, что пред-
шест ве нники атр иопепт идо в м лекопи-
тающих обладают большим сходством. 
Консервативное сходство генов, коди-
рующих синтез атриопептидов живот-
ных отдаленных видов, подтверждает 
гипотезу о том, что кодируемые пеп-
тиды играют большую роль в ста нов-
л е и и и ка рдио в а скул я ри о го гомеоста-
за. Мутации этих генов могут быть 
связаны с различными патологически-
ми состояниями. Выделяя клоны ге-
номов, можно теперь изучать роль ат-
риопептидов при гипертензии и врож-
денных поражениях сердца. 

Совсем недавно считалось, что 
структура атриопептидов и их предше-
ственников уникальна [47, 68]. По 
данным, полученным с помощью ком-
пьютера, их сходство с каким-либо 
и о л и п е п т и д и ы м сое д и иен и ем ст а т и ст и -
чески незначимо. Однако при рассмот-
рении структуры молекулы предшест-
венника фактора роста эпидермиса, 
состоящей из сегментов последова-
тельностей фактора роста эпидермиса 
и сегментов последовательностей пеп-
тидов неизвестной функции, было про-
ведено сравнение с первичной струк-
турой других известных полипептидов 
|32] . В компьютер были заложены 
данные о первичной структуре 2600 
соединений. Оказалось, что отдельные 
области структуры предшественника 
фактора роста эпидермиса гомологич-
ны первичной структуре предшествен-
ника атриопептидов начиная с 42-го по 
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П р и м е ч а н и е . Идентичные аминокислотные остатки последовательности предшественника АНФ человека в молекуле предшественника крысы и кар-
диодилатине свиньи не приводятся, за исключением N-концевых; 15-й остаток в крысином предшественнике и соответствующий 33-му во фрагменте структуры 
свиного предшественника отсутствуют. В рамки заключены: сигнальная последовательность (1—21), последовательность кардиодилатина (26—55) и последова-
тельность A N F (127—151). Остатки, образующие в молекуле АНФ дисульфидную связь, подчеркнуты. 



150-й остаток. Предполагают, что оба 
предшественника имеют общее эволю-
ционное происхождение. Возможно, 
что из соответствующих сегментов 
п р е д ше стве н пика фактора роста эп и -
дермиса вычленяются пептиды, биоло-
гическая активность которых сходна с 
активностью атриопептидов 1321. 

Тестирование атриопептидов прово-
дят 5 различными способами. Их ак-
тивность определяют как in vivo, так 
и in vitro. Введение крысам синтети-
ческих атриопептидов (а также экс-
трактов предсердий или каких-либо 
биологических жидкостей, содержащих 
атриопептиды) в микрограммовых или 
па помольных количествах вызывает 
дозозависимое усиление диуреза и 
экскреции N a + с мочой [8]. Величина 
активности атриопептидов может быть 
определена по величине расслабления 
препаратов аорты (колец, полосок), 
спазм которых вызывается ангиотен-
зином II или норадреналииом [16], а 
также по расслаблению препарата 
прямой кишки цыпленка, спазм кото-
рой вызывается карбаколом [16]. 
Разработаны р а д и оимму но логические 
[5, 27, 461 и иммуногистохимические 
| 58 ] методы определ ен и я кон цеитр а-
ции и распределения атриопептидов в 
организме. 

Наибольшей биологической актив-
ностью по разработанным тестам об-
ладают 33- -25-членные пептиды [38, 
50, 68]. Активность более длинных 
пептидов меньше примерно в 10 раз 
[471. В табл. 2 приведены данные о 
биологической активности различных 
атриопептидов, содержащих разное 
число аминокислотных остатков на С-
и N-концах молекул. Активности пер-
вых четырех пептидов (28-, 25-, 24- и 
23-членных) как будто бы одинаковы 
по четырем упомянутым тестам. Уда-
ление С-концевого тирозина не умень-
шает диуретического и натрийуретиче-
ского действия препарата и его спаз-
молитической активности на препара-
тах аорты и кишки [22]. Однако более 
поздние исследования показали, что с 
утратой тирозинового остатка атрио-
пептид (атриопептин II) приобретает 
новые качества: он вызывает спазм 
коронарной артерии сердца |72] , не-
смотря на свои релаксантные, спазмо-
литические свойства в опытах in vitro. 
Последующее отщепление С-концево-
го д и п е п т ид а ф е и и л а л а и и л - а р г и 11 и н а 
(см. табл. 2) приводит к резкой дис-
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социации свойств: пептид (атриопеп-
тин I) полностью утрачивает спазмо-
литическую активность на кровенос-
ных сосудах, но еще сохраняет значи-
тельную спазмолитическую активность 
на препарате кишки. Диуретическая и 
натрийуретическая активность у тако-
го пептида т а к ж е резко снижена | 2 2 | . 
В предсердиях, по-видимому, сущест-
вует специальный механизм, прсдот-
вр а ща юн;и й накопление а т риопе пти-
на II в сердце. Так, в предсердиях об-
н а р у ж е н а с п е i д и ф и ч е с к а я д и пептид и л -
карбоксипептидаза 129, 30], близкая 
по свойствам к апгиотеизиипревра-
щающему ферменту, отщепляющая от 
атриопептина II дипептид фенилала-
нил-аргинин. П р е в р а щ а я его в атрио-
пептин I, лишенный вазоактивных 
свойств, упомянутый фермент защища-
ет сердце от возможности ишемии. От-
сутствие активности этого фермента в 
м иокарде желудочков подч е р к ив а ет 
направленность его действия на атрио-
пептиды. Дальнейшее удаление с С-
коица остатков серима не приводит к 
и с ч е з 11 о в е н и ю с п а з м о л и т и ч е с к о й а к т и в -
иости на препарате кишки. Что каса-
ется деградации N-концевого участка 
молекулы, то, по данным одних авто-
ров, он может быть уменьшен до 2 ос-
татков серима без потери активности 
по приводимым в табл. 2 тестам, а по 
данным других авторов, 24-члеппый 
атриопептин III в 10 раз слабее по 
биологической активности по сравне-
нию с 28-члеиным пептидом, имеющим 
гексапептид SFR — LEU — ARG -
ARG — SER — SER на N-коице [61]. 
17 - Ч л е н н ы й и е п т и д — к о л ы ic в а я ст р у к -
тура — активностью не обладает . Та-
ким образом, для проявления биологи-
ческой активности необходимы дисуль-
фидные связи в молекуле, а т а к ж е и 
концевые ветви определенной структу-
ры. Ограниченный протсолиз концевых 
участков, по-видимому, изменяет на-
11 р а в л с и н ость б и о л о г и ч ее к о го д ей ст в и я 
атриопептидов. 

В опытах in vivo на крысах 28-член-
ный атриопептид усиливает выделе-
ние мочи в 30 раз, ионов N a + в 90 раз, 
хлоридов в 50 раз. Наблюдается так-
же некоторое, не столь выраженное 
усиление выведения ионов К + , Са2-1", 
Mg2+ и фосфатов [55]. 

Механизм секреции пептидов пред-
сердий и его регуляция еще только 
изучаются. В опытах in vi t ro показа-
но [65], что 3 эндогенных вещества 

(ацетилхолин, адреналин и вазойрсс-
си и) 5i в л я юте я с п е ц и ф и ч ее к и м и ст и -
м ул я тор а м и се к р ец ии пепт и дов п р е д-
сердий. Их действие опосредуется че-
рез мускариновые холинергические, 
(Xi-адреиергические рецепторы и через 
рецепторы вазопрессина сосудистого 
типа V]. Возбуждение этих рецепто-
ров, а т а к ж е секреция атриопептидов 
11 е со п р о во ж д а юте я а кт и в а ц и ей а д е -
н и л а т ц и к л а з ы и сии т е з о м ц 3,5-АМФ. 
Возбуждение этих рецепторов приво-
дит к синтезу внутриклеточного ино-
зитол-1,4,5-трифосфата, являющегося 
еще одним внутриклеточным посред-
ником между внешним химическим 
сигналом и ферментативными систе-
мами, участвующими в физиологиче-
ском ответе клетки. 

В опытах in vivo показано, что ат-
риопептиды секретируются в ответ на 
введение 0,9 % раствора натрия хло-
рида, механического растяжения пред-
сердий, а т а к ж е при введении различ-
ных прессорных агентов [48]. Пред-
сердия реагируют выбросом атриопеп-
тидов при повышении артериального 
давлен и я. 

Исследования природы и количест-
ва секретируемых в кровь атриопеп-
тидов пока немногочисленны. На пер-
фузируемых переживающих сердцах 
кролика, собаки и крысы показано, 
что вы со ком ол е кул яриы е а т р и о п е пти -
ды в кровь пе секретируются [61, 66] . 
О i I и я в л я юте я п р е д шест ве н н и ка м и 
низкомолекулярных форм и в пред-
сердиях подвергаются обычному для 
предшественников процессингу. Пред-
полагается, что в кровь секретируется 
только один пептид типа 28-члеииого 
атриопептида [66]. При стимуляции 
секреции вазопрессииом [61 | в плазме 
крови крысы присутствует главным об-
разом 28-членный пептид (см. табл. 2 
и рис. 1). Ему сопутствует 24-члеипый 
атриопептин III, но концентрация его 
в плазме в 10 раз ниже. Полагают, 
что предсердиям и секретируется в 
кровь 28-членный атриопептид, а 24-
членный является продуктом его де-
градации. Хотя оба пептида эквипо-
тентны в снижении почечной резис-
тентности у собак, 28-членный пептид 
оказывает более мощное диуретиче-
ское и натрийуретическое действие. 
При превращении его в 24-члеппый 
пептид модифицируется его действие, 
ослабляется стимуляция экскреции во-
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ды и электролитов, а действие на со-
суды почки остается прежним. 

Радиоиммунологи чес к и е и и м м у и о -
гистохимические методы позволили ис-
сл едо в ать р а с простра и енн е атр иon е п-
тидов в организме и определить их со-
держание в тканях и биологических 
жидкостях. При исследовании органов 
крысы было установлено, что, кроме 
м и о к арда пр едсердий, а триoneптиды 
содержатся в плазме крови, гипотала-
мусе [27, 671 и нейронах мозга [581. 
Содержание иммунореактивных ат-
риопептидов в миокарде предсердий 
крысы неодинаково. В правом пред-
сердии их в 1,5 раза больше, чем в 
левом: в среднем 87 и 53 пмоля па 
1 мг ткани соответственно [67]. В ги-
поталамусе их содержание на не-
сколько порядков ниже, чем в пред-
сердиях: в среднем 5 пмолей па 1 г 
ткани, в плазме крови содержится в 
среднем 150 фмолей на 1 мл. При вве-
дении животному поваренной соли со-
держание им муиореактивного атрио-
пептида увеличивается более чем в 
2 раза, а в гипоталамусе уровень ат-
риопептидов снижается. Данные ра-
ди о и м м у 11 о л о г и ч ее к и х и сс л едо в а и и й 
были подтверждены результатами био-
логического определения активности. 

В мозге (гипоталамус, в а рол и ев 
мост) обнаружены нейроны, синтези-
рующие и секретирующие атриопепти-
ды. Особый интерес представляют ней-
роны гипоталамуса, расположенные в 
антеровентральной области 111 желу-
дочка, т. е. в той области, где повреж-
дение структур у экспериментальных 
животных приводит к резкому изме-
нению содержания жидкости и элек-
тролитов в организме. Обнаружение 
нервных связей в этой области с ней-
ронами, сек р ет и р у ющ ими а т р и о и е п т и -
ды, дает основание считать, что эти 
нейроны принимают участие в регуля-
ции водно-солевого баланса. Показано 
[58], что из области III желудочка со-
держащие атриопептиды нервные во-
локна тянутся к парабрахиальиому 
ядру, включенному в сердечно-сосуди-
стую регуляцию. 

Так и на пептидах предсердий по-
вторяется наблюдавшаяся ранее зако-
номерность: пептиды, секретируемые 
различными клетками соматических 
тканей, обнаруживаются в соответст-
вующих нейронах мозга. Это иаблю-
д ал ось р а нее д л я х оле ц истоки и и и а, 
кишечного вазоактивного пептида, ии-

сул ина, а нгиотензима, ней роте 11 з и 11 а, 
субстанции Р, кальцитоиииа и других 
пептидов. Такое центральное «дубли-
рование» пептидов соматических тка-
ней до сих пор остается непонятным. 
Предполагают, что в центральной 
нервной системе они модулируют те 
же самые физиологические процессы, 
па которые направлено их действие в 
соматических тканях, углубляя и ге-
нерализуя эти процессы. По-видимо-
му, и секреция атриопептидов нейро-
нами мозга связана с интеграцией ре-
гуляторных систем, направленных на 
п о д д е |) ж a 11 и е к а р д и о в а с к у л я р и о го го-
меостаза. 

Интересно отметить, что из гемоли-
зата эритроцитов экстрагируется ка-
кой-то, по-видимому, пептидный мате-
риал, способный усиливать в 10 раз 
диурез и экскрецию ионов Na+ с мо-
чой [63]. Пока неизвестно, имеет ли 
этот м а те р и а л к а кое-л ибо от 11 о ш е н и е 
к п е п т и д а м а т р и о н а т р и й у р е т и ч е с к о го 
фактора. Во всяком случае, этот ма-
териал — не дигоксиноподобный фак-
тор , п ос ко л ь ку м о л екул я р ная м а сса 
извлекаемого из эритроцитов материа-
ла больше 1000, тогда как дигоксино-
подобный фактор имеет молекулярную 
массу порядка 500 дальтон. 

Действие атриопептидов осущест-
в л я ется ч ер ез р е це пто р и ы й а п п а р а т 
к л еток- м и ш е и ей. Вы со к оспе ц и а л и з и -
р о в а н и ы е ре це п то р ы а т р и о п е п т и дов 
обнаружены на плазматических мем-
бранах почечных клеток, гладких 
мышц аорты и артерий, на эндотелии 
сосудов, на плазматических мембра-
нах клеток коры надпочечников [33, 
51, 60]. Обнаружены рецепторы ат-
риопептидов и в мозге [57]. Пептиды 
предсердий обладают высоким сродст-
вом к этим рецепторам: константа 
д и ссо 11 и а ц и и п е п т и д - р е це п то р и о го к о м -
плекса 10 10М [51]. 

Взаимодействие атриопептидов с ре-
цептора м и соп ровождается а кти ваци-
ей мембранио-связанной гуанилатци-
клазы, накоплением циклического гуа-
нозинмонофосфата и одновременным 
снижением активное т и ф о с ф од и э с т с -
разы циклического гаунозинмонофос-
фата [28, 73]. Действие атриопепти-
дов на гуанилатциклазную систему в 
данном случае специфично, поскольку 
антитела к очищенному природному 
ат р иопе птиду у гнета ют накопление 
цГМФ. 

На основании этих данных сделан 
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вывод, что внутриклеточным посредни-
ком при атриопептид-рецепториом: 
взаимодействии является цГМФ. 
В опытах in vivo введение экстракта 
предсердий крысам в 28 раз усилива-
ет выведение цГМФ с мочой [28] па-
раллельно усилению диуреза и экскре-
ции ионов Na+. Показано, что дейст-
вие атриопептидов не опосредуется 
п роста г л а иди и а м и и д о ф амином 12 01. 

Данные о действии атриопептидов 
на аденилатциклазную систему проти-
воречивы. Одни авторы утверждают, 
что атриопептиды являются специфи-
ческими ингибиторами аденилатцикла-
зы [4 | , другие исследователи ипгиби-
рующего действия на эту систему не 
находят [70]. 

Исследование биологического дейст-
вия атриопептидов в опытах in vivo и 
in vitro на переживающих перфузи-
руемых почках и периферических ар-
териях показало, что действие этих 
пептидов избирательно направлено на 
почки [20, 53]. Введение экстрактов 
предсердий в изолируемую перфузи-
руемую почку вызывает Са2+-зависи-
мый диуретический и натрийуретиче-
ский ответ [13]. Клубочковая филь-
трация увеличивается при этом более 
чем в 2 раза, скорость истечения мо-
чи— более чем в 7 раз, абсолютная 
экскреция иоиов N+ усиливается в 
15 раз. Пептиды предсердий, кроме 
непосредственного действия на ди-
стальные канальцы нефронов, где они 
угнетают реабсорбцию ионов N a + и 
CI , усиливают выведение [14, 34] 
этих электролитов опосредованно, пу-
тем угнетения секреции альдостерона 
[7] —стероидного гормона надпочеч-
ников, задерживающего выведение 
Na+ почками. Атриопептиды тормозят 
тол ько стимул и рованную корти котро-
пином или ангиотензином II секрецию 
альдостерона и не снижают его ис-
х од 11 ы й (мест и м у л и р о в а н и ы й) у р овен ь 
секреции. 

Исследовано действие 28-членного 
синтетического пептида на функцию 
почек здоровых мужчин-добровольцев 
[43]. Введение атриопептида в дозах 
50 мкг и 125 мкг [69] никакого недо-
могания не вызывало, не вызывало и 
с н и же ии я артериального да влеи ия. 
При однократном и одномоментном 
введении 50 мкг атриопептида усиле-
ние диуреза, экскреции электролитов 
и увеличение клиренса креатинииа на-
чинались через 5 мин после инъекции, 

достигало максимума через 10—20 мин 
и заканчивалось через 45 мин. Такая 
же примерно картина наблюдалась 
п р и п е п р е р ы в и о м в веде! i и и 12 5 м к г а т-
риопептида в течение 30 мин. При вве-
дении 50 мкг атриопептида клиренс 
э н до ге нного к р е а т и и ии а ус и л ивалея 
траизиторно в 3 раза по сравнению с 
исходным уровнем. Экскреция иоиов 
NaH_ и CI увеличивалась в 3—4 раза, 
экскреция К + практически пе увеличи-
валась. Период полужизни введенного 
28-членного атриопептида очень ко-
роткий. После внутривенного введения 
50 мкг этого пептида через 1 мин на-
блюдалось увеличение его содержания 
в плазме крови в 30 раз по сравнению 
с первоначальным уровнем, через 
5 мин оно превышало исходный уро-
вень только в 2 раза, а через 10 мин 
достигало исходного уровня. По-види-
мому, этот атриопептид играет важ-
ную роль в регуляции почечной функ-
ции и становлении водно-солевого го-
м еостаза. Си нтет ич ее к ий а т р иone птид 
рассматривают как потенциальное те-
рапевтическое средство при сердечных 
и почечных болезнях. 

Некоторые исследователи рассмат-
р ив а ют а т р и опепт ид к а к иде а л ьи ы й 
диуретик, не оказывающий побочного 
действия [55]. В эквимолярных отно-
шениях атриопептид в 1 ()()() раз эф-
фективнее фуросемида, он не угнетает 
Na~1-, К+-АТФазу, а также не влияет на 
экскрецию катехоламинов и дофами-
на, не выводит ионов К+ с мочой [55]. 

В плазме периферической крови че-
ловека содержится 10—70 иг/л имму-
нореактивного атриопептида [31]. Эти 
данные были получены у 36 здоровых 
мужчин с помощью радиоиммунологи-
ческого метода, позволяющего опреде-
лять более 95 % синтетического ат-
риопептида в тех же условиях. 

Данные, касающиеся действия ат-
риопептидов и экстрактов предсердий 
на артериальное давление и сердеч-
ную деятельность, противоречивы. По 
данным одних авторов [53], введение 
а т риoneп т идо в и экст р актов предсер-
дий не снижает артериального давле-
ния (в остром опыте у анестезирован-
ных крыс) и не влияет на сердечную 
деятельность; по данным других авто-
ров [55], артериальное давление сни-
жалось дозозависимо на 40 мм рт. ст. 
[55]. По-видимому, такие расхожде-
ния связаны с условиями постановки 
опыта и структурой вводимых атрио-
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пептидов. При введении внутривенно 
или внутриартериальио 28-членного 
атриопептида человека анестезирован-
ным собакам установлено, что это со-
единение расслабляет почечную арте-
рию более избирательно, чем бедрен-
ную, позвоночную, сонную и коронар-
ную артерии [35]. Эта же закономер-
ность наблюдалась и in vitro на пре-
паратах соответствующих артерий. 
Вводимый пептид снижает системное 
артериальное давление, но не частоту 
сердеч и ы х сокращен и й. И ну ю ка рти -
ну наблюдали другие исследователи 
[2 | после внутривенных введений ане-
стезированным крысам экстракта кры-
синых предсердий (0,2 мл экстракта 
соот ветст в у ет экстракту 11 р е д се р д и й 
одной крысы и вызывает через 5 мин 
10-кратное усиление диуреза) . В этих 
опытах развивалось быстрое (в тече-
ние 1 мин) снижение артериального 
давления — в среднем на 20 мм рт. ст. 
Оно сопровождалось расстройством 
сердечной деятельности. Частота сер-
дечных сокращений снижалась до 25 
в минуту, минутный объем сердца 
уменьшался не только за счет сниже-
ния частоты сердечных сокращений, 
но и за счет уменьшения ударного 
объема крови. Периферические крове-
носные сосуды расслаблялись; сниже-
ние артериального давления было 
связано пе только с расширением пе-
риферических кровеносных сосудов, но 
и с неспособностью сердца компенси-
ровать это расширение увеличением 
минутного объема. Усиление почечной 
экскреции в данном случае не может 
быть причиной гипотеизии, поскольку 
наибольшее снижение артериального 
давления наблюдалось в тот период, 
когда выделилось всего 200 мкл мо-

чи. Кроме того, такая же гипотеизия 
и а б л ю д а л а сь при в веден и и экстр а кта 
иефрэктомироваиным в остром опыте 
крысам. У ваготомированных крыс 
введение экстракта предсердий не вы-
зывало ни снижения артериального 
давления, ни расстройства сердечной 
деятельности. Атриопептиды подавля-
ют секрецию ренина у собак и крыс. 

В настоящее время исследователи 
е д и и оду ш и о приз и а ю т а т р и о п е п т и д -
ную систему сердца постоянным не-
пременным компонентом процесса ста-
новления кардиоваскулярного гомео-
стаза, таким же, как и противополож-
но н а п р а в л е н н а я ре и и и - а и г и оте и з и н -
альдостероновая система. Высокая 
диуретическая и натрийуретическая 
активность атриопептидов позволяет 
считать эту систему ключевой в регу-
ляции объема внеклеточной жидкости 
и сох р а ие ния б а л а н с а эл е кт рол ито в 
[44, 56]. 

Такие представления вносят сущест-
ве н н ы е ко р р е к ц и и в с у щест в о в а в ш и е 
до 11 еда в него в р е м ени пр едст а вл ения 
о регуляции сосудистого тонуса и ар-
териального давления. Процесс сохра-
нения кардиоваскулярного гомеостаза 
при участии двух регуляторных си-
стем — релаксаитной атриопептидной 
и п р е с со р и о й ре н и и - а н г и оте н з и н и о й 
можно представить в виде схемы 
(рис. 2). В центре схемы расположе-
ны почки, поскольку именно через этот 
парный орган обе системы осущест-
вляют выведение или задержку воды 
и электролитов. При увеличении объ-
ема жидкости в кровяном русле и при 
повышении ар те р и а л ьн о го д а в л е и и я 
реагируют барорецепторы предсердий, 
рефлекторно стимулирующие секре-
цию в кровь атриопептида, обладаю-

Барорецепторы Атриопептидной клл//-
предссрдии jft У'^У^"""'""1" аш:тпми серПци^^^г 

£> Расслабление главной мускулатуры, 
снятие спазма, увеличение 

проницаемости 

Сокращение главной мускулатуры. 
сушение просвета кровеносных 

сосудов, спазм кишечника 

Рис. 2. Взаимосвязь между депрессорной атриопептидной и прессорной реиин-ангиотен-
зиниой системами в процессе становления гомеостаза. 

Объяснение в тексте. 

11 



щего специфическим действием на поч-
ки, гладкую мускулатуру артерий и 
кишечника. При его действии усилива-
ется клубочковая фильтрация, резко 
с и и ж а ется pea бсор б ци я N а+, котор ы й 
является главным осмотическим регу-
лятором количества воды в крови и 
межклеточном пространстве. Расслаб-
ление артериол под действием атрио-
пептида и отток воды из кровяного 
русла к тканям являются дополни-
тельным резервом уменьшения объ-
ема циркулирующей жидкости в кро-
веносном русле, особенно при экстре-
мальных состояниях. Расслабление 
гладкой мускулатуры кишечника, уве-
личение проницаемости его кровенос-
ных сосудов способствуют удалению 
избытка воды и через кишечник. При 
этом атриопептид тормозит все функ-
ц и и э ф ф е кто р о в р е и и н - а и г и оте и з и и -
альдостероновой системы, а также се-
крецию ренина и альдостерона. Про-
дол ж ител ьноеть действия а т р иопепт и-
да контролируют тканевые протеипа-
зы, природа которых в настоящее вре-
мя еще не установлена. 

У м е н ь ш е и и е ц и р к у л и р у юще го о бъ -
ема крови улавливают барорецепторы 
почек. Они рефлектор но стимулируют 
выделение в кровь протеолитического 
фермента ренина из юкстагломеруляр-
ного аппарата |56] . Ренин отщепляет 
из растворенного в плазме крови бел-
ка ангиотензиногена 10-члеииый пеп-
тид — предшественник прессориого ан-
гиотензина II, в который предшествен-
ник и превращается при действии на 
него другого протеолитического фер-
мента — карбоксикатепсина (ангио-
тенз и и п р е в р а щ а ю ще го). Образую щ и й -
с я и рессорн ы й п епт ид а и гиоте и зии 11 
связывается рецепторами гладкой му-
скулатуры, что приводит к спастиче-
скому сжатию мышечных клеток, 
уменьшению просвета сосудов, а сле-
довательно, и к уменьшению объема 
сосудистого русла. Ангиотензии II сни-
жает диурез и экскрецию электроли-
тов как непосредственно, путем сни-
жения скорости клубочковой фильтра-
ции вследствие спазма мезангиальных 
клеток гломерул [56], так и опосредо-
ванно, стимулируя секрецию альдосте-
рона, усиливающего реабсорбцию Na+. 
Ангиотензии II контролирует также и 
тонус кишечника, провоцируя спазм 
его гладкой мускулатуры [56]. Дейст-
вие ангиотензина II на препараты раз-
личных отделов кишечника проявляет-

ся при концентрации 10 10 М. Вазо-
констрикция артериол, снижение диу-
реза и экскреции электролитов приво-
дят к повышению артериального дав-
ления, увеличению объема крови в 
артериальной части кровеносного рус-
ла. Это воспринимается барорецепто-
рами предсердий и в процесс поддер-
жания гомеостаза вновь включается 
депрессорная атриопептидиая система, 
от м е и я ю щ а я ст и м у л ы р е н и и а и г и оте н -
зинной системы. Концентрация ангио-
тензина также контролируется протео-
литическими ферментами, получивши-
ми общее название «ангиотензииазы». 
Таким образом, в норме обе системы 
взаимного уравновешивают друг дру-
га. С нарушением этого равновесия 
связаны тяжелейшие патологические 
состояния. 

Исследования атриопептидной си-
стемы сердца при различных заболе-
ваниях еще только начаты, но судя по 
тому, что мы только что узнали об 
этой системе, в клинической медици-
не в связи с ее открытием начинает-
ся новая эра. Сейчас даже трудно 
представить себе, какие области и раз-
делы медицины затронет это откры-
тие. Несомненно, что оно коснется в 
первую очередь сердечно-сосудистых 
заболеваний, болезней почек и, оче-
видно, расстройств водно-солевого об-
мена. 

В настоящее время известно, что у 
л а б о р а то р и ы х ж и вот и ы х — сир и й с к и х 
хомяков, страдающих врожденной кар-
диомиопатией (сердечная недостаточ-
ность, расширение сердца, отеки), ак-
тивность атриопептидов в предсердиях 
снижена в 3 раза [15], но содержание 
им муи ор е а ктив 11 ы х а т р ио п епт идо в в 
предсердиях при этом увеличено. Счи-
тается, что молекулы атриопептидов 
дефектны и ие способны нормально 
выполнять свою функцию [3]. Иссле-
до в а и и я сод е р ж а и и я и м м у но р е а кт и в -
ных атриопептидов в плазме крови 
больных, страдающих врожденными 
заболеваниями сердца, показали, что 
с е р д е ч н а я недостаточность, особенно 
ее тяжелые формы, сопровождается 
з и а11 и тел ы i ы м по в ы ш е и и е м соде р ж а -
и и я и м м у 11 о р е а кт и в и ы х а т р и о и е п т идо в 
[31, 69]. Их высокая концентрация 
была найдена в плазме венозной крови 
больных с пароксизмальмой суправен-
трикулярной тахикардией и связанной 
с ней транзиторной полиурией [69]. 
При тяжелой сердечной недостаточно-

12 



сти уровень атриопептидов повышает-
ся в 10 раз [31 | как в периферической 
венозной крови, так и в крови из пра-
вого предсердия, взятой при катетери-
зации последнего. При лечении тако-
го больного уровень атриопептидов 
с н и ж а л с я п ара л л ел ь и о у м е н ьш е и и ю 
отечности и достигал нормального 
уровня при исчезновении отеков. К со-
жалению, авторы в своих исследова-
ниях ограничились только радиоимму-
нологическими и с с л е д о в а и и я м и и и е 
приводят данные о биологической ак-
тивности у больных с врожденной сер-
дечной н едо ст ато ч ноетью. 

Исследовались атриопептиды в экс-
перименте и клинике при артериаль-
ной гипертензии. Показано, что экс-
т р а кты предсерди й спонтанно гипе р-
тензивных крыс оказывают меньшее 
диуретическое и натрийуретическое 
действие по сравнению с экстрактами 
г I р ед се р д и й но р м оте и з и в н ы х ж и вот пых 
[64]. Введение спонтанно гипертензив-
ным крысам экстрактов предсердий 
здоровых крыс снижает артериальное 
давление, усиливая диурез и экскре-
цию иоиов натрия [64]. Синтетические 
а т р и о п е п т иды (т и п а а т р и о п е п т и н а III) 
снижают артериальное давление, уси-
ливают почечный кровоток у спонтан-
но гипертензивных крыс [41, 42]. Ат-
риопептиды нормализуют артериаль-
ное давление у крыс, гипертензия у 
которых была вызвана хроническим 
введением норадреналина [74]. Дли-
тельное непрерывное введение атрио-
пептидов снижает высокое артериаль-
ное давление у крыс, гипертензия у 
которых была вызвана пережатием по-
чечной артерии [21]. Полагают, что 
н о р м а л и з а ция а рте р иа льи ого давл е-
ния происходит в дампом случае как 
вследствие вазодилатации, так и в ре-
зультате уменьшения объема цирку-
лирующей крови. Очевидно, определе-
ние состояния секреторной функции 
миокарда предсердий может иметь 
особое значение при операциях па 
сердце. В опытах на крысах показано, 
что удаление ушка правого предсер-
дия в 2—3 раза снижает диуретиче-
ский и натрийуретический ответ па 
увеличение объема циркулирующей 
крови [71]. 

Существуют указания па возмож-
ность лечения атриопептидами гемор-
рагического шока [53]. Как известно, 
шок, вызванный кровопотерей, сопро-
вождается выделением в кровь раз-

л и чн ы х э и до ге и н ы х в аз о ко 11 ст р и кто-
ров. Они вызывают мощный спазм со-
судов почек, который может приводить 
к капальцевому некрозу и гибели по-
чек. В этих случаях для лечения при-
меняют дофамин. В низких концентра-
циях он избирательно расслабляет со-
суды почек, а при передозировке мо-
жет вызвать их дополнительный спазм. 
В этих случаях не следует вводить ан-
тагонист дофамина галоперидол, по-
скольку он блокирует и расслабляю-
щее действие дофамина на сосуды 
почки. Введение в этих условиях ат-
риопептида может быть более эффек-
тивным методом лечения геморрагиче-
ского шока, поскольку атриопептиды 
снимают действие эндогенных в а зо кон-
стрикторов в дозах, в 10 раз меньших, 
чем дозы веществ, вызвавших спазм. 

Будущим конструкторам искусствен-
ного сердца теперь придется позабо-
титься о том, чтобы сердце было не 
толь ко механическим насосом. П р и -
дется, по-видимому, ввести в его кон-
струкцию дозирующие устройства, вы-
деляющие атриопептиды в ответ на 
соответст ву ющие ф и з иол о г и ческ и е ст и -
м у л ы . 

Очевидно, с нарушением синтеза и 
секреции атриопептидов связаны и тя-
желейшие расстройства — гипо- и ги-
пер11атриемни, которые, по даниым, 
приводимым в обзоре [6], могут быть 
причиной тяжелых необратимых по-
вреждений мозга, приводящих к поте-
ре трудоспособности и смерти. 

В связи с разработкой проблемы ат-
риопептидов, особенно тех ее аспек-
тов, которые непосредственно связаны 
с клинической медициной, можно на-
деяться, что многие считающиеся не-
излечимыми болезни будут успешно 
излечиваться. Совершенно очевидно, 
что назревает острая необходимость 
развивать исследования по атриопеп-
тид а м в нашей стране. 
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NEW A P P R O A C H TO CARDIOVASCULAR 
REGULATION: E N D O C R I N E FUNCTION O F 

T H E H E A R T 

L. P. Alexeenko, I/. N. Orekhovich 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemist ry , 
Academy of Medical Sciences of tVjc USSU 

Moscow. 

Besides genera l ly known funct ions , the 
hear t has also an endocr ine funct ion . Atr ia l 
cardiocytes , being typical secretory cells, re-
leased peptide ho rmones int:> the blood s t ream: 
atr ial na t r iure t ic peptide con ta in ing 28 amino 
acids and cardiodiola t in . The s t ruc ture of a t r ia l 
pept ides w a s determined. It was shown tha t 
both derived from their common precursor , a 
protein con ta in ing 151 amino acid. The pre-
sence of specific receptors w a s demons t ra t ed 
on p lasmat ic membranes of cells of kidney 
epithelium, ar ter ia l smooth muscle, ar ter ia l en-
dothel ium, kidney cortex and hypophysis . The 
interact ion of a t r ia l pept ides with these recep-
tors act ivated the g u a n y l a t e cyclase system. 
The biological act ion of a t r ia l pept ides mani-
fested itself in the quick, mass ive and instan-
t aneous increase of diuresis and electrolyte 
excretion, elevation of c learance of creat inine, 
decrease of kidney vascu la r resis tance, intensi-
fication of g lomeru la r f i l t ra t ion, inhibition of 
s imula ted secretion of a ldosterone, re laxat ion 
of blood vessels, e l iminat ion of ar ter ia l and 
intes t inal spasm induced by va r ious endogenous 
and exogenous vasocons t r i c to r s and correction 
of kidney hyper tens ion. Var ious rad io immuno-
as says for detection of a t r ia l pept ides in h u m a n 
blood p lasma were developed; it w a s shown 
tha t in pa t ien t s with conges t ive fa i lure the 
a t r ia l pept ide content w a s increased. 

УД К 616.155.392-07:616.155.25-008.931 -074(048.8) 

Я. M. Соковнина, И. И. Вотрин 

Т Р О М Б О Ц И Т Ы — О Б Ъ Е К Т И С С Л Е Д О В А Н И Й Э Н З И М О Н А Т И И 
ПРИ З А Б О Л Е В А Н И Я Х КРОВИ (Обзор) 

^медицинской энзнмологии АМН СССР, Москва 

В последнее время большое приме-
нение находят методы определения ак-
тивности ферментов в форменных эле-
ментах крови в целях исследования 
патогенеза заболеваний и разработки 
диагностических тестов. 

Тромбоциты в этом отношении при-
влекают внимание многих специали-
стов среди биологов, биохимиков, кли-
ницистов, и не только потому, что они 
играют решающую роль в гемостазе, 
но и потому, что они участвуют в ме-
ханизме молекул я рио-клеточиых си-
стем организма, определяющих состо-
яние сосудов, воспалительные и дру-
гие физиологические реакции. 

Функциональное состояние клетки 
определяется ее метаболическим ста-

тусом, который, в свою очередь, опре-
деляется количественным и качествен-
ным составом ферментов на данный 
момент. Последний детерминирован 
генетической программой, которая 
реализуется и может изменяться в от-
вет на изменения метаболического ста-
туса по типу обратной связи. 
Геном клетки Аппарат Ферменты 

t трансляции I t 

' I п = 1 
Внешняя Метаболический > Функция 

среда статус клетки клетки 

В силу известных причин исследо-
вание роли ферментов в регуляции об-
мена веществ на безъядерных клетках 
(тромбоцитах) более оправдано. 
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В этом случае нивелируются два пер-
вых уровня (транскрипция и трансля-
ция) и соответствующие обратные 
связи, а исследуемый фермент стано-
вится одним из главных факторов, с 
номощыо которых осуществляется ре-
гуляция мет а б о л и з м а. 

Тромбоциты, образно выражаясь, 
я в л я ют с я цитопл азмати чески ми «ос-
колками» мегакариоцитов. Из одного 
мегакариоцита образуется в среднем 
5000 тромбоцитов. Состав ферментов 
в них предопределен функциональной 
генотипической программой в мегака-
риоците и его предшественнике. Сле-
довательно, при патологии кроветвор-
ной системы мы вправе ожидать в 
тромбоцитах изменения на уровне уча-
ствующих в метаболизме важнейших 
для их функционирования ферментов, 
и дезорганизацию ферментных систем 
можно рассматривать как раннее про-
явление поражения клеток крови. 

В последних работах было проде-
м о п стр ировано фе иот ипическое сх од-
ство между атипичными мегакариоци-
тами и тромбоцитами |20, 40, 57]. 

Тромбоциты уникальны в том отно-
шении, что в них имеются резервные, 
пе вступающие в метаболизм фонды 
активных соединений (АТФ, ЛДФ, пи-
рофосфат и др.), которые формируют-
ся в процессе созревания мегакарио-
цита и освобождаются только в мо-
мент реакции высвобождения. 

Тромбоциты являются быстро обме-
нивающимися клетками. В среднем за 
10 дней у человека обменивается до 
40 г тромбоцитарной массы. Поэтому 
биохимические дефекты, обнаружи-
ваемые в тромбоцитах при ряде пато-
логических состояний, являются наи-
более ранним отражением изменений 
на уровне кроветворного ростка. 

За последнее время накопилось мно-
го фактов, свидетельствующих о взаи-
модействии, существующем между зло-
качественными заболеваниями и си-
стемой гемостаза. Имеются наблюде-
ния, свидетельствующие об активиру-
ющем воздействии опухолей на тром-
боциты и систему коагуляции и об об-
ратном влиянии тромбоцитов на рост 
опухолей. Имеется строгая корреля-
ция между способностью опухолевых 
клеток индуцировать агрегацию тром-
боцитов in vitro [16, 51]. 

Известно, что все клетки гемопоэти-
ческого ряда происходят из одной 
мультипотеитной клетки (стволовой), 

способной к дифференцированию по 
всем росткам миело- и лимфопоэза. 
Вместе с тем стволовые или колоние-
образующие клетки для миело- и лим-
фопролиферативного ряда — это раз-
ные клетки. Предшественниками мега-
кариоцитов являются стволовые клет-
ки миелопролиферативного ряда [3]. 

Результаты экспериментальных и 
л и те р а ту р пых н а б л юде 11 и й 11 оз вол и л и 
предположить, что злокачественная 
трансформация при лейкозах проис-
ходит на высших ступенях гемопоэза 
и ведет к перепрограммированию ге-
н е т и ч е с к о й п р о г р а м м ы. Экс п е р и м е н -
тальное доказательство геномных пе-
рестроек представляется исключи те ль-
по актуальным для медицины. 

Выбор тромбоцитов как объекта ис-
следований, отражающих наиболее 
р а н н н е из м е н е н и я в м е г а к а р и о ц и т а р -
ном ростке костного мозга, представ-
ляется обоснованным. 

1. Молекулярные основы 
гемостатической функции тромбоцитов 

Основ и ы е ф у н к ц и и т р о м б о ц и т о в - -
сохранение целостности и ликвидация 
нарушений сосудистой стенки, оста-
новка кровотечения (тромбообразова-
ние). Они выполняют роль триггеров 
в изменен и и а г р era т н о г о состоя н и > i 
крови и формировании тромба. Этот 
ге м о ст а т и ч е с к и й п о т е и ц и а л т р о м б о ц и -
тов обусловлен присущими тромбоци-
там свойствами: адгезией, агрегацией 
и реакцией высвобождения. На мем-
бране тромбоцитов обнаружены так-
же специфические рецепторы для со-
единений, индуцирующих адгезию и 
агрегацию тромбоцитов [6, 451. Каж-
дое функциональное состояние тром-
боцитов обеспечивается определенным 
уровнем энергии | 3 1 | . В интактной 
клетке минимальный расход АТФ на 
поддержание жизнедеятельности по-
крывается за счет гликолиза и окисли-
тельного фосфорилироваиия. В настоя-
щее время не вызывает сомнений, что 
тромбоциты имеют собственную систе-
му энергоснабжения, которая на уль-
тр а стр у кту р иом уровне предет а вле на 
митохондриями и зернами гликогена 
[15]. 

Различают 4 основные функцио-
нальные состояния тромбоцитов: 

— изменение формы тромбоцитов и 
их адгезия к нитям коллагена; 
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С х е м а 1 

Участие Са2+ , цАМФ, адениловых нуклеотидов, простагландинов в активации тромбоцитов 

С а 2 + 



- агрегация, образование рыхлого 
белого тромба; 

- высвобождение веществ плот-
ных гранул (АТФ, АДФ, серото-
пииа, пирофосфата, Са2+); 
высвобождение из а-граиул фак-
торов 3 и 4, фактора роста, (3-
т р о м б о г л о б у л и на, ф и бри н ore и а, 
г л и копротеи и а [32]. Кроме того, 
высвобождаются также ряд фер-
ментов ((З-глюкуронидаза, N-аце-
ти л г л ю коз а мин и д а з а, (3 - г а л а кто -
зидаза) [25]. 

К а ж дое и з п ос л е д у ющ и х а кт и в и ы х 
состояний тромбоцитов в процессе 
тромбообразования требует все боль-
ших затрат энергии. 

Формирование всех функциональ-
ных состояний или только некоторых 
из них зависит от природы индуктора. 
По совокупности данных литературы 
наиболее активным является тром-
б и и > кол л а ген > т р ом бокс а н А 2 > и е ко -
торые п р о с т а г л а н д и н ы > А Д Ф . Дейст-
вие агрегирующих агентов на тромбо-
циты приводит к перестройке метабо-
лизма углеводов в сторону усиления 
гликолитических процессов. 

В механизме активации тромбоци-
тов и сохранении «нейтрального отно-
шения» их к эндотелию сосудов важ-
нейшее значение имеют концентраци-
онные изменения внутриклеточного 
Са2",_ (в частности, цитоплазматическо-
го), адениновых нуклеотидов, тромбо-
ксаиа Аг, простагландинов, ц-АМФ 
[1, 24, 38, 39, 45] (схема 1). Наиболее 
обоснованная гипотеза в этом отноше-
нии сформулирована Holmsen [31]: 
«В основе механизма функционирова-
ния тромбоцитов лежит Са2 +-етимули-
руемое, АТФ-зависимое сокращение 
т р о м б о ц итарного актом иозина ». 

В тромбоцитах существует два «пу-
ла» ионов Са2 + : один — резервный, ло-
кализованный в плотных гранулах 
(70—80 % всего внутриклеточного 
Са2+), второй — метаболический (в 
плазматической мембране канальце-
вых систем клетки, а также в мито-
хондриях). Са 2 + при активации тром-
боксаном А2 переходит из микротру-
бочек в цитоплазму; повышение кон-
центрации цитоплазматического Са2-1-

приводит к активации тромбоцитов и 
агрегации. За время функционирова-
ния из плазмы в клетки активно по-
ступает С а2-1" при участии С а2 +-з а виси-
мой АТФазы. Сокращение тромбосте-
нииа -сократительного белка тром-

боцитов происходит также при уча-
стии Са2+ метаболического резерва. 

Как указывалось выше, для тромбо-
цитов характерно также наличие двух 
фондов адениновых нуклеотидов: ре-
зервного и метаболического, различа-
ющихся по своей функции. В тромбо-
цитах содержится в среднем 5— 
7 мкмоль АТФ па 10" клеток и 
3,8 мкмоль АДФ па 1011 клеток, что 
значительно превышает содержание 
этих соединений во многих тканях, 
включая мышечную [23, 481. Значи-
тельная часть АТФ и АДФ содержит-
ся в плотных гранулах и не участвует 
в метаболических процессах: соотно-
шение АТФ/АДФ, по данным литера-
туры, составляет около 0,7 |55] . Этот 
так называемый «пул хранения» вы-
свобождается из плотных гранул и иг-
рает важную роль в функционирова-
нии тромбоцитов. Примерно !/з аде-
ниннуклеотидов содержится в мито-
хондриях, цитоплазме и клеточных 
м е м б р а н а х, п р е д с т а в л я я « м е т а б о л и ч е -
ский пул». Он обеспечивает все энер-
гозависимые процессы в клетках при 
ж и з н е д е я т ель н ости и ф у и к ц копирова-
нии (отношение АТФ/АДФ 8 — 10). 
Примерно 50 % АДФ этого пула свя-
зано с F-актином; о его метаболизме 
и роли почти ничего не известно |22, 
52]. Серотонин также принимает уча-
стие в обеспечении нормального про-
цесса местной вазоконстрикции и сек-
ретирует из гранул сопряженно с АДФ, 
АТФ, Са 2 + в момент реакции высво-
бождения. 

Д л я количественной оценки метабо-
лического фонда адениновых нуклео-
тидов обычно используют радиоизо-
топные методы с использованием ме-
ченых предшественников — аденина, 
аденозина, фосфата [21). Плотные 
гранулы не включают «метку» и со-
держание в них адениновых нуклеоти-
дов определяют обычно биолюминес-
центными методами [28, 29]. 

Центральное место среди эффекто-
ров в регуляции обмена метаболиче-
ских фондов Са 2 + и адениновых нук-
леотидов, оказывающих влияние на 
интенсивность реакции агрегации и 
высвобождения, принадлежит ц-АМФ. 
С и и ж е н ие кон це нт р а ц и и Ц-АМФ в 
тромбоцитах вызывает их активацию; 
увеличение концентрации — ингибиро-
вание. На рис. I суммированы некото-
рые известные данные по влиянию на 
а ден и л а т ц и к л а з ну ю с и стем у э идо ге н -
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Рис. 1. Схема влияния некоторых эф-
фекторов на аденилатциклазную си-

стему тромбоцитов. Нофеин. папаверин 

Ингибирование агрегации 

Д 
Повышение уровни 

PCE,PGD2.PC. 7Г. 
РА-233,аденозин 

Активации 

7 * 
Снижение уровни 

V 
(агрегации) 

Адреналин, коллаген» 
тромбин, АМФ. 

PC. Ег и др. 

ных биологически активных и лекар-
ственных соединений [24, 38, 56]. Ме-
ханизм ингибирования функции тром-
боцитов ц-АМФ полностью не рас-
крыт. Вместе с тем известно, что 
ц-АМФ блокирует действие тромбокса-
на А2. Есть предположение, что обра-
зование ц-АМФ может приводить к 
резкому дефициту АТФ в связи с ее 
расходованием в каскадном механиз-
ме активации под влиянием ц-АМФ 
гликогенолиза на активацию протеии-
киназ, фосфорилаз [46]. 

Следует отметить, что причиной на-
рушения гемостаза может быть также 
изменение уровня проетагландииов и 
тромбоксана А2, являющихся сильны-
ми агрегирующими агентами. 

В тромбоцитах обнаружена система 
ферментов: фосфолипаза А2, расщеп-
ляющая фосфолипиды мембраны, что 
п р и водит к высвобожден и ю а р ах идо-
повой кислоты, способной под дейст-
вием ц и клоо ксигеназы т ром боцитов 
превращаться в циклические эндопе-
роксиды (PG G2 И PG Н2 и т. д.) . 
Дальнейшее превращение образовав-
шихся эндопероксидов зависит от их 
локализации. В неповрежденной сосу-
дистой стенке эндопероксид будет пре-
вращаться в простациклин и препят-
ствовать формированию тромбоцита р-
иого агрегата. В месте повреждения 
он будет превращаться в тромбоксан 
А2. 

Механизм действия простациклина 
заключается в увеличении ц-АМФ, уг-
нетении фосфолипазы А2 и соответст-
венно агрегации. Таким образом, со-
единения, образующиеся из а pax идо-
новой кислоты, приводят пе только к 
образованию гемостатической пробки, 
но и препятствуют формированию и 
развитию последней [4, 27, 42, 49, 50]. 

Действие ц-ГМФ в тромбоцитах про-
тивоположно таковому ц-АМФ. Воз-
м ож н а я р о л ь р е гул я то р а с]) у и к ц и й 

тромбоцитов для ц-ГМФ до настояще-
го времени не установлена [37]. 

Более подробно основы гемопоэза 
рассмотрены в работах, опубликован-
ных ранее [2, 3, 5, 6]. 

II. Исследование обмена 
аде ни но в ых нуклеоти до в 
в тромбоцитах в норме 

и при гемофилии А 

В свете обсуждаемой проблемы в 
целом возникает ряд существенных во-
просов и главный из них: исследова-
ние метаболизма каких веществ в 
тромбоцитах и соответственно каких 
ферментных систем могло бы дать ту 
необходимую информацию, которая 
позволила бы констатировать геноти-
п и ческ и е и з м е не и и я и к в а л и ф и пиро-
вать данное заболевание как энзимо-
патию? 

Первое, что обращает внимание, это 
уникальная особенность (в отличие от 
других клеток организма) к накопле-
нию (па уровне мегакариоцита) в 
плотных гранулах резервного, немета -
болизируемог о фонда А I Ф и АДФ. 
С ним, как было указано выше, свя-
зана гемостатическая функция тром-
боцитов. 

В настоящее время описана группа 
заболеваний с общим названием «син-
дром дефекта пула хранения», призна-
ком которой является недостаточность 
плотных гранул и их химического со-
става [26, 32, 43]. Среди этих заболе-
ваний такие, как альбинизм [30], син-
дром Германского — 11удлака [53], 
синдром Вискота — Олдрича [18], син-
дром Чедиака — Хигаси [19] и другие 
[41, 44, 48]. 

Второе (и это очень важно) запаса-
ние АТФ и АДФ требует усиленного 
их синтеза и не столько за счет синте-
за cle novo, сколько за счет реутили-
зации оснований и нуклеозидов. Спо-
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Схема 2 
Схема экстракции и определения адениннуклеотидов в различных пулах тромбоцитов 



Т а б л и ц а 1 

Содержание адениннуклеотидов в тромбоцитах крови доноров и больных гемофилией А 

АТФ АДФ АТФ/АДФ 

Адеииииуклеотиды 
гемофилия А гемофилия А 

гемофи -
доноры гемофилия А доноры гемофилия А доноры лия А 

Общий пул, н моль/1 0 й 5 1 , 4 + 4 , 2 4 I , 7 ± 3 , 7 2 8 , 4 ± 2 , 5 1 7 , 3 ± 1 , 2 1 ,8 ± 0 , 1 2 , 4 ± 0 , 1 
клеток (10) (Ю) (Ю) (10) ( I I ) (10) 

«Пул хранения», 11 .8 ± 0 , 6 8 , 0 - 1 - 0 , 9 1 5 , 6 ± 1 , 1 6 , 6 ± I , 1 0 , 7 4 - 0 , 0 1 , 5 ± 0 , 2 
пмоль/10° клеток (1 1) (Ю) (12) (Ю) (12) (Ю) 

Метаболический пул по 5 0 7 0 . 0 ± 544 , 9 532 1 ± 7 1 2 , 1 834 , 2 ± 8 2 , 4 9 1 6 , 3 •+• 14 8 , 2 6 , 1 ± 0 , 3 6 , 0 ч - 0 , 4 
включению 8 -1 4 С - а д е - (11) (6) ( I I ) ((>) ( I I ) (6) 
иина, имп/мин/10 9 

(6) 

клеток 
F-актин АДФ, — 4 5 5 , 4 ± 5 4 . 4 4 6 8 , 1 ± 51 , 1 

имп/мин/10 9 клеток (9) (6) 
Удельная радиоактив- 1 1 2 , 8 ч - 1 3 , 4 1 6 8 , 8 ± 2 7 , 3 32 , 3 -+- 4 , 4 63 , 6 4 - 1 , 2 

ность, II ми/II моль ( М ) (8) ( I I ) (В) 

II р п м с ч ;i п и с . Здесь и в табл. 2 — 5 в скобках — число больных. 

соб н ость т р ом боцитов у ТИЛИЗир о в ат ь, 
например, аденин также является пе 
менее замечательной особенностью 
этих клеток по сравнению с другими. 
Это дает основание предположить, что 
ф ермент и а я с истем а для у т и л иза ции 
пурииовых оснований занимает исклю-
чительно важное место, а отдельные 
ферменты могут служить маркерами 
воз мо ж н ых геи от ипическ их изменен ий 
(дефектов на уровне генома). 

Поэтому представляет интерес срав-
нительное изучение содержания раз-
личных фондов адениновых нуклеоти-
дов и активности ферментов, участву-
ющих в метаболизме и реутилизации 
оснований и нуклеозидов. Определе-
ние адениннуклеотидов в различных 
отделах тромбоцитов представлено на 
схеме 2. 

При исследовании общего количест-
ва адениннуклеотидов выявлены изме-
нения содержания АТФ и АДФ тром-
боцитов больных гемофилией А 
(т а б л. 1). Н а б л ю д а ется с 11 и жен и е 
уровня АТФ и АДФ при соотношении 
АТФ/АДФ, равном 2,4, по сравнению 
с нормой, равной 1,8. 

При изучении адениннуклеотидов в 
гранулах хранения обращает на себя 
внимание значительное уменьшение 
(в 2,4 раза) АДФ у больных гемофи-

лией при незначительном изменении 
содержания АТФ. Величина соотноше-
ния АТФ/АДФ у больных гемофилией 
в пуле хранения заметно увеличена и 
равна в среднем 1,5±0,2 (норма 0 , 7 ± 
± 0 , 0 3 ) , что связано со снижением 
АДФ в гранулах хранения. Значитель-
ное снижение содержания АДФ и уве-
личение соотношения АТФ/АДФ в пу-
ле хранения может быть информатив-
ным показателем, указывающим на 

нарушение в уровне адениннуклеоти-
дов и, по-видимому, сопровождаемое 
патологическими изменениями функ-
ц и о 11 а л ь н о й а к т и в н о ст и т р о м б о ц и то в. 
Следует подчеркнуть, что низкий уро-
вень АДФ в пуле хранения коррелиру-
ет с недостаточностью Са 2 + [32]. 

Радиохимическое исследование аде-
ниннуклеотидов метаболического пула 
не выявило отклонений у больных ге-
мофилией по сравнению с нормой. От-
ношение АТФ/АДФ у доноров и боль-
ных гемофилией было примерно оди-
наковым и составляло соответственно 
6, l=t0,3 и 6 ,0±0,4 , т. е. содержание 
АТФ и АДФ в метаболическом пуле 
постоянно и поддерживается за счет 
гликолиза и окислительного фосфори-
лирования. 

Наблюдается отчетливое увеличе-
ние удельной радиоактивности АТФ и 
АДФ у больных гемофилией, отражая 
дефицит адениннуклеотидов в грану-
лах хранения. 

Сравнительное изучение АДФ F-
а кт и на п р од е м о и ст р и р о в а л о в к л ю ч е -
ние радиоактивной метки, как и в слу-
чае других адениннуклеотидов метабо-
лического пула. Из данных, представ-
ленных в табл. 2, видно, что около 
50 % радиоактивности от общего ко-
личества включения «метки» в АДФ 
обнаружено в АДФ F-актине, как в 
тромбоцитах доноров, так и в случае 
б о л ь и ы х гемофилией. 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют об изменениях в со-
держании АТФ и АДФ в гранулах хра-
нения тромбоцитов больных гемофили-
ей и об отсутствии отклонений в ме-
таболическом отделе. Они позволяют 
прийти к выводу о биохимическом де-
фекте в содержании адениннуклеоти-
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Ферменты обмена пуринов тромбоцитов доноров и больных гемофилией Л и В 

Удельная активность, имоль на 1 mi' белка в 1 ч 

Заболевание 
АФРТ ГГФРТ а д а ПНФ 5-иуклеотидаза 

Гемофилия А 1 3 4 , 6 ± 1 , 5 9 8 , 0 z b 8 , 6 1 1 3 , 6 ± 2 7 , 6 5 0 6 , 6 ± 4 7 , 8 5 0 , 0 ± 1 , 0 
(12) (12) (3) ( П ) (6) 

9 7 0 , 0 
(2) 

Гемофилия В 2 1 0 , 0 ± 8 , 2 1 1 7 , 0 ± 1 2 , 3 9 6 , 7 = Ь 2 4 , 7 4 6 0 , 0 ± 6 6 , 8 5 0 , 0 ± 3 , 0 
(10) (8) (5) (5) (5) 

9 6 3 , 0 
(2) 

Доноры 2 3 5 , 0 d = 2 , 3 2 2 2 , 0 ± 4 , 8 1 1 0 , 0 ± 2 8 , 9 8 3 9 , ( ) ± 19 ,0 4 1 , 0 ± 3 , 4 
(18) (19) (4) (13) (5) 

дов в пуле хранения тромбоцитов 
больных гемофилией А и о возможно-
сти использования метода как теста 
на дисфункцию тромбоцитов. 

Параллельно этим исследованиям 
мы проводили сравнительное изучение 
активности некоторых ферментов об-
мена пуриновых нуклеотидов. Теоре-
тически в их обмене могут принимать 
участие более 20 различных фермен-
тов (рис. 2). Однако внимание было 
уделено гипоксантингуанинфосфорибо-
зилтрансферазе (ГГФРТ) и аденин-
фосфорибозилтрансферазе (АФРТ) 
как ключевым ферментам на пути ути-
лизации пуриновых оснований. Но не 
только поэтому. Структурный ген 
ГГФРТ локализован в Х-хромосоме, 
так же как и гены плазменных факто-
ров VIII и IX, мутация которых при-
водит к нарушению свертывания кро-
ви. В зависимости от типа мутацион-
ных изменений на уровне генома мож-
но ожидать при гемофилии А или В 
соот ветствеи н о о п р еде л е 11 п ы х и з м е не -
ний и на уровне фермента ГГФРТ. 
Вместе с тем ген АФРТ локализован 
в 16-й хромосоме. Представлялось ин-
тересным сравнить возможные изме-

нения двух указанных ферментов при 
различных формах гемофилии в це-
лях в ы я с нения степейи пе р естр ой ки 
генома при данных наследственных за-
болеваниях (количества затронутых 
генов). С этой же целью определяли 
активность других ферментов: пурип-
нуклеозидфосфорилазы (ПНФ) гуано-
зина, аденозиндезаминазы (АДА), 5'-
нуклеотидазы, ксантиноксидазы |11, 
12, 14]. Использованы методические 
разработки собственные и опублико-
ванные в литературе [13, 17, 33, 36, 
47, 541. 

В комплекс обследования больных 
гемофилией входило определение про-
коагуляптной активности факторов 
VIII и IX, агрегации тромбоцитов в 
присутствии ристомицина и времени 
кровотечения. В результате проведен-
ных исследований (см. табл. 2) выяв-
лены особенности в изменении актив-
ности исследованных ферментов при 
гемофилии А и В. Активность АФРТ 
составляла 57 % при гемофилии А по 
сравнению с таковой в норме. При ге-
моф ил ии В а ктив иость указанного 
фермента была в пределах нормы. 

Р-1Ф : Р-5ф - -ФРПФ 
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Рис. 2. Схема метаболизма пури-
нов в тромбоцитах доноров. 

/ — фосфорибомутаза; 2 — фосфорп-
бозилпирофосфатсиитетаза; 3 — аде-
нилатциклаза; 4 — фосфодиэстераза; 
5 — Са2+-зависимая АТФаза; в — фос-
фатаза (или 17); 7 — 5'-АМФ-дезами-
наза; 8 — инозинмонофосфатдегидро-
геназа; 9 — гуаиозинмонофосфатсинте-
таза; 10 — 5'-муклеотидаза; / / — АДА; 
12 — гуанозиидезамимаза; 13 — ПНФ; 
14 — адеиинамииогидролаза (адена-
за); 15 — ксаитииоксидаза; 16 — гуани-
иаминогидролаза (гуаназа); 17 -
нуклеозидкииаза; 18 — аденилосукци-
иатсиитетаза; 19 — ГГФРТ; 20 -
АФРТ. В скобках — ферменты, иссле-

дуемые в лизатах тромбоцитов. 
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Активность ГГФРТ при гем оф и л и и 
А составляла 44 % от активности его 
в норме. Аналогичное снижение 
ГГФРТ ( 5 2 % ) наблюдалось и в слу-
чае гемофилии В. Нормальный уро-
вень фермента был отмечен при обо-
их типах гемофилии, когда в качестве 
субстрата использовали гуанин. Срав-
нение удельной активности адеиозии-
дезамииазы и б'-нуклеотидазы не вы-
явило существенных различий по срав-
нению с нормой. При определении 
П Н Ф наблюдалось снижение активно-
сти только у некоторых больных. 

Данные, полученные при определе-
нии ГГФРТ в тромбоцитах больных 
гемофилией, послужили основанием 
для использования этого фермента в 
целях возможного выявления женщин-
носительниц патологического гена ге-
мофилии, что имеет важное значение 
для медико-генетического консульти-
рования. Препятствием к решению 
проблемы диагностирования носитель-
ства является трудность надежного 
выявления женщин-кондукторов и оп-
I) еделения сте пени р иска р о ж деи и я 
больного ребенка. Очень важное зна-
чение имеет разработка тестов, по-
зволяющих выявить гетерозиготных 
нос и те л ьии ц гем оф ил и и. 

Обследовали женщин, у которых в 
семье констатировано рождение сыно-
вей, больных гемофилией. Обследова-
ли 10 семей. Все матери являлись но-
сительницами гена гемофилии и имели 
риск рождения как больных сыновей, 
так и риск передачи носительства до-
черям (рис. 3). Результаты, получен-
ные при обследовании, демонстрируют 
снижение активности ГГФРТ в тром-
боцитах женщин-носительниц и со-
ставляют в среднем 125,2+9,4 нмоль 
на 1 мг в 1 ч, т. е. 59 % от активности 
его в норме (222,0+4,8 нмоль на 1 мг 
белка в 1 ч), и на биохимическом уров-
не подтверждают, что все матери яв-
л я л ись гетероз и гот 11 ы ми. С пом ощыо 
этого метода нам удалось выявить в 

Рис. 3. Активность 
АФРТ, Г Ф Р Т тром-
боцитов в норме, при 
гемофилии А и у жеп-
щ и н - и осите л ьн и ц п а -
тологического гена. 
/ норма; 2 гемо-
филии А; 3 - гетерози-
готные носители. По 
оси ординат — актив-

ность (в %). 

ряде семей также девочек-носительниц 
гемофилии, у которых, как и у мате-
рей, был снижен уровень фермента-
тивной активности (98,4 и 87,6 нмоль 
на I мг белка в 1 час соответственно). 
Следует отметить, что у гетерозигот-
ных носительниц активность другого 
фермента АФРТ оставалась в преде-
лах нормы. 

Таким образом, были установлены 
факты изменения в активности ГГФРТ, 
АФРТ, заслуживающие внимания в 
плане дальнейших методических раз-
работок для диагностики больных ге-
моф и л ией, женщи н-носительн и ц де-
фектных генов и диагностики сопутст-
вуют, их заболеваний. 

П р о в еде 11 а т а кж е о це и к а а кт и в н ост и 
ГГФРТ в комплексе диагностических 
тестов на гетерозиготное иосительство 
патологического гена гемофилии. 
В комплекс исследований входило па-
раллельное определение прокоагулянт-
ной активности VIII фактора (VIII : с) 
и антигена фактора (VIII R : A g ) , а 
также анализ родословной семьи. На 
основании всех указанных показателей 
м етод о м д и с к р и м и н а нтн о го а и а л и з а 
р а с с ч и т ы вали у с т а и о в л е н и е носитель-
ства у возможных гетерозигот. Парал-
лельно проводили определение ГГФРТ 
и наблюдали достоверное снижение ее 
активности как у облигатных, так и 
вероятных носителей. В тех случаях, 
когда вероятность гетерозиготного но-
сительства по данным дискриминант-
ного анализа оказывалась недостаточ-
но высокой (Р = 42 и 7 6 % ) , актив-
ность ГГФРТ была всегда снижена 
примерно в 2 раза но сравнению с 
нормой. Данные наших исследований 
позволяют предложить использование 
метода определения ГГФРТ для выяв-
ления гетерозиготного носительства ге-
на классической гемофилии в сочета-
нии с клинико-генеалогическим, имму-
нологическим и другими методами 
исследования. 

Вместе с тем основной вывод за-
ключается в следующем: функцио-
нальная 11 е п о л 11 о це н ность т ром боц и тов 
при гемофилии обусловлена наследст-
вен ной полигенного характера энзимо-
патией на уровне ферментов реутили-
зации пуриновых оснований и нуклео-
зидов, которая приводит к нарушению 
ор га низ а ц и и гра нул яр ио го, запаси ого 
фонда адениновых нуклеотидов в ме-
гакариоцитах и их использованию в 
процессе реализации функции. 

АФР1 ГФР/ 

23 



III. Исследование дисферментемии 
пуринового обмена в тромбоцитах 

больных лейкозом. 

И с с л едов а и и е д и с ф е р м е и тем и и п у -
рииового обмена в тромбоцитах при 
опухолевых гематологических заболе-
ваниях имеет как практическое (для 
здравоохранения), так и общебиологи-
ческое значение. Согласно современ-
ным представлениям об этиологии лей-
кемических заболеваний, мы вправе 
ожидать изменений на уровне наибо-
лее важных, ключевых ферментов об-
мена пуринов. 

К настоящему времени накопились 
данные, свидетельствующие о том, что 
злокачественные новообразования ге-
нетически детерминированы. При ис-
с л едов а н 11 и р а с ri рост р а н е н и я, н а п р и -
мер, лейкозов в различных популяци-
ях детей были получены результаты, 
которые объяснялись с позиции зако-
нов популяционной генетики. В част-
ности, анализ показал, что частоты 
детских опухолей оставались стабиль-
ными от поколения к поколению и 
различались от популяции к популя-
ции, что согласуется с законом Хар-
д и — В а й и б е р г а и свидетельствует в 
пользу генетической концепции ново-
образований. 

Онкоген па я теория опухолевой транс-
форм а ци и сегодня объединяет в еди-
н ы й механизм вирусное, х и м и ч еское 
и л и э п и ге 11 ет и ч ее кое п р о исхож де н и е 
раковой клетки. Пока не ясен меха-
низм «включения» онкогена. Можно 
предположить, что в его основе лежат 
процессы транспозиции (в соответст-

Т а б л и ц а 3 
Аденазная активность в форменных элементах 
крови доноров и людей с различными заболева-

ниями крови 

Диа г поз 

Удельная активность адепазы, 
нмоль образовавшегося гипо-

ксаитииа на 1 мг белка за 1 ч 
Диа г поз 

эритроциты 
лей-
ко-

циты 
тромбон, и ты 

Норма 0,071 ± 0 , 0 1 6 0 0 

Хронический 
(3) (3) (3) 

Хронический 0,051 ± 0 , 0 0 6 0 1,52 ± 0 , 1 4 
л имфолейкоз (4) (3) (5) 

Хронический 0,026 ± 0 , 0 6 0 1 ,96±0,45 
миелолейкоз (4) (4) (5) 

Острый лейкоз 0,067 ± 0 , 0 2 7 0 3 ,35±0 ,64 
(4) (3) (5) 

Лимфома — 4,2 
Тромбоцитемия — — 8,5 

вии с промоторной гипотезой Г. П. Ге-
оргиева) [7]. По-видимому, речь идет 
об изменении генетической програм-
мы. Относительно предмета наших ис-
следований мы должны, следователь-
но, предположить, что фенотип и ческие 
изменения па уровне ферментов тром-
боцитов - э т о результат перепрограм-
мирования генома на уровне стволо-
вой кроветворной клетки в процессе 
опухолевой т р а н сфо р м a 11 и и. И нтере с -
иые результаты были получены при 
и ссл едо вам и и а д ен аз ы (адеп и н а м и и о -
гидролазы КФ 3.5.4.2) в клетках пери-
ферической крови, фермента, который 
не обнаруживается в этих клетках у 
высших животных и человека при нор-
мальной дифференцировке клеток [9]. 

Т а б л и ц а 4 

АДА и ПНФ тромбоцитов крови доноров и людей 
с различными гематологическими заболеваниями 

Заболевание 

Удельная активность, нмоль 
на I мг белка в I ч 

АДА ПНФ 

Миелопролифера-
тивные: 

хронический 
миелолейкоз 
хронический 

миелолей-
коз — бласт-

ма я транс-
формация хро-
нический мие-

лолейкоз — 
мегакариоб-
ластный 
криз 

Острый лейкоз: 
острый лимфо-

бластный 
лейкоз 

острый миел-
областный 
лейкоз 

Лимфопролифера-
тивные: 

неходжкинская 
лимфома 

хроническим 
лимфолейкоз 

миелома 

макроглобулн-
иемия Валь-

денстрема 

70 ,9±10 ,2 
(10) 

90 ,0±14 ,7 
(6) 

83,0 
(1 ) 

65,0 
(2) 

28,0 
(О 

343 ± 1 9 , 7 
( П ) 

340±34 ,4 
(5) 

123 
(1 ) 

282 
(2) 

680 
(1 ) 

Норма 

229,04-42,6 1241 ± 9 4 0 , 0 
(6) (4) 

5 6 , 0 ± 5 , 4 508±65 ,0 
(3) (7) 

354 ,0±52 ,0 — 

(4) 
63 ,4±13 ,6 506 ±44 ,1 

(5) (5) 
6 3 , 7 ± 6 , 8 532±75 ,8 

((3) (7) 
132,0±25,0 978 ± 6 0 , 6 

(3) (3) 

135,0±18,6 832±2 ,1 
(6) (7) 
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Аналогичные данные были получены 
при определении аденазы в тромбоци-
тах павианов, гамадрилов с разной 
выраженностью гемобластоза [Ю]. 
В табл. 3 представлены результаты 
этих исследований. 

Тот факт, что аденазная активность, 
обнаруживаемая при опухолевых за-
болеваниях, в частности, при лейкозах, 
свидетельствует о том, что соответст-
венная программа сохранена и может 
быть реализована. Механизм такого 
«молчания» и соответственно возоб-
новленные функции данной генетиче-
ской программы пе изучены. Можно 
п р ед пол ож и ть, что м о б и л ьно - ret i ет и ч е -
с кие элементы, играющие роль как в 
коммитировании клеток, так и в зло-
качественной трансформац и и, о т в ет ст -
венны за инициацию экспрессии ге-
нов. Процессы транспозиции и обеспе-
чивают, по-видимому, включение или 
выключение генов, ответственных за 
р еализацию он ко ге н н о й п р о г р а м м ы. 

В табл. 4 представлены данные по 
определению аденозиндезаминазы и 
п у р и н н у к л е о з и д ф о с ф о р и лаз ы г у а н оз и -

на в тромбоцитах при различных ге-
матологических заболеваниях. Пер-
вое, что обращает на себя внимание, 
это то, что практически во всех слу-
чаях имели место отклонения от нор-
мальных величин. 

Вместе с тем при острых и миело-
п р о л и фе р а т и в н ы х л е й коз а х от меча ет-
ся отчетливая однотипность феиотипи-
ческих изменений, а именно снижение 
активности указанных ферментов. Что 
к а с а етс я л и м ф о п рол и ф е р а т и в и ы х за-
болеваний, то здесь имели место как 
снижение, так и повышение активно-
сти. Исключение составляла макро-
глобулииемия Вальденстрема — АДА 
и 11Н Ф в п р еде л ах нормы. 

Как уже отмечалось, функциональ-
ная неполноценность тромбоцитов при 
лейкозах обнаруживается еще до то-
го, как появляются другие гематоло-
гические симптомы обострения заболе-
в а и и я. В ы р а же и ноет i > ф у н к ц и о н а льн о й 
недостаточности тромбоцитов при раз-
личных формах лейкозов очевидна. 
Результаты исследований, представ-
ленные в табл. 5, показали, что мие-

Т а б л и ц а 5 

Агрегационная активность тромбоцитов (в % от исходной) при гематологических заболеваниях 

Агре г и р у ioi ци fl а ге 11 т 

Заболевания АДФ. 1,25х АДФ. тромби II адреиалии коллаген, ристомиции, 
X 1 о_ ь м 1 • 1 О"'» м 0,4 МЕ/мл 1 • 1 о- ; | М 4 м к г/мл 1 , 5 м г/мл 

Миелопрол ифера-
тивиые заболе-
вания: 

хронический 10,0=1=5,0 19,8=fc3,2 12 ,8±3,4 11,0=1=2,1 23,5=1=6,5 
миелолейкоз (22) (22) (22) (22) (22) 

64,0=Ь 10,0 8 5 , 0 ± 5 , 0 81,6=1=6,4 68,0=1=15,0 90,0=1= 10,0 
(7) (7) (7) (7) (7) 

хронический 33 ,0±10 ,6 — — 48,5 60,0 
миелолей- (3) (О (2) 
коз — бласт-
ная транс-
формация 
острый 26,0 32,0 36,0 20,0 — 

лейкоз 
Л имфопролифера-

тивиые: 
хронический 17,3=1=7,0 34,6=1=4,4 19 ,0±3,7 23,8=1=4,2 27,5 20,0 

лимфолейкоз (3) (5) (3) (3) (1) (О 
неходжкинская 15,0 2 8 , 0 ± 2 , 7 20,0 15,0 38,3-1-12,0 37,84-14,2 

лимфома (О (4) (2) (1) (3) (5) 
макроглобули-

немия Валь-
денстрема — 69,0 — 70,0 60,0 

миелома 69,0=1=4,9 
(4) 

6 2 , 2 ± 4 , 9 
(4) 

69,3=1=2,7 
(4) 

Норма 30—40 50—60 70—80 50—60 50—60 48—91 

П р и м е ч а и и е. Прочерк —• активность не определяли. 
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ло- и лимфопролиферативиые заболе-
вания сопровождаются дисфункцией 
тромбоцитов по сравнению с таковой 
у здоровых под воздействием различ-
ных агрегирующих веществ, что сви-
детельствует о дефекте как первой, 
так и второй фазы агрегации. Нару-
шение второй фазы агрегации тромбо-
ц и т о в, в ы я в л е н н о е у обе л е д о в а н и ы х 
боль н ы х п од в оз д е й ст в и е м ад ре и а л и -
на, коллагена, тромбина и высоких 
концентраций АДФ, позволяет гово-
рить о дефекте запасных пулов в них 
и об истощении по типу болезни «за-
пасных пулов» при этих заболеваниях. 
При определении внутриклеточного 
содержания адениннуклеотидов (АТФ, 
АДФ) в гранулах хранения была об-
наружена гетерогенная группа боль-
ных хроническим миелолейкозом. На-
блюдается уменьшение АДФ (в 4,61 
раза) и в меньшей степени АТФ у ря-
да больных, а также содержание АТФ 
и АДФ в пределах нормы у других, 
что может быть результатом дефекта 
образования тромбоцитов и отражать 
первоначальные нарушения в самих 
мегакариоцитах, развивающихся под 
влиянием бластиого окружения. Ряд 
авторов также предполагает, что в ко-
стном мозге при опухолевой трансфор-
мации существует популяция тромбо-
цитов как с нормальной, так и с нару-
ш е н пой фу н кц ион ал ьной а кт и в н остыо 
их к разным агрегирующим агентам 
[34, 35]. 

Разброс в изменениях уровня функ-
циональной и ферментативной актив-
ности может свидетельствовать о ге-
терогенности генетических изменений 
и факторов, их вызывающих. 

С точки зрения энзимологии полез-
но в этих случаях использовать срав-
нительное изучение влияния различ-
ных факторов, например структурных 
аналогов пурина, металлов и темпера-
туры, на активность ферментов. Срав-
нивали влияние различных аналогов 
пуринов, у которых в (3-м положении 
пуринового кольца NH2-rpyniia заме-
щена на хлоро-, меркапто-, метил-
группы, а также аналоги пуринов, мо-
дифицированные в имидазолы-юм коль-
це: 8-азааденина, 6-метиламинопури-
на, 6-хлорпуринрибозида, аденина, 
6-меркаптопурина, 6-хлорпурина, 2,6-
диаминопурииа, формицииа, 6-метил-
аденозина на активность аденозиндез-
аминазы тромбоцитов доноров (удель-
ная активность 135,0± 18,6 ед.) и боль-

I I ых х р о н и ч е с к и м м и е л о л е й к оз о м 
(удельная активность 9 0 , 0 ± 14,7 ед.). 

Установлено, что наибольший ииги-
бирующий эффект наблюдался при ис-
пользовании 8-азааденина, 6-метил-
аминопурина и 6-хлорпуринрибозида. 
Азааденин в 4,6 раза более эффекти-
вен как ингибитор АДА тромбоцитов 
больных хроническим миелолейкозом 
по сравнению с нормой. 6-метил-ами-
ноп у р и н, 6-х лор п у р и и р ибоз ид и 11 г 11 б и -
рует фермент при хроническом миело-
лейкозе в меньшей степени (в 1,8 ра-
за ) . По характеру влияния другие ин-
гибиторы не отличались от нормы. 

При сравнительном изучении влия-
ния металлов: Си2+, С(12+, Мп2+, Ва2+, 
Mg2+ и Cs2+ наиболее значительные 
изменения наблюдались при использо-
вании Мп 2 + (у доноров 30 % иигиби-
рование, у больных хроническим мие-
лолейкозом — 63 %) . 

Пр и и с с л едовамии те р м ол а бил i > и о-
сти аденозиндезаминазы отмечено, что 
фермент тромбоцитов при хрониче-
ском миелолейкозе более термолаби-
лен. 

Полученные результаты свидетель-
ствуют об изменении каталитических 
свойств АДА тромбоцитов больных 
хроническим миелолейкозом по срав-
нению с нормой и данный подход мо-
жет быть использован как для более 
ра ине й кон стата ци и фенотипи ческих 
изменений, так и в качестве показате-
лей аномалий фермента. 

IV. З а к л ю ч е н и е 

В заключение по представленным 
результатам и сделанным из них вы-
водам хотелось бы акцентировать 
внимание на следующих основных по-
ложениях общего и частного харак-
тера: 

- фенотипические изменения на 
уровне обмена ну р и новых нуклеотидов 
в тромбоцитах, наблюдаемые при на-
следственной патологии и генетически-
опосредованных заболеваниях (лейко-
зах) , с наибольшей вероятностью яв-
ляются отражением генотипических 
изменений в процессе развития ство-
ловых клеток или мегакариоцитов; 

при сравнении различных форм 
лейкозов и в пределах одной формы 
н а б л ю д а ется з и а ч и те л ьн ы й полимор-
физм изменений. Полученные резуль-
таты не подтверждают известное мне-
ние о том, что хронические формы лей-
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козов являются результатом пере-
стройки генома (интеграции вирусно-
го генома) только на уровне колоние-
образующих клеток; они в большей 
степени свидетельствуют о геиотипи-
ческих изменениях на уровне стволо-
в ы х мул ьт и п оте н т н ы х к л ето к; 

- в перестройки генома при опухо-
левой т р а н с ф о р м а ц и и могут вовле-
каться гены, имеющие непосредствен-
н о е от н о ш е н и е к д и ффере и i; и р о в к е 
клеток («промоторная» теория Г. П. 
Георгиева). Такое «вовлечение» при-
водит к нарушению дифференцировки 
клеток и к изменению наиболее уязви-
мых х а р акте р и ых п утей м ет абол 11 з м а 
[7, 8]. 

Наше предположение сводится к то-
му, что уникальное свойство накапли-
вать адениновые нуклеотиды в качест-
ве неметаболизируемого фонда в гра-
нулах (а их образование в процессе 
развития мегакариоцитов — неоспори-
мый д и ф (|) е р е н ц и р о в о ч н ы й п р и з н а к) 
обусловлено главным образом повы-
шенной способностью этих нормаль-
ных клеток к реутилизации оснований 
и нуклеозидов и компартментализации 
нуклеотидов. Результаты изменений на 
этом уровне как при гемофилии, так 
и при лейкозах, свидетельствуют в 
пользу этого предположения. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 
1. Андреев С. В., Кубатиев А. А. — В кн.: 

Современные проблемы тромбозов и эмбо-
лии. М., 1978.— С. 84—86. 

2. Баркаган 3. С. Тромбообразование и па-
тологии гемостаза. Томск, 1 9 8 2 . - 1 2 0 с. 

3. Воробьев А. И. Руководство по гематоло-
гии. М„ 1985.— С. 448. 

4. Варфоломеев С. Д., Мевх А. Т. Проста-
гл ан дины — молекулярные биорегуляторы. 
М., 1985.— С. 308. 

5. Г авралов О. К., Кавешникова Б. Ф. // 
Проблемы и гипотезы в учении о сверты-
ваемости крови. М„ 1981. — С . 75—100. 

6. Гаврилов О. К., Козинец Г. И., Черняк 
/ / . Б. Клетки костного мозга и перефери-
ческой крови. М„ 1985.— С. 288. 

7. Георгиев Г. / / . / / М о л . биол., 1981. 
Т. 15.— С. 261—273. 

8. Сейц И. Ф., Князев П. Г., Федоров С. II. // 
Вопр. онкологии, 1982. — № 28. — С. 95— 
98. 

9. Соковнина Я. М., Дебов С. С.// Вопр. 
мед. химии, 1976.- М» 1. — С . 117 119. 

10. Соковнина Я. М., Дебов С. С., Яковлева 
J1. А., Цхакая IT. А. / / Бюлл. экспер. биол. 
и мед., 1977. — № П . — С . 555—556. 

11. Соковнина Я. М., Пестина Т. И., Чижова 
А. И., Тенцова И. А., Вогрин И. И. // 
Вести. АМН СССР, 1984. — № 8. — С. 75— 
80. 

12. Соковнина Я. М., Пестина Т. И., Тенцова 
И. А., Плющ О. П., Вотрин И. И. / / Вопр. 
мед. химии, 1985. № 7. — С. 7 6 - 7 9 . 

13. Соковнина Я. М., Мареева Т. Б., Плющ 
О. П., Вотрин И. И. / / Вопр. мед. химии, 
1985. — No 5 . — С. 114—117. 

14. Соковнина Я. М., Мареева Т. Б., Богда-
нова И. И., Пестина Т. И., Вотрин И. И. // 
Всесоюзный биохимический съезд: 5-й. 
Киев, 1986.— С. 307 308. 

15. Фермилен Ж., Ферстрате М. / / Гемостаз. -
М., 1984.— С. 192. 

16. Al-Mondhiry / / . / / A m e r . J. Haemato l . 
1984.— Vol. 161. P. 193- 202. 

17. Belfield A., Ellis G., Goldberg D. M.// 
Clin. Chem. — 1970. — Vol. 11. — P . 396 
401. 

18. Baldine M. G. / / A n n . N. J. Acad. Sci. 
1972. Vol. 201. P. 437. 

19. Boxer G. /., Holm sen II., Robkin C., Bang 
N. U., Boxer L. A., Ballmer R. L.// Brit . 
J. Haemato l . 1977.— Vol. 35. — P. 521-
533. 

20. Bentjeld-Barker M. E., Bainton O. F. // 
B l o o d . — 1 9 8 2 . — Vol. 59. - P . 472—481. 

21. Cowan D. H., Graham R. G., Baunach D. // 
J. Clin. Invest . 1975. Vol. 56. -
P. 188 200 . 

22. Daniel J. L., Robkin L., Molish J. R., Holm-
sen / / . / / . J. Biol. Chem. 1979. Vol. 
254. P. 7870 7873. 

23. Daniel J. L., Molish J. R., Holmsen II. // 
Biochem. Biophys. Acta. — 1980. — Vol. 
6 3 2 . — P. 444 452. 

24. Dayal V. // Biochim. Biophys. Acta. 
1983.— Vol. 759 .— P. 129—136. 

25. Fukami M. П., Salganicoff L / / Thromb. 
and H a e m o s t . - 1977. — V o l . 38. P. 963— 
970. 

26. Gerrard J. M., Stoddard S. Г., Shapiro R. S. 
et al. / / Brit . J. Haemato l . — 1978. -
Vol. 40. — P. 597—607. 

27. Gorman R. R. / / Feci. P r o c . — 1979. Vol. 
38. — P. 83—88. 

28. Holmsen //., Storm E., Day H. / . / / A n a l . 
B iochem.— 1972 .—Vol . 46. — P. 4 8 9 - 5 0 1 . 

29. Holmsen H., Weiss I f . J.// Blood.— 
1972. — Vol. 39. P. 197—209. 

30 Hardisty R. M., Mills D. С. В., Koisa-Ard 
К. 11 Brit . J. Haemato l . — 1972. — Vol. 23. -
P. 679—689. 

31. Holmsen / - / . / / P l a t e l e t s , Product ion , Func-
tion, T rans fus ion and S to rage . - 1974. -
p 207—221. Edi ted by M. G. Baldini & 
Sh. Ebbe Grune and S t ra t ton , INC. New 
York, San Francisco, London. 

32. Holmsen IT., Weiss И. / . / / A n n . Rev. 
M e d . — 1978. Vol. 30. — P. 119—134. 

33. Heinz F. U J. Clin. Chem. Clin. Biochem.-
1980. — V o l . 18.— P. 781—788. 

34 Weiss H. / . / / New Eng l . J. Med. — 1975. - -
Vol. 293, — P . 580—583. 

35. Hirchhorn R., Roegner V., Jenkis T. / / J. 
Clin. Invest . — 1979.— Vol. 64. — P. 1 1 3 0 -
1139. 

36. Kalckar H. M. Ц J. Biol. Chem. — 1947 
Vol. 167. — P . 429—475. 

37. Laubscher A., Fleischer A. / / J. P h a r m . 
Pharmaco l . — 1980. -Vol . 32. P. 601 
607. 

38 Michel IT., Caen J. P.. Borg G. V. P. // 
Brit. J. H a e m a t o l . — 1976.— Vol. 33. 
P. 27—38. 

39 Miller O., Gorman R. / / J. Cyclic Nucleotide 
Res. - - 1 9 7 6 . — Vol. 2. — P. 67—79. 

40. Miller J. L, Stuart M. J., Walenda R. W. // 
Biochem. Biophys. Res. Commun. — 1982.— 
Vol. 107. — P . 752- 759. 

27 



41. Nishimura / . / / Thromb. Haemost .—1979. -
Vol. 41. P. 787- 795. 

42. N alias N., Graff G. / / Biochem. Biophys. 
Res. C o m m u n . - - 1982. — Vol. 109. — 
P. 1035—1040. 

43. Яаге/ч f . /. , Day IT. /., Mills D. С. B. // 
B l o o d . - 1974. - Vol. 44. - P . 789—800. 

44. Pareli /•'. J., Gugliotio L . / / Thromb. Hae-
most. - 1982. - V o l . 47. — P . 84- 89. 

45. Pidard D., Montgomery R. R., Bennetl.S 
Kunicki T. / . / / J . Biol. Chem. 1983. 
Vol. 258. - P . 12582- 12586. 

46. Scheider II/. IT. G. / / P la te le ts , Product ion , 
Function, T rans fus ion and S t o r a g e / Eds. 
M. G. Baldini , Sh. E. Grune and S t ra i t en , 
J N К - New York. 1974 - P. 177—187. 

47. Sloeckler J. D. / / M e t h o d s Enzymology . -
1978. Vol. 51. P. 530—538. 

48. Summer field, G. P.. Keenan I. P., Brodie 
N. ./., Bellingham A. J.// Clin. Lab. Haema-
tol. 1981. - V o l . 3. - P. 257 -271. 

49. Schafer A. J. / / Blood. 1980. — Vol. 56. - -
P. 853 858. 

50. Seiss U/., Roth P., Weber P. C.// Thromb. 
Haemos t . - 1981. Vol. 45 . - P. 204— 
207. 

51. Schwartz K. A., Stickler S. J., Marker 
L. A. // Brit . J. Haemato l . 1982. 
Vol. 51. - P . 17—24. 

52. Ugurbil /(., Holmsen П., Shulman R. // 
Proc. Nat. Acad. Sci. USA. — 1979. Vol. 
76. - P. 2227- 2231 

53. White J. G., Edson J. R., Desmick S. 1 
Wilkop G. J.// Amer. J. Pa tho l . 1971. -
Vol. 63. — P . 319 -330. 

54. Weyden M. В., Bayley L . / / Clin. Chim. 
A d a . 1978. Vol. 82.' P. 179 184. 

55. Whaun J.// Thromb. Haemos t . — 1980. — 
Vol. 43. P. 99—103. 

56. Woemer P., Patsckeke Ii. - / T h r o m b . Hae-
m o s t . - - 1981. - V o l . 21. - P . 201 206. 

57. Wesemann WRaha S. / / Europ. J. Cell. 
Biol. 1985. Vol. 37.- P. 117 122. 

Поступила 09.00.86 

УДК 612.745.1-08: [612.129:577.175 + 612.129: [547.95:547.943]-088.1 

А. А. Виру, Ж. Л. Тендзегольскис, К. М. Ксгрельсон, К. П. Алев, 
Т. А. Смирнова 

В З А И М О О Т Н О Ш Е Н И Я М Е Ж Д У И З М Е Н Е Н И Я М И 
С О Д Е Р Ж А Н И Я р -ЭНДОРФИ НА И РЯДА ГОРМОНОВ В КРОВИ 

ВО ВРЕМЯ М Ы Ш Е Ч Н О Й РАБОТЫ 

Кафедра спортивной физиологии и лаборатория гормональной регуляции мышечной дея-
тельности Тартуского университета 

Вместе с повышением активности 
г и п о ф и з а р I i о - а д р е 11 о к о р т и к а л ы i о й си-
стемы при стрессовых воздействиях 
наблюдается увеличение содержания 
p-эндорфина в крови [15, 16]. То же 
обнаруживается при напряженных 
физических упражнениях [6, 7, 10]. 
Р е а к ц и я гипофизарно-адренокорт и -
калыюй системы на длительное ст рес-
сорное воздействие вообще | 2 | , в том 
ч ис л с н а п р од о л ж ите л ь 11 ы е ф и з и ч е -
ские упражнения [1, 3], характеризу-
ется пол ифазпостыо, в частности на-
ступлением фазы субнормальной ак-
тивности после первоначальной акти-
вации системы. Задачей настоящего 
исследования является выяснение из-
менен и й с од е р ж a 11 и я р -э 11 до р ф и и а в 
крови при длительной мышечной ра-
боте, приводящей к появлению фазы 
субнормальной активное т и г и п о ф и -
за рно-адренокортикальной системы. 
Вместе с тем изучали также измене-
ния в содержании кортизола, кортико-
тропииа, соматотропина, инсулина и 
трийодтиронина. 

М е т о д и к а 

Обследовано 22 здоровых мужчины, раз-
деленных на 3 группы: 1-я — 6 нетрениро-
ванных студентов (возраст 18—23 года, масса 
тела 65—89 кг, рост 176—188 см) ; 2-я -
6 спортсменов-гребцов (2 мастера спорта, 
1 кандидат в мастера спорта, 3 перворазряд-
ника, возраст 17—22 года, масса 68—89 кг, 
рост 177—190 см); 3-я — 10 мужчин, зани-
мающихся развитием выносливости в оздоро-
вительных целях (возраст 2 1 - 39 лет, масса 
61—82 кг, рост 170- 184 см) . Предварительно 
у всех обследуемых определяли максимальное 
потребление кислорода (МПК) с помощью 
ступенчато повышающихся нагрузок с 1-ми-
нутным финишным спуртом [5]. М П К 
(в мл-мин 1 на 1 кг массы тела) составляло 
в 1-й группе 42—61 (в среднем 50,0dz3,6), во 
2-й 50—63 (59 ,4±4 ,9 ) , в 3-й 40 71 
(54,8dz4,5). Утром с 9 до II ч (через I ч 
после стандартного завтрака ) обследуемые 
выполняли 2-часовую работу па вслоэрго-
метре. Предлагалось поддерживать мощность 
работы, соответствующую 60 % от уровня 
М П К . Определение потребления кислорода на 
29, 59 и 119-й минуте работы показало, что 
на самом деле относительная интенсивность 
работы, судя по проценту использования 
аэробных возможностей организма, сущест-
венно варьировала. Так, потребление кисло-
рода во время работы составляло 44—76 %, 
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Т а б л и ц а I 

Изменение содержания [3-эндорфина в плазме крови (в нмоль-л - 1 ) во время 2-часовой работы на 
велоэргометре (х±/п) 

Группа обследуемых До работы 
На 30-й ми-
нуте работы 

На 60-й ми-
нуте работы 

На 120-й 
минуте 
работы 

Через 1 ч 
после работы 

Нетренированные студенты (6) 
Спортсмены (6) 
Л и ц а , занимающиеся оздорови-

тельной ф и з к у л ь т у р о й (10) 

7 ,8=ьЗ,5 
1 1 , 4 ± 5 , 5 

6,9=1=0,6 

7 , 5 ± 2 , 8 
16,0=1=6,1 

7 , 9 ± 1 , 2 

3,3=1=1,6 
7,6=1=3,4 

6,3=1=2,0 

4 , 9 ± 0 , 9 
36 ,5 + 10,3 

10,9=1=2,8 5 , 9 ± 1 , 9 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в т а б л . 2: в ско 

от МГП\. Ч а с т о т а сокращений сердца нахо-
д и л а с ь в пределах 150—180 у д а р о в в минуту . 

За 30 мин д о начала р а б о т ы о б с л е д у е м ы м 
вводили в л о к т е в у ю вену полиэтиленовую 
канюлю. Пробы венозной крови брали д о 
работы, на 30, 60 и 120-й минуте работы. 
В 3-й группе пробы крови брали т а к ж е через 
I ч после работы. Призму крови в ы д е л я л и не-
посредственно с п о м о щ ь ю р е ф р и ж е р а т о р н о й 
центрифуги. С о д е р ж а н и е [З-эндорфина опреде-
ляли радиоиммуиологически с помощью набо-
ра фирмы « I m m u n o Nuc lea r C o r p o r a t i o n » при 
2—4 °С. У лиц 1-й группы в плазме крови 
определяли радиоиммуиологически т а к ж е со-
де р ж а н и е к о р т и к о тр о п и на, сом а тот рои и и а, 
кортизола , инсулина и трийодтиронина , исполь-
зуя д л я этого наборы фирмы «Sea - I r e -So r in» . 
У лиц 2-й и 3-й групп ограничивались опре-
делением кортизола , кортикотропина и сома-
тотропина . 

Р с з у л ъ т а т ы и о б с у ж д е и и е 
Исходный уровень (3-эндорфина 

варьировал значительно между об-
следуемыми. В 3 случаях он был выше 
принятых норм (11,5, 23,5 и 38,0 

Распределение различных вариантов динамики изп 
у обследуемых различных групп и в зависимости 

)ках — число обследуемых. 

нмоль-л" 1 ) . У одного обследуемого до 
работы не удалось обнаружить [З-эи-
дорфин в плазме крови. Варьировала 
также реакция содержания (3-эидор-
фина в крови па мышечную работу. 
В этой связи средние данные, пред-
ставленные в табл. 1, указывают лишь 
на тенденцию к увеличению концент-
рации p-эидорфипа в течение первых 
30 мин работы и выявляют статисти-
чески значимый прирост концентрации 
у спортсменов к концу работы. Инди-
видуальный анализ изменений выя-
вил 4 варианта динамики (рисунок): 
1) увеличение концентрации (3-эндор-
фина в плазме крови в течение первых 
30 мин, сменяющееся снижением до 
уровня ниже исходного; 2) двухпико-
вая кривая изменений с существен-
ным увеличением концентрации ней-
роне птида на 30-й и 120-й минуте ра-
боты; 3) повышение концентрации 

Т а б л и ц а 2 

енений концентрации p-эндорфина в плазме крови 
от уровня максимального потребления кислорода 

Группа обследуемых 

1 -й вариант — 
первоначальное 

увеличение кон-
центрации, сме-

няющееся ее 
снижением 

2-й вариант— 
двухпиковая 

кривая измеие-
11 и й 

3-й вариант — 
увеличение 

концентрации 
лишь к концу 

работы 

4-й вариант— 
снижение кон-

центрации 

Нетренированные студенты (6) 
Спортсмены (6) 
Л и ц а , з анимающиеся оздорови-

тельной физкультурой (10) 

3 

3 

1 

4 

4 

1 

2 

2 
1 

1 

Уровень М П К 
(в мл• м и н - 1 - к г - 1 ) : 
40—53 10 
5 5 - 7 1 12 

5 
2 

3 
7 

1 
1 

1 
2 

Процент использования М П К 
во время работы: 
43—54 11 
55—73 11 

4 
3 

2 
8 

2 3 
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ts 
к 

120 мин 

Четыре варианта динамики изменений концент-
рации (З-эндорфина в плазме крови (I, II, 

i l l , IV) . 

нейропептида лишь к концу работы; 
4) снижение содержания нейропепти-
да в течение работы или небольшое 
его увеличение в течение последнего 
часа работы. Распределение этих ва-
риантов (табл. 2) показывает, что 
спортсменам свойственна в основном 
двухпиковая кривая изменений (2-й 
вариант) , а снижение концентрации 
нейропептида после его первоначаль-
ного увеличения (1-й вариант) наблю-
далось только у менее тренированных 
лиц (нетренированные студенты и ли-
ца, занимающиеся оздоровительной 
физкультурой). Дальнейший анализ 
распределения различных вариантов 
динамики с учетом уровня МПК и от-
носительной мощности выполняемой 
работы показал, что обследуемым с 
высоким уровнем М П К (от 55 до 
71 мл • мин - 1 • кг - 1 ) была свойственна 
в основном высокая концентрация 
[З-эндорфина в конце работы (2-й и 3-й 
варианты динамики). Отсутствие пер-
воначального (в течение первых 
30 мин) увеличения концентрации 
нейропептида (3-й и 4-й варианты) 
наблюдается только тогда, когда от-
носительная мощность работы ниже 
5 5 % о т М П К . 

Таким образом, полученные данные 
согласуются с результатами некото-
рых предшествующих исследований, 
указывающих на большие возмож-
ности продукции эидорфинов в трени-
рованном организме [4, 12]. Отраже-
нием этого, очевидно, является высо-
кий уровень (З-эндорфина в крови в 
конце 2-часовой работы у обследуе-
мых, обладающих высоким уровнем 
аэробной работоспособности. 

Сопоставление изменений уровня 
[З-эндорфина с изменениями концепт-
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рации кортикотропииа и кортизола 
выявило общую согласованность 
(табл. 3). У тех нетренированных сту-
дентов, у которых выявилась четкая 
двухфазная динамика в уровне (3-эн-
дорфина, концеитра ци и кортикотро-
пииа и кортизола увеличивались в те-
чение 1-го часа работы и снижались 
до уровня ниже исходного в течение 
2-го часа работы. При этом у всех 
этих обследуемых содержание корти-
котропииа и кортизола было выше 
исходного или на 30-й, или на 60-й 
минуте. У остальных нетренированных 
студентов закономерных изменений в 
содержании кортикотропииа не обна-
ружилось, а содержание кортизола в 
крови снижалось в течение всей рабо-
ты. Хорошая согласованность между 
изменен и я м и кон це нтр а ци й [3 -э i \ до р -
фи па, кортизола и кортикотропииа в 
крови наблюдалась во всех случаях у 
л и ц, за ним а ющ и хся оздо ров и тел ьной 
физкультурой (см. рисунок). При 1-м 
и 2-м вариантах динамики по (3-эндор-
фину уровни кортизола и кортикотро-
пииа повышались к 30-й минуте рабо-
ты соответственно на 150=ь30 м г - м л - 1 

и 4 2 ± 1 3 пг-мл" 1 . 
Таким образом, полученные данные 

п од тв е р ж д а ют согласован и о ст ь в 
стрессовой реакции содержания р-эи-
дорфина в крови и активности гипофи-
за pi ю-адреиокортика л ьной системы, 
что заранее установлено по парал-
лельному увеличению уровней (3-эн-
дорфина и кортикотропииа при крат-
ковременных физических упражнениях 
[6, 7, 10] и действии других стрессо-
ров | 15, 16]. Основой такого паралле-
лизма считается происхождение кор-
тикотропииа и p-эндорфина из общего 
предшественника проопиомелапокор-
тина [12]. Дополнительно к этому 
полученные данные позволяли уста-
новить, что полифазиый характер 
стрессовой реакции, свойственный ги-
пофиза рпо-адрепокортикалыюй систе-
ме [4], выявляется т а к ж е в измене-
ниях продукции p-эидорфииа. По 
крайней мере субнормальная фаза ак-
тивности гипофизарпо-адренокорти-
калы-той системы, наступающая через 
длительный период мышечной работы, 
сочетается с уменьшением продукции 
P-эндорфина. По-видимому, в основе 
обоих изменений лежит уменьшение 
синтеза проопиомелаиокортина или 
истощение его запасов. Полифазный 
характер и параллелизм в изменениях 

уровней р - э 11до р ф и н а и к орт икотр о пи-
па в крови установлены после адре-
иалэктомии [8]. При этом показано и 
вторичное усиление продукции обоих 
регуляториых пептидов, наступающее 
через 4 сут после операции. Это согла-
суется с повышением содержания 
иРНК-проопиомеланокортииа в аде-
ногипофизе у хронически адреиалэк-
томированиых крыс [17], указыва-
ющее па повышенный синтез проопио-
мелаиокортина в третьей фазе. 

Получен 11ые да нн ые об отсутствии 
активации как гипофиза рио-адрено-
кортикалыюй системы, так и продук-
ции p-эндорфипа у некоторых людей 
во время выполнения 2-часовой рабо-
ты свидетельствуют, что у части людей 
эти процессы малочувствительны к 
активирующим воздействиям, возни-
кающим во время мышечной работы. 
Такое разделение людей по реактив-
ности г и п о ф и з а р и о - а д р с 11 о к о р т и к а л ь -
ной системы показано нами ранее 
[19]. Данные, представленные в 
табл. 3, указывают, что малая реак-
тивность аденогипофиза при физиче-
ской работе сочетается с более низким 
исходным уровнем p-эндорфина ( 2 , 2 ± 
± 1 4 н м о л ь - л - 1 ) и кортикотропииа 
( 4 0 ± 4 , 4 п г - м л - 1 ) по сравнению с дру-
гими обследуемыми (соответственно 
13,5=4=6,7 нмоль «л-1 и 95=Ь 17 п г - м л - 1 ) . 

Как показывает табл. 3, увеличение 
концентрации соматропина и умень-
шение концентрации инсулина было 
более значительным у обследуемых, 
в ы являющих полифазную динамику 
содержания p-эидорфина в крови. Экс-
перименты с введением иалоксана, 
блокирующего действие опиоидпых 
пептидов па уровне их рецепторов, 
выявили в одном исследовании зави-
симость реакции соматотропипа при 
мышечной работе от действия эндор-
финов [14]. Результаты других иссле-
дований пе свидетельствовали о нали-
чии такой зависимости [11, 13]. По-
этому преждевременно было бы свя-
зывать отмеченные особенности в из-
менениях p-эндорфина и соматотропи-
па между собой, хотя и нет основания 
отрицать наличие такой связи. То же 
можно сказать и в отношении измене-
ний инсулина, хотя показано влияние 
p-эндорфина на эндокринную функ-
цию поджелудочной железы [9]. Улиц, 
занимающихся оздоровительной физ-
культурой, согласованность в измене-
ниях p-эндорфииа, соматотропипа и 
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инсулина не обнаруживалась . Вне за-
в и с и мост и от изменен и й [3 - э н д о р ф и 11 а 
у этой группы обследуемых отмечался 
и а и вы с ш и й уровень сом атот р опи 11 а 
па 60-й минуте работы (41,44= 
5,2 пг -мл- 1 ) . В конце работы он был 
ниже этого (26 ,7±6 ,9 пг -мл- 1 ) , по 
выше исходного (1,34=0,5 п г - м л - 1 ) . 

3 а к л ю ч с 11 11 е 

Продолжительная мышечная работа 
повышает уровень [З-эпдорфипа в кро-
ви. За первоначальным повышением 
уровня [З-эпдорфипа в крови следует 
его снижение, которое в основном у 
лиц с высокой аэробной работоспособ-
ностью (МПК выше 55 м л - м и н - к г - 1 ) 
сменяется новым увеличением концен-
тра ци и нейропептида в течение 2-го 
часа работы. У некоторых лиц кон-
центрация нейропептида может умень-
шаться к концу работы до уровня 
ниже исходного. Различные варианты 
в изменениях уровня (3-эндорфина на-
ходятся в хорошей согласованности с 
динамикой активности гипофизарно-
адренокортикалыюй системы. Увели-
чение концентрации с о м а т о тропи г i а и 
уменьшение концентрации инсулина 
б ы л о у нетрен и р о в а н н ы х студ е нто в 
более значительным при наличии пер-
воначального повышения содержания 
(3-эндорфииа в крови по сравнению со 
случаями малой изменчивости уровня 
нейропептида. У лиц, занимающихся 
оздо р о в итель но й ф изкул ьту рой, такой 
зависимости ire обнаруживалось . 
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I N T E R R E L A T I O N S H I P B E T W E E N p-ENDOR-
P I I I N AND VARIOUS H O R M O N E S IN 

BLOOD D U R I N G E X E R C I S E S 

A. Viru, Z. Tendzegolskis, K. Karelson, K. A lev, 
T. Smirnova 

Depar tmen t of Spor t Phys io logy, Labora tory of 
Hormona l Regula t ion of Muscle Activity, S ta t e 

Universi ty , Ta r tu 

Dynamics of ^-endorphin , cort icotropin, Cor-
tisol, somato t ropin , insulin and t r i iodothyronine 
content were studied us ing bicycle e rgomete r 
in blood of 22 pe r sons d u r i n g 2 h r s exercises. 
Af te r an initial increase the (3-endorphin con-
tent w a s subsequent ly decreased. At the same 
time, the decrease in the neuropept ide conten t 
w a s accompanied by repeated elevat ion wi th in 
the second hr of the exercise, ma in ly in per-
sons exhibi t ing high work ing capaci ty , while 
in other persons the ho rmone concen t ra t ion 
decreased below the initial level at the end of 
the exercise. These a l t e ra t ions in the conten t 
of (3-endorphin correla ted dis t inct ly with dyna-
mics of p i tu i ta ry-adrenocor t ica l ho rmones var ia -
tion. In un t ra ined persons the initial increase 
in р-endorphin conten t w a s especially dis t inct ly 
re la ted to the elevat ion in somato t rop in and 
to a decrease in insulin content in blood. Con-
cent ra t ion of t r i iodothyronine in blood w a s 
altered independent ly of the a l t e ra t ions of o ther 
hormones . 
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Г. Я. Тремасова 

М И ТО ХО НДРИ АЛ b Н О Е О К И С Л Е Н И Е В ПЕЧЕНИ К Р О Л И К О В 
ПРИ ОСТРОЙ К Р О В О П О Т Е Р Е 

Н И И гематологии и переливания крови М и н з д р а в а Узбекской С С Р , Т а ш к е н т 

В последние годы в патогенезе мас-
сивной кровопотери и других экстре-
мальных состояний все большее вни-
мание уделяется энергетическому кри-
зису в организме, причем именно на-
рушением биоэнергетики многие авто-
ры [9, 10, 13] объясняют наступление 
необратимости процесса. 

Показано, что при кровопотере из-
меняется энергетическая роль метабо-
лизма углеводов, белков и липидов 
[4, 18—20, 22, 24]. Имеется небольшое 
число публикаций по состоянию дыха-
ния и окислительного фосфорилирова-
ния в тканях при кровопотере [5, 6, 
11, 17]. Данные литературы носят 

противоречивый характер, что обус-
ловлено недостаточно стандартизиро-
ванными моделями без учета харак-
тера течения процесса, использовани-
ем разных объектов (крысы, кролики, 
собаки) и методов исследования. Кро-
ме того, в большинстве работ не ис-
следуются механизмы нарушений ми-
тохоидриалы-юго окисления, происхо-
дящих при кровопотере. 

Настоящая работа посвящена изу-
чению механизмов, приводящих к на-
рушению митохоидриалы-юго окисле-
ния в клетках печени животных при 
кровопотере в зависимости от харак-
тера течения патологического про-
цесса. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на к р о л и к а х - с а м ц а х по-
роды шиншилла массой 2,74=0,4 кг. Д о начала 
кровопускания измеряли частоту д ы х а н и я , 
р е к т а л ь н у ю температуру , регистрировали ве-
.личину артериального д а в л е н и я . Кислотно-
основное состояние крови исследовали на ап-
парате А З И В - 2 . Иод местной анестезией 0 , 5 % 
раствором новокаина в ы д е л я л и бедренную 
артерию; кровопускание из нее осуществляли 
пока артериальное д а в л е н и е не с н и ж а л о с ь до 
уровня 40 мм рт. ст. Время , необходимое д л я 
этого, с о с т а в л я л о около 60 мин. О б ъ е м кро-
вопотери был равен 2 , 4 ± 0 , 6 1 % массы тела . 
На этой стадии ж и в о т н ы х д е к а п и т и р о в а л и . 
М и т о х о н д р и и из печени в ы д е л я л и д и ф ф е р е н -
циальным центрифугированием, в зяв за основу 
метод [23]. Среда выделения с о д е р ж а л а 
0,25 М сахарозу , 10 мМ трис-буфер , 1 мМ 
Э Д Т А р Н 7,4. К о н ц е н т р а ц и ю белка опреде-
л я л и по методу [21] . Скорость д ы х а н и я и 

п о к а з а те л и окис л и те л ь н о г о фос ф о р и л и ров а н и я 
у с т а н а в л и в а л и полярографически [8]. Среда 
инкубации с о д е р ж а л а 0,25 М . с а х а р о з ы , 10 мМ 
трис-буфер , 20 мМ КС1, 20 мМ К Н 2 Р 0 4 , 
1 мМ Э Д Т А р Н 7,4. С у б с т р а т а м и окисления 
с л у ж и л и с у к ц и н а т натрия (10 мМ) и г л у т а м а т 
натрия (20 м М ) . Д о б а в к а А Д Ф с о с т а в л я л а 
200 мкМ, 2 , 4 - Д Н Ф 30 мкМ. Б е л о к в про-
бе с о с т а в л я л 5 мг. 

Активность полиферментных систем мито-
хондрий — Н А Д « Н - о к с и д а з ы , сукцинатокси-
д а з ы и цитохром с- оке ид азы — измеряли на 
о д н о к р а т н о з а м о р о ж е н н ы х и о т т а я н н ы х мито-
х о н д р и я х [12] . П о л у ч е н н ы е д а н н ы е о б р а б а -
т ы в а л и статистически [15]. 

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

Острая массивная кровопотеря у 
к р о л и ков п р и водит к з а ко и о м е р н ы м 
изменениям в функционировании си-
стем кровообращения, дыхания и ме-
таболизма. Анализ имеющегося мате-
риала позволил выделить по характе-
ру течения кровопотери 2 основные 
г р у п п ы ж и вот н ы х. У боль ш и нет в а 
кроликов имело место так называемое 
благоприятное течение кровопотери 
(1-я группа), когда рН артериальной 
крови снижался пе более чем на 0,1, а 
температура тела— на 1,1 ± 0 , 1 2 °С. 
При реже встречающемся неблагопри-
ятном течении процесса (2-я группа) 
снижение рН крови и температуры те-
ла было более выраженным: рН на 
0,29±0,03, температура тела на 2°С и 
более. 

Результаты экспериментов показа-
ли, что характерной реакцией мито-
хондрий печени в ответ па кровопоте-
рю было снижение скоростей переноса 
электронов по редокс-цепи и образо-
вания А Т Ф. Н а р у ш е н и я э л е кт р о и о -
транспортной и энергетической функ-
ций митохондрий четко коррелировали 
со степенью гипоксии и метаболиче-
ского ацидоза. Так, при благоприят-
ном течении кровопотери скорость 
окисления сукципата снижалась не-
значительно по сравнению с нормой 
(рис. 1). Время фосфорилирования, а 
также показатели А Д Ф / О , Д К ч (ды-
хательный контроль по Чапсу) прак-
тически не отличались от данных, по-
лученных на контрольных животных. 
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Рис. I. Дыхание и окислительное фосфорили-
рование митохондрий печени кроликов в нор-

ме и при различном течении кровопотери. 
а — сукцинат натрия; б — г лу та мат. Здесь и на 
рис. 2: 1 — контрольные животные (норма); 2 и 3 — 

соответственно животные 1-й и 2-й групп. 

У животных 2-й группы показатели 
V2,V3, V4 и Удпф были достоверно ниже 
пе только по сравнению с контроль-
ными (на 24, 66, 48 и 57 % соответст-
венно), но и с животными 1-й группы 
(на 20, 45, 34 и 3 8 % ) . В результате 
более значительного снижения ско-
рости Уз по сравнению со скоростью 
V2 происходит уменьшение дыхатель-
ного контроля по Ларди (ДКл; на 
4 5 % ) , что свидетельствует о сниже-
нии способности дыхательной цепи к 
ускорению переноса электронов при 
добавлении экзогенного АДФ. Время 
фосфорилирования было увеличено на 
91 % против нормы и на 77 % по срав-
нению с данными животных 1-й груп-
пы. При окислении глутамата наблю-
далась аналогичная динамика изме-
нений митохондриального окисления. 

Принимая во внимание избыточное 
сопрягающее действие ЭДТА на ми-
тохондрии печени, мы провели опыты, 
в которых в среде инкубации этот 
комплексом отсутствовал. Установлено 
(рис. 2), что при кровопотере, сопро-
вождающейся четко выраженным ме-
таболическим ацидозом (2-я группа), 
в митохондриях печени в среде без 

ЭДТА резко повышается скорость 
окисления экзогенного сукципата (па 
137%) , после чего стимуляции дыха-
ния добавленным АДФ не наступает. 

При окислении глутамата вместо 
с т им у л я ц и и прОИСXодил о ипг ибир о в а -
пие дыхания добавленным АДФ, т. е. 
наблюдался «обратный дыхательный 
контроль». 

Принимая во внимание градации 
метаболического состояния митохонд-
рий [7], митохондрии печени кроликов 
при кровопотере можно отнести к сла-
бо сопряженным. В таких препаратах 
11 е ф ос ф о р и л и р у ющее дыхание выра-
жено максимально. Добавление А Д Ф 
пе активирует, а тормозит дыхание. 
Фосфорилирующая способность мито-
хондрий отсутствует или замедлена 
настолько, что добавленный АДФ не 
успевает фосфорилироваться за время 
опыта. ДКч и АДФ/О не определя-
ются. 

Таким образом, отсутствие ЭДТА в 
среде инкубации позволило выявить 
более глубокие нарушения, происхо-
дящие в митохондриях печени живот-
ных при острой кровопотере. Степень 
этих нарушений зависит от характера 
течения патологического процесса. 
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Рис. 2. Влияние ЭДТА на дыхание и окисли-
тельное фосфорилирование митохондрий пече-
ни кроликов в норме и при различном течении 

кровопотери. 
Субстрат — сукцинат натрия, а — среда измерения 

с ЭДТА; б — то ж е без ЭДТА. 
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АКТИВНОСТЬ полиферментных систем (и наноатомах О на I мг белка в I мин) митохондрий печени при 
кровопотере ( М ± т ) 

Кроионотсри 

Пол и фермент- Субстрат и Но рма характер течения 
ная система добавка ( и = 1 2) общая 

( /г=19) бла го rip мятный неблагоприят-
(п=\4) ный 

Н А Д - Н 10,7=1=1,07 6,0=1=0,5*** 6,07=1=0,6*** 5,8=1=0,95*** 
Н А Д -11-окси- Н А Д - Ы + ц и т о 

даза хром с 56,9=1=5,04 38,4=1=3,0* * 41,8=1=3,49* 28,8=1=1,85*** 
АД •1С),2 32,4 35,7 23,0 
Сукцинат 24,8=1=3,19 14,7=1=0,9* * 15,9=1=0,9* 11,4=1=1,7** 

Сукцинатокси- Сукцинат + 
даза цитохром с 37,4=1=4,2 24,5=1= 1,9** 27,0=h 1,88* 1 7 , 6 ± 3 , 7 * * 

ДА 12,6 9,8 1,1 6,2 
Цитохром Дскорбат- | ци-

1,1 

с-оксидаза тохром с 75,5=1=7,68 47,2=1=3,7** 51,8=1=3,72* 34,0=1=4,76* ** 

— разность между активностью в присутствии цитохрома с и без его 
- р < 0 , 0 5 , две — р < 0 , 0 1 , три — /?<0 ,001 . 

П р и м е ч а и и е. ДА 
добавления; одна звездочка 

Выявленное при кровопотере нару-
шение транспорта электронов по ды-
хательной цепи может быть связано с 
подавлением актив ности ферментных 
систем в различных ее звеньях. В свя-
зи с этим представлялось важным ис-
следовать состояние оксидазиых си-
стем митохондрий, непосредственно 
участвующих в переносе электронов. 
Проведенные исследования позволили 
установить (см. таблицу) , что при 
бл а гопрм ятиом те ч е 11 и и кровопоте р и 
(1-я группа) нарушения активности 

оксидазиых систем выражены в мень-
шей степени, чем при тяжелом тече-
нии процесса (2-я группа). Так, ис-
ходные активности НАД-IT-, сукци-
нат- и цитохром с-оксидаз были досто-
верно снижены па 44, 36 и 32 % соот-
ветст в е и н о. II р и т я ж ел о м т е ч е и и и 
кровопотери активности сукцинато-
ксидазы и цитохром с-оксидазы были 
снижены не только по сравнению с 
нормой (на 54 и 55 % соответственно; 
/ ?<0 ,001) , но и по сравнению с данны-
ми животных 1-й группы (па 28 и 
3 4 % ; р < 0 , 0 5 ) . 

При определении активности каж-
дой из оксидазиых систем (кроме 
НАД • Н-оксидазы) представляется 
возможность преимущественного оп-
ределения активности некоторых из 
участков редокс-цепи. Так, в случае 
сукцинатоксидазы измеряется актив-
ность звена от убихинона до О2, а 
цитохром с-оксидазы — от цитохрома 
с до Относительно равномерное 
снижение активности всех исследуе-
мых оксидаз при благоприятном тече-
нии кровопотери и более выраженное 

нарушение активности сукцинат- и 
цитохром с-оксидаз при тяжелом тече-
нии процесса позволяют предполо-
жить, что торможение переноса элек-
тронов происходит на цитохромном 
участке дыхательной цепи. Вероятны-
ми причинами этого могут быть сле-
дующие: солюбилизация цитохрома с 
из внутренней мембраны митохонд-
рий, нарушение его «челночной» функ-
ции и, наконец, снижение окислитель-
но-восстановительной функции цито-
хром о кс ид азы. В связи с этим добав-
ление цитохрома с к митохондриям 
печени при измерении активностей 
НАД-IT и сукцииатоксидаз позволило 
бы установить роль этого компонента 
редокс-цепи в происходящих при кро-
вопотере нарушениях, а опыты с при-
менением системы аскорбат+тетраме-
тил -п -фе пилеггдиамин — фу 11 к цио 11 а л ь-
ное состояние цитохромоксидазы. 

Установлено, что в присутствии ци-
тохрома с происходит резкое увеличе-
ние активности НАД-Н-оксидазы в 
митохондриях печени животных всех 
групп (см. таблицу) . Информативным 
оказалось вычисление разницы между 
оксидазной активностью в присутст-
вии и в отсутствие цитохрома с в сре-
де инкубации. Эта разница, обозначен-
ная в таблице ДА, свидетельствует об 
активации процесса переноса электро-
нов экзогенным цитохромом с. 

При измерении активности Н А Д - Н -
оксидазы в этих условиях у животных 
1-й группы показатель ДА был снижен 
на 2 3 % по сравнению с нормой. У кро-
ликов с выраженным ацидозом акти-
вация цитохромом с НАД-Н-оксида-

35 



J мх 3м?. / mx Змг 

.НА Д-Н 1м моль /НАМИ /ммоль 

y/jm 1 ми мол ь 
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Рис. 3. Активность Н А Д • Н-оксидазы (а -
мо|)ма, в - кровопотери) и ротенон-нечувстви-
тельной Н А Д - Н - о к с и д а з ы (б — норма, г -
кровопотеря) митохондрий печени кроликов в 

присутствии цитохрома с. 
Здесь и па рис. I цифрами обозначены скорости ды-
хании (и наноатомах ()2 на I мг белка митохондпий 
в 1 мин), мх — митохондрии, рт — ротенон, цит. 

с — цитохром с. 

зы была снижена на 50 % по сравне-
нию с нормой и на 36 % по отношению 
к показателю животных 1-й группы. 

Стимуляция активности сукцинат 
оксидазы добавленным цитохромом с 
при кровопотере была также снижена, 
а величина ДА оказалась значительно 
ниже, чем в случае НАД-Н-оксидазы. 
У животных 1-й группы показатель 
ДА был на 28 % ниже, чем у конт-
рольных, а у животных 2-й г р у п п ы -
на 51 % ниже, чем в норме, и на 44 % 
ниже, чем у особей 1-й группы. 

Высокая степень активации экзо-
генным цитохромом с НАД-Н- , а не 
сукцинатоксидазы дает возможность 
предположить, что добавленный цито-
хром с может активировать окисле-
ние 11А Д • Н через ал ьте р на ти в н ы й 
путь, в котором принимает участие 
цитохром с. Это согласуется с данны-
ми работы |~3 |, где показано, что окис-
ление Н А Д - I I может происходить че-
рез систему ФП5 — цитохром в — сво-
бодный цитохром с, локализованную 
во внешней мембране, и цитохром с-
оксидазу внутренней мембраны мито-
хондрий. В связи с этим представля-
лось важным установить участие 
внешнего пути окисления Н А Д - Н в 
поддержании энергетического гомео-
стаза при кровопотере. На рис. 3 при-
ведены результаты одного из опытов, 
характеризующих долю окисления 

НАД • Н ротенон-нечувствительной 
НАД• Н-оксидазой в общем потребле-
нии 0 2 . Как видно из рисунка, при 
активации процесса окисления Н А Д Х 
Х Н экзогенным цитохромом с общая 
активность окисления Н А Д - Н мито-
хондриями печени животных с крово-
потсрей составляла 47 % уровня нор-
мы (кривые а а в). После ингибиро-
в а н и я д ы х а тел ь и о й цепи роте н о н о м 
активность ротенон-нечувствительной 
НАД-Н-оксидазы митохондрий печени 
здоровых животных составляла 62 % 
общей исход ной а кти в ности (к р и в ы е 
а и б) , а при кровопотере она была 
равна исходной активности Н А Д - Н -
оксидазы до добавления ротенона 
(кривые в и г ) . Эти данные позволяют 
предположить, что при кровопотере в 
связи с торможением основной це-
пи переноса э ле ктр о ио в окисление 
Н А Д - Н в митохондриях печенп жи-
вотных может переключаться на аль-
тер I -гати в и ы й путь. Н а б л юд а е мая и а 
размороженных митохондриях высо-
кая акт и в а ц и я ц и то хром о м с Н А Д • Н -
оксидазы, а также наличие такога 
важного факта, как окисление Н А Д Х 
Х Н преимущественно через ротенон-
нечувствительную НАД - Н-оксидазу 
могут свидетельствовать о том, что 
при кровопотере снижение электроно-
траиспортной функции митохондрий 
печени связано с нарушением окисли-
тельно-восстановительной функции эн-
догенного цитохрома с, а пе цитохро-
моксидазы. По-видимому, снижение 
активности цитохром с-оксидазы, вы-
явленное на размороженных мито-
хондриях, не является определяющим 
фактором в нарушении переноса элек-
тронов по главной цепи.- Доказатель-
ством этому служат данные специаль-
но проведенных экспериментов с ис-

мх Змг 

Рис. 4. Окисление аскорбата и Т М Ф Д мито 
хондриями печени кроликов в норме (а) и при 

кровопотере (б). 
аб — аскорбат, мх — митохондрии. 
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пользованием в качестве доноров 
электронов системы аскорбат+тетра -
метил-п-феиилендиамин (рис. 4). Кри-
вые, отражающие потребление 0 2 ми-
тохондриями печени кроликов с кро-
вопотерей и контрольных животных, 
указывают па то, что активность тер-
минального звена дыхательной цепи 
митохондрий печени подопытиых кро-
ликов пе является лимитирующим 
фактором для переноса электронов. 

Исходя из полученных результатов, 
следует признать, что острая массив-
ная кровопотеря сопровождается зиа-
ч и тел ь н ы м и нарушениям и ф у и к ци й 
митохондриального аппарата печени, 
что приводит к уменьшению выработ-
ки АТФ в клетках этого органа. Д л я 
митохондрий печени при кровопотере 
характерно снижение потребления 0 2 
при увеличении времени фосфорили-
рования, что указывает на замедле-
ние выработки АТФ редокс-цепью. Не-
смотря па отсутствие снижения пока-
зателя АДФ/О и сохранение синтеза 
АТФ в расчете на единицу восстанов-
ленного кислорода, из-за резкого сни-
жения скоростей дыхания развивается 
дефицит общего фонда макроэргиче-
ских соединений. 

Одновременно установлено умень-
шение активности полиферментных 
систем митохондрий печени при кро-
вопотере. Наиболее вероятной причи-
ной этих нарушений является подав-
ление транспортной функции цитохро-
ма с во внутренней мембране мито-
хондрий. Известно [2], что цитохром 
с может связываться с фосфолипида-
ми митохондрий. При кровопотере, ве-
роятно, в мембранах митохондрий пе-
чени возникают повреждения, обу-
словленные разрушением комплексов 
цитохром с — фосфолипиды фосфоли-
пазами, активность которых возраста-
ет при нарушении целостности мем-
бран [1]. Установлено, что активация 
фосфолипазы в первую очередь сказы-
вается па участке дыхательной цепи в 
области цитохрома с [14]. При разру-
шении комплексов цитохром с — фос-
фолипиды могут наблюдаться наруше-
ние «челночной» функции цитохрома 
с и частичная солюбилизация его из 
внутренней митохондриальпой мем-
браны в межмембранное пространст-
во, где он может служить компонен-
том внешнего пути окисления Н А Д - Н 
[16]. 

Важным представляется факт раз-
личной степени поражения митохоид-
риальных функций в зависимости от 
характера течения процесса. Разделе-
ние подопытных животных па группы 
позволило выявить достоверно более 
выраженное нарушение митохондри-
ального окисления, а также актив-
и ости п о л и ферментных систем и р и 
кровопотере, сопровождающейся вы-
раженным метаболическим ацидозом 
и гипоксией. Наличие тесной корреля-
тивной связи между течением процес-
са и глубиной повреждения митохонд-
риального окисления свидетельству-
ют о том, что нарушения функций ми-
тохондрий играют определенную роль 
в патогенезе кровопотери. 
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MITOCHONDRIAL OXIDATION IN LIVER 
TISSUE OF RABBITS WITH ACUTE HE-

MORRHAGE 

G. Ya. Tremasova 

Central Research Laboratory, Inst i tu te of He-
matology and Blood Transfus ion, Ministry of 

Public Health of (lie Uzbek SSR, Tashkent 

Acute hemorrhage was accompanied by im-
pairments in electron t ranspor t and energy 
funct ions of rabbit liver mitochondria as well 
as by a decrease in activity of rnulticnzyme 
systems responsible for electron t ransfer via 
redox chain. The impairments observed corre-
lated distinctly with the rate of hypoxia and 
of metabolic acidosis. In the hemorrhage NADIT 
oxidation occurred mainly via rotenon-insensi-
live NADH oxidase while the cytochrome oxi-
dase activity was mainta ined at a relatively 
high level. 

УДК (iIG.36-002.2-f-616.36-004 | 616.36-003.826|-07:616.36-008.932.95-074 

В. M. Moxoe, IO. А. Блюдзин 

Ж И P H О К И С JI ОТ Н Ы Й С О С Т А В Л И П И Д О В П Е Ч Е Н И 
П Р И Х Р О Н И Ч Е С К И Х Г Е П А Т И Т А Х , Ц И Р Р О З А Х П Е Ч Е Н И 

И Ж И Р О В О М Г Е П А Т О З Е 

Кафедра внутренних болезней лечебного факультета Ленинградского санитарно-гигие-
нического медицинского института 

метанол (2 : I). Из гомогената печеночной 
ткани извлекали общую фракцию липидов по 
методу Фолча [16]. Липиды подвергали ме-
танолизу в смеси метанол-хлороформ — кон-
центрированная H 2 S 0 4 ( 1 0 0 : 1 0 0 : 1 ) в стек-
лянных ампулах, заполненных N2, при 100°С 
в течение 2 ч [17]. Выделенные по общепри-
нятой схеме [9] метиловые эфиры жирных 
кислот упаривали досуха в токе N 2 , растворя-
ли в 2—3 мкл гептана и анализировали на 
хроматографе «Цвет-101» с ионизациоино-
пламеиным детектором при чувствительности, 
близкой к максимальной (20-10 12), на ко-
лонке с полиэтиленгликольсукцинатом, нане-
сенным на силаиизированный целит-545 в ко-
личестве 8 %. Температура колонки 
196— 198 °С, газ-носитель N2. Пики метиловых 

эфиров жирных кислот на хроматограммах 
идентифицировали по стандартам миристино-
вой, пальмитиновой, стеариновой, олеиновой, 
ли молевой и бегеновой кислот. Остальные об-
наруженные кислоты идентифицировали по 
приведенным в литературе величинам относи-
тельного времени удерживания. Подробное 
описание методических процедур, применяе-
мых в работе, приведено ранее [5]. 

хронических диффузных забо-
леваниях печени в липидах плазмы 
крови больных наблюдается значи-
тельное уменьшение содержания ряда 
жир п ых ки сл от (особенно л и 11 олевой) 
и пол и пе и асы ще иных ж и р иых к исл от 
| 1, 2, 7, 13, 20]. Изучение состава 
ж и р 11 ы х кислот 11 е п о с р е д ст в с н 11 о в 
ткани печени больных сопряжено с 
рядом трудностей, поскольку для ис-
следования используются небольшие 
по объему биоптаты, а это усложняет 
биохимический анализ и может стать 
источником ошибок. Данные о соста-
ве липидов и их жирных кислот в пе-
чени больных при ее хронических 
диффузных заболеваниях приводятся 
лишь в отдельных работах и имеют 
ri р от и в о р е ч и в ы й характер. В настоя-
щей работе представлены результаты 
исследования ж и р и о кис j 1 от i ю го соста-
ва суммарных липидов в биоптатах 
печени больных хроническим гепати-
том, портальным п бил парным цирро-
зом печени, жировой дистрофией пе-
чени. 

М е т о д и к а 

Биоптаты печени больных, полученные ме-
тодом пункциоиной биопсии (масса около 
5 мг), помещали в 0,5 мл смеси хлороформ — 

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

Исследовано 66 образцов ткани пе-
чени: 29 больных хроническим гепа-
титом, 15 портальным и 6 бил парным 
циррозом, 8 лиц, страдающих жиро-
вым гепатозом, и 8 человек, у которых 
при диагностической биопсии печени 
пе обнаружено гистологических при-

зе 



Содержание основных жирных кислот в суммарных лип идах бионтатов печени при различных заболе-
ваниях (в % от суммы всех обнаруженных кислот) 

Жирные кислоты Контроль 
(8) 

Хронический 
активный 

гепатит 
(Ю) 

Персисти-
рующий ге-
патит (19) 

Портальный 
цирроз (15) 

Билиарный 
цирроз (6) 

Жировой 
гепатоз (8) 

Миристиповая 1 , 0 ± 0 , 2 3,5=1= 1,0 3,9=1=1,0 3 , 2 ± 0 , 7 2 , 5 ± 0 , 7 3 , 8 ± 1 , 1 
(14:0) ^ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 

Пальмитиновая 2 4 , 3 ± 0 , 8 21,8=1=0,8 23,1 ± 0 , 6 2 5 , 0 ± 1,0 2 4 , 0 ± 3 , 4 2 7 , 0 ± 3 , 9 
(1<>:0) £ < 0 , 0 5 £ > 0 , 1 £ > 0 , 1 £ > 0 , 1 £ > 0 , 1 

Пальмитолеииовая 3 , 8 ± 0 , 7 6,3-1-1,3 5 , 8 ± 0 , 8 7 , 6 ± 0 , 6 1 , 7 ± 0 , 7 5 , 8 ± 1 , 0 
(16:1) £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 5 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 

Стеариновая (18:0) 1 4 , 3 ± 0 , 7 11,0=1=1,0 1 2 , 2 ± 1 , 8 1 1 , 6 ± 0 , 7 1 7 , 8 ± 2 , 8 9 , 7 ± 1 , 2 
£ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 5 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 

Олеиновая (18:1) 2 4 , 0 ± 0 , 6 30,9=1=2,0 3 3 , 2 ± 2 , 5 3 6 , 0 ± 1 , 2 2 5 , 0 ± 4 , 3 3 2 , 7 ± 3 , 6 
£ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 р > 0 , 1 £ < 0 , 0 1 

Линолевая (18:2) 17,2=1=1,3 9,3=1=0,4 8 , 5 ± 0 , 9 7 , 3 ± 0 , 4 1 5 , 5 ± 2 , 4 1 2 , 0 ± 3 , 5 Линолевая (18:2) 
£ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ > 0 , 1 £ < 0 , 0 1 

Арахидоиовая 6,6=1=0,4 5,7=1=0,9 5 , 0 ± 1 , 0 5 , 4 ± 1 , 9 4 , 6 ± 1 , 9 4 , 0 ± 0 , 9 
(20:4) £ > 0 , 1 / ? < 0 , 0 5 £ > 0 , 1 £ < 0 , 0 5 £ < 0 , 0 1 

Докозагексаеновая 4,1 ± 0 , 5 2,5=1=1,6 3,1 ± 1 , 8 1,14-0,9 1 , 7 ± 0 , 8 2 , 6 ± 1 , 6 
(22:6) £ < 0 , 0 5 £ > 0 , 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 1 £ < 0 , 0 5 

Д р у г и е 5,0 9,0 7,2 3,4 7,2 2,5 
Индек ненасыщен-

ности * 123 105 108 86 82 105 

* Произведение от числа двойных связей в ненасыщенной кислоте на ее процентное содержание 
в исследуемых липидах [14]. 

знаков ее заболевании. Содержание 
основных жирных кислот в исследо-
ванных образцах печеночной ткани 
представлено в таблице. Кроме жир-
ных кислот, указанных в таблице, 
найдены в небольших количествах 
миристолеиновая, пентадецеповая, ге-
птадеценовая, линоленовая, эйкозеио-
вая, доказатетраеиовая и некоторые 
другие кислоты, в том числе i^иден-
тифицированные. Как видно из таб-
л и цы, суммарное соде ржа и ие эти х 
кисл от в арьир овало з п ач ител ы i о — от 
9 % при активном гепатите до 2,5 % 
при жировом гепатозе. Однако из-за 
небольшой величины пиков этих кис-
лот на хроматограммах при их изме-
рении обычными методами, без при-
менения специальной оптической из-
мерительной техники, получается боль-
шая ошибка. Поэтому анализ коли-
чественных различий в содержании 
каждой из названных кислот может 
быть сделай лишь при применении 
адекватных методов | 4 | . В данном же 
случае нужно лишь обратить внима-
ние на резкое снижение содержания 
перечисленных кислот при портальном 
циррозе печени и жировом гепатозе, 
что свидетельствует об упрощении 
жирнокислотного состава в липидах 
печени при данных заболеваниях. 

Доминирующим и к и с л от а м и в ли-

пидах печени во всех исследованных 
случаях являлись пальмитиновая, сте-
ариновая, олеиновая и липолевая, ко-
торые обычно преобладают и во всех 
других тканях человека. Суммарное 
содержание этих кислот составляло 
около 8 0 % , варьируя от 77 до 8 2 % . 
В то же время именно в этой группе 
кислот отмечались наиболее значи-
тельные и статистически достоверные 
изменения. Так, процентное содержа-
ние ненасыщенной олеиновой кислоты 
во всех группах, кроме больных били-
арпым циррозом печени, значительно 
п статистически достоверно (/?<(),01) 
повышалось и колебалось от 30 до 
36 %, в то время как в контрольной 
группе ее содержание составляло 
2 4 % . Содержание диеновой лимоле-
вой кислоты, напротив, снижалось. 
Наиболее заметным это снижение бы-
ло при портальном циррозе (более чем 
в 2 раза по сравнению с контролем), а 
также у больных хроническим гепа-
титом (/;<С0,()1). У больных жировым 
гепатозом содержание линолевой кис-
лоты снижалось па 30% ( / ?< 0,01), 
при билиарном циррозе снижение бы-
ло незначительным и статистически 
недостоверным. 

В распределении доминирующих 
насыщенных кислот количественные 
изменения были менее выраженными. 
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С о держание п альм и т и и о в о й к и с л от ы 
практически не изменялось (р>0,1), 
стеариновой — снижалось, и в боль-
шинстве случаев это снижение было 
статистически достоверным (р<0,01; 
недостоверным оно было лишь при 
билиарном циррозе печени). 

Из других кислот, приведенных в 
таблице и содержащихся в сравни-
тельно небольшом количестве, опре-
деленный интерес представляют поли-
I re 1 га сыще иные арах идо новая и до ко-
загексаеновая. Функциональная зна-
чимость этих соединений общеизвест-
на, она является следствием их высо-
кой не нас ы щен 11 ост и и п реи м у щест -
венной локализации в липидах раз-
личных специализированных мем-
бранных структур. Кроме того, арахи-
д о нов а я кислота является предшест-
венником ряда биологически активных 
веществ, таких как простаглаидииы и 
простациклипы. В данной работе об-
наружено отчетливое снижение про-
центного содержания полииенасыщеп-
иых кислот, особенно докозагексаепо-
вой: "при циррозах печени — более чем 
в 2 раза ( /?<0,01) , при активном ге-
патите—на 4 0 % ( /?<0,05) . При пер-
си с т и р у I о щ е м гепатите и жировом 
гепатозе снижение было менее значи-
тельным и в первом случае статисти-
чески недостоверным (р>0,1). Наря-
ду с этим при всех заболеваниях на-
блюдалось статистически достоверное 
возрастание содержания короткоце-
почечной миристииовой кислоты (как 
правило, более чем в 3 раза по срав-
нению с нормой), а также мопоиепа-
с ы щ с 1111 ой пал ьмитолеиновой кислот ы 
( р < 0,01). 

Причиной указанных выше измене-
ний могут быть нарушения ряда био-
химических процессов. Во-первых, 
снижение активности десатураз и фер-
ментных систем, ответственных за 
удлинение углеродной цепи жирных 
кислот, вследствие чего уменьшается 
синтез д л и н но це п о ч е ч и ы х п о л и и е it а -
с ы щен пых кислот. Во-вторых, иптеи-
с и ф и к а ци я р а с п а да п о л и не и ас ы ще i г -
ных кислот, в том числе и их перекис-
пого окисления. Ферментные системы, 
ответственные за процессы липолиза и 
перекиспого окисления липидови жир-
ных кислот, преимущественно локали-
зованы в печени [3, 6] и, возможно, 
их активность изменяется в результа-
те патологического процесса в печени. 
Показано также, что содержание про-

дуктов перекиспого окисления липи-
дов в печени при хронических ее за-
болеваниях возрастает [12]. 

Обнаруженное в данной работе и в 
исследованиях других авторов [15] 
значительное возрастание содержания 
короткоцепочечной миристииовой кис-
лоты может свидетельствовать об ин-
тенсификации процессов р-окислеиия 
жирных кислот. Повышение актив-
ности липоксигеназ подтверждает воз-
растание количества простаглапдииов, 
отмеченное при заболеваниях печени 
[8]. 

Анализ полученных данных показы-
вает, что в липидах печеночной ткани 
при исследованных заболеваниях про-
исходят однотипные, хотя и количест-
венно различные, изменения жирно-
кислотного состава, которые приводят 
к заметному снижению ненасыщсн-
иости жирных кислот. Так, индекс 
ненасыщенности липидов снижался во 
всех группах, особенно заметно (до 
86 и 82) при портальном и билиар-
ном циррозах, тогда как в контроле он 
составлял 123. Индекс ненасыщен-
иости представляет собой величину, 
по воз мож ности пол но у ч иты ва ющу ю 
количество двойных связей в жирно-
кислотных цепях липидов. Известно, 
что двойные связи жирных кислот и 
длина их углеводородных цепей влия-
ют на функциональные свойства био-
логических мембран [11]. В организ-
ме человека и животных, по-видимо-
му, имеются регуляторпые механизмы, 
которые способны поддерживать опре-
деленную степень ненасыщенности 
тканевых липидов. Так, исключение из 
диеты экспериментальных животных 
незаменимых кислот (линолевой, ли-
иолеповой), пе способных синтезиро-
ваться в организме из более простых 
эндогенных предшественников, приво-
дило к появлению в липидах различ-
ных органов этих животных кислот с 
2 И 3 ДВОЙНЫМИ СВЯЗЯМИ (С20:2, Сго:з) > 
пе типичных для них в обычных усло-
виях. Эти кислоты, по-видимому, 
должны были компенсировать недо-
ст ато к н ез а м е и и м ы х п о л и н ен а с ы ще н -
ных кислот и способствовать сохране-
нию па определенном уровне степени 
ненасыщенности тканевых липидов 
[6, 18]. 

По нашим данным, снижение про-
центного содержания полиненасыщен-
ных кислот в липидах печени при хро-
ническом гепатите и циррозах печени 
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сопровождалось довольно значитель-
ным возрастанием количества мопое-
иовых олеиновой и пальмитолеиновой 
кислот, которое, возможно, также 
имеет компенсаторное значение. По-
лученные результаты согласуются с 
данными других авторов о характере 
изменений жириокислотного состава 
липидов печени при названных забо-
леваниях. В то же время масштаб из-
менений жириокислотного состава при 
жировой дистрофии печени в работах 
некоторых авторов заметно превосхо-
дил таковые, обнаруженные нами. Так, 
например, японские исследователи 
[19] установили, что процентное со-
держание стеариновой кислоты сни-
жалось более чем в 8 раз, количество 
линолевой кислоты уменьшалось на 
8 0 % , полиеновые кислоты отсутство-
вали вовсе. Наряду с этим содержание 
олеиновой кислоты возрастало почти 
в 2 раза, а пальмитолсиновой — более 
чем в 3 раза. Менее значительные из-
менения обнаружены другими автора-
ми [15], в соответствии с которыми 
содержание стеариновой кислоты сни-
жалось с 14 до 6 %, олеиновой кисло-
ты возрастало па 60 %, распределение 
остальных кислот при жировом гепа-
тозе менялось в тех же пределах, что 
и в пашей работе. 

Такие различия результатов, полу-
ченных различными авторами, воз-
можно, объясняются тем, что образцы 
ткани в одних случаях получали мето-
дом прижизненной биопсии, в дру-
гих— при аутопсии. Наконец, па ре-
зультатах исследования может сказы-
ваться и различная степень выражен-
ности жирового перерождения печени. 
Тем пе менее, несмотря па выявлен-
ные различия, следует отметить оди-
наковую направленность изменений во 
всех исследованиях. 

Таким образом, имеющиеся данные 
позволяют сделать вывод о значитель-
ных нарушениях жириокислотного 
профиля липидов печени при различ-
ных заболеваниях. У больных хрони-
ческим активным и хроническим пер-
емети рующим гепатитом, при порталь-
ных и билиарных циррозах печени, 
жировом гепатозе в липидах печени 
статистически достоверно снижается 
содержание линолевой, арахидоповой, 
докозагексаеновой кислот и повыша-
ется содержание олеиновой, пал ьмито-
леи новой и миристииовой кислот. Из-
менения жириокислотного состава в 

липидах печени при исследованных за-
болеваниях приводят к снижению сте-
пени ненасыщенности липидов, наибо-
лее з на чите л ьи о выраженному п р и 
циррозах печени. 
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FATTY ACID C O M P O S I T I O N O F LIVER 
T I S S U E L I P I D S IN C H R O N I C H E P A T I T I S , 

C I R R H O S I S AND FATTY H E P A T O S I S 
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Fa t ty acid spectrum of liver t issue lipids 
w a s studied by m e a n s of gas- l iquid chromato-
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graphy in 58 bioptic samples from pat ients 
with chronic hepatitis, liver cirrhosis and fat ty 
hepatosis. A statist ically s ignif icant decrease 
in content of linoleic, arachidonic and docosa-
hexaenic acids as well as an increase in oleic, 

palmitoleic and myristic acids were found. 
Under condit ions of the diseases studied fatty 
acid spectrum of liver tissue lipids altered. 
A decrease in degree of lipid desatitration was 
especially distinct in liver tissue cirrhosis. 

УДК 616.153:577.П2.856]-008.61-092.9-07: [616.153.915-1-616.153.922 

Д. И. Бельненко, Н. //. Хинина, М. Н. Килинкин 

О В Л И Я Н И И ГИ П Е Р Л И П О П Р О Т Е И Д Е М И И, И Н Д У Ц И Р О В А Н Н О Й 

В В Е Д Е Н И Е М А Т Е Р О Г Е Н Н О Й Ф Р А К Ц И И Л И П О П Р О Т Е И Д О В , 

Н А Н Е К О Т О Р Ы Е П О К А З А Т Е Л И Л И П И Д Н О Г О О Б М Е Н А 

У К Р О Л И К О В 

Кафедра патологической физиологии Калининского медицинского института 

Ранее было показано, что внутри-
венное введение атерогенной фракции 
липопротеидов (ЛИ) кроликам вызы-
вает у них развитие стабильной ги-
перлипопроте и д е м и и (Г Л П), сохра-
няющейся в течение 35—40 дней пос-
ле прекращения лип ид ной нагрузки 

Нар а ста ние л и п иде м и и сон ровожд а -
лось снижением суммарной эстер аз-
ной и липолитической активности 
крови [12], что предположительно 
позволило считать в числе причин са-
моподдержаиия Г Л П нарушение ка-
таболизма и замедление выведения 
ЛИ из кровеносного русла. Однако 
метод, использованный нами для 
определения липолитической актив-
ности, не позволил решить вопрос о 
функциональном состоянии фермент-
ных систем, участвующих в непосред-
ственном расщеплении и трансформа-
ции сывороточных Л П. Речь идет 
прежде всего о липопротеиновой липа-
зе ( Л П Л ) и печеночной триглицерид-
липазе (ПТГЛ) , осуществляющих гид-
рол из т р игл и цер идов х ил о м и к ро 11 о в 
(ХМ), Л И очень низкой плотности 
( Л П Н П ) и их рем пантов [6, 20] и 
способствующих образованию Л П Н П 
и Л П высокой плотности ( Л П В П ) . 

Согласно данным исследований [9], 
основная роль в гидролизе триглице-
ридов Л П у кроликов принадлежит 
Л П Л , и практически вся липолитиче-
ская активность постгепариновой плаз-
мы обусловлена активностью этого 
фермента. 

Поскольку от скорости липолиза за-
висят соотношение отдельных фрак-
ций и липидный состав плазменных 
ЛП, представляло интерес определить 
количественное содержание липидов, 
входящих в их состав, и соотношение 

отдельных подклассов Л П В П , ответ-
ственных за акцепцию холестерина и 
его транспорт из тканей в печень, у 
кроликов с экспериментальной 

М е т о д и к а 

Исследования проведены на кроликах 
шилла массой 2 -3 кг. Экспериментальную 
Г Л П вызывали описанным ранее методом |1]. 
Л П В П и суммарную фракцию Л П О Н П и 
Л П Н П выделяли 13, 14| из 2 мл крови до 
начала эксперимента и из 5 мл (учитывая 
уменьшение концентрации Л П В П ) — по его 
окончании. Л П В П фракционировали с по-
мощью диск-электрофореза [10] после пред-
варительного осаждения атерогенных Л П |4 | . 
Чистоту полученной общей фракции Л П В П 
проверяли электрофоретически в полиакрила-
мидиом геле |15 | . Относительное содержание 
подклассов Л П В П определяли методом пря-
мой денситометрии столбиков гелей на ден-
ситометре ЭФА-1. Площадь пиков, соответ-
ствующих отдельным фракциям Л П В П , вы-
резали, взвешивали на аналитических весах и 
выражали в процентах к общей массе. Для 
разделения липидов использовали проточную 
тонкослойную хроматографию [8| в системе 
и-гексан — диэтиловый эфир — уксусная кис-
лота (75 : 25 : 1,25) на силикагеле марки 
Л 40/100 (ЧССР) . Содержание количества ли-
пидных компонентов определяли спектрофото-
метрически на СФ-16 [19]. Для определения 
активности Л П Л в качестве субстрата исполь-
зовали иигралипид, активированный путем 
предварительной инкубации со свежей сыво-
роткой крови крысы в течение 30 мин при 
37 °С [9]. Исследуемые пробы крови соби-
рали в пробирки с цитратом натрия до и 
через 10 мин после внутривенного введения 
гепарина в дозе 100 Е Д на 1 кг массы. О ве-
личине липолитической активности судили по 
приросту свободных жирных кислот ( С Ж К ) , 
концентрацию которых измеряли титрацион-
ным методом [16]. Активность Л П Л рассчи-
тывали по разнице между общей липолити-
ческой активностью и активностью плазмы 
после добавления NaCl, ингибирующего 
Л П Л [9]. 

Результаты обра бота и ш общепр и няты м 
статистическим методом прямых и непрямых 
разностей с применением критерия Стыодента. 
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Т а б л и ц а 3 
Относительное содержание отдельных подклассов JIMIH1 в крови у кроликов с экспериментальной ГЛМ 

Время исследования 

Л П В Г1, 

Л П В П з Время исследования «медленная» 
фракция «быстрая» фракция 

суммарная 
фракция 

Л П В П з 

До введения ЛП 3 7 , 9 ± 1 , 3 3 2 , 7 ± 2 , 3 7 0 , 6 ± 2 , 2 3 0 , 0 ± 1 , 1 
После введения Л П 27 ,6±2 ,1 5 3 , 6 ± 2 , 3 81,2=Ы,9 18,74=1,3 

Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 

ч ест во тр иглице ридов, является фак-
тором, во многом определяющим кон-
центрацию Л П В П в плазме крови 
[11, 21, 22]. Исходя из этого, можно 
объяснить обнаруженные нами изме-
нения относительного содержания от-
дельных подфр акций Л П В П плазмы 
крови опытных кроликов. 

Как известно, Л П В П при электро-
форезе в полиакриламидиом геле раз-
деляются на 3 подкласса [23 | . При 
этом быстро движущаяся фракция, 
локализующаяся в мелкопористом ге-
ле, соответствует ЛПВП 3 , а 2 дру-
гие — с низкой электрофоретической 
подвижностью — представлены 
ЛПВПз. Сравнительный анализ ре-
зультатов исследования отдельных 
подфр акций антиатерогенных Л П поз-
в о л и л в ы явить уме н ь LU е н и е относи-
тельного содержания Л П В П 3 с одно-
временным увеличением доли ЛПВП2 
в общем количестве Л П В П у кроли-
ков с экспериментальной ГЛП (табл. 
3). Следовательно, обнаруженное ра-
нее почти двукратное уменьшение 
концентрации Л П В П у них [1] про-
исходит преимущественно за счет 
ЛПВПз. Считают, что именно эта 
фракция Л П В П акцептирует холесте-
рин из клеточных мембран, препятст-
вуя тем самым его накоплению в тка-
нях [5]. 

При изучении липидного спектра 
общей фракции Л П В П получены дан-
ные, свидетельствующие о снижении в 
н их содержа и и я ф о с ф о л и ri и д о в, сво-
бодного холестерина и в большей сте-
пени — его эфиров (см. табл. 2). Об-
наруженное, кроме этого, увеличение 
абсолютного количества С Ж К и от-
сутствие изменений в содержании три-
глицеридов в Л П В П на фоне гипо-
альфалипопротеидемии свидетельству-
ют об относительной перегрузке этих 
частиц гидрофобными липидными ком-
понентами, что в свою очередь не мо-
жет не отразиться на их антиатероген-
ных свойствах. Накопление С Ж К в 

Л П В П может наблюдаться в тех слу-
чаях, когда нарастание жирных кис-
лот в крови превосходит транспорт-
ную емкость сывороточных альбуми-
нов [181. 

Резюмируя полученные данные, 
можно считать, что ГЛП, вызванная 
в н у т р и в е н н ы м в в еде и и е м а те р о ген и ы х 
Л П , приводит к вторичным изменени-
ям обмена, приводящим к замедле-
нию катаболизма Л П и длительному 
поддержанию высокого уровня липи-
дов в крови. Жировая нагрузка вызы-
вает первоначальное увеличение выхо-
да и активацию Л П Л . Усиление гид-
ролиза триглицеридов приводит к ос-
вобождению СЖК, которые . в боль-
ших концентрациях становятся инги-
биторами Л П Л [13]. Одновременно в 
печени нарастает содержание холесте-
рина [12], что приводит к снижению 
захвата и катаболизма Л П Н П . За-
медление распада Л П сопровождает-
ся перегрузкой Л ПОНИ триглицерида-
ми и холестерином, потерей ими суб-
стратной специфичности по отношению 
в Л П Л . Торможение гидролиза 
Л ПОМП, а также нарушение синтеза 
ЛП в печени из-за перегрузки гепато-
цитов холестерином является одной из 
п р и ч и н уме н ь ш е н и я о б р а з о в а и и я 
Л П В П , в основном Л П В П 3 , осуществ-
ляющих захват холестерина из ткане-
вых мембран. Не исключена возмож-
ность, что поддержанию ГЛП способ-
ствует и усиление синтеза Л ПОМП в 
печени, о чем свидетельствует обнару-
женное уменьшение количества три-
глицеридов в гепатоцитах эксперимен-
тальных животных [12]. 
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E F F E C T O F H Y P E R L I P O P R O T E I N E M I A , IN-
D U C E D BY A T M E R O G E N O U S FRACTION O F 
L I P O P R O T E I N S , ON SOME P A T T E R N S O F 

L I P I D M E T A B O L I S M IN RABBITS 

D. I. Bel'chenko, N. Ya. Khanina, M. N. Ka-
li nkin 

Chair of Pa thophys io logy , Medical School, Ka-
linin 

Hyper l ipoprote inemia, which was developed 
a f te r in t r avenous admin i s t ra t ion of l ipoprotein 
a the rogenous f ract ion, caused the secondary 
metabolic a l tera t ions . These a l t e ra t ions were 
mani fes ted a s a decrease in ca tabol i sm of 
blood serum lipoproteins, accumula t ion of hyd-
rophobic lipid componen t s in the l ipoproteins as 
well as in a decrease in relat ive content of 
high dens i ty l ipoproteins responsible for elimi-
nation of cholesterol f rom tissues. 

УД к (j 12.398.2/.7-06:612.391 

А. А. Криневская, А. И. Лукаш, H. В. Пушкина, И. В. Шепотиновская, 
А. Ю. Жданов 

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

В О З Р А С Т А 

Кафедра биохимии и биотехнологии и Научно-исследовательский биологический инсти-
тут Ростовского университета им. М. А. Суслова 

Старение организма сопровождается 
«затуханием» белкового обмена [8]. 
На фоне общего снижения самообнов-
ления белковых структур в клетках 
старых т к а 11 с й о б и а р у ж е н о и а к о п л е -
ние модифицированных белков, утра-
тивших свою (j) у н к ци опальную актив-
ность | 4 | . Р я д авторов относит этот 
факт к возрастному ослаблению ак-
тивности протеолитических систем 
клетки [19, 20]. Однако, если сниже-
ние синтетических процессов с возра-
стом имеет множество эксперимен-
тальных подтверждений [8, 2], то воп-
рос об ослаблении катаболизма бел-
ков при старении остается дискусси-
о н н ы м . 

К числу связанных с возрастом мо-
дификаций белков относится пост-
трансляционное дезамидироваиие [7]. 
Потеря белком части амидиых групп 
вызывает изменение его физико-хими-
чески х свойств и увеличение его ата-
куемости пептид-гидролазами тканей 
[11 | . Однако при старении отмечено 
накопление дезамидированных белков 
[ 1 1 , 2 0 ] . 

Полное голодание организма приво-
дит к значительному а к т и в и р о ва ни i о 
катаболических процессов, в том чис-
ле к усилению протеолиза [10]. Со-
гласно вышесказанному, наиболее 
чувствительными к протеолизу долж-
ны быть дезамидированные белки. 
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Таким образом, под влиянием голо-
дания в организме могут создаться ус-
ловия для предпочтительной деструк-
ции в старых клетках дезам иди роваи-
ных белковых молекул. 

Цел ь ю и а стоя ще й работ ы я в и л ось 
исследование уровня протеолиза эндо-
генными ферментами и амидированно-
сти белков разных тканей молодых и 
старых животных, поставленных в ус-
л о в и я и сто I ц а ю щего гол од а и и я. 

М с т о д и к а 

Опыты проводили на белых крысах-самцах 
в возрасте 4—5 мес (молодые, масса 
150—180 г) 1-1 2—2,5-летних (старые, масса 
360—420 г) . Ж и в о т н ы х подвергали полному 
голоданию в течение 7 сут при неограничен-
ном потреблении воды. 

Животных декапитировали, извлекали мозг 
(без мозжечка) , печень, тестикулы, участок 
скелетной мышцы бедра задней конечности. 
Ткани промывали холодной дистиллирован-
ной водой и гомогенизировали в стеклянном 
гомогенизаторе Поттера с тефлоновым пес-
тиком в течение 90 с. Гомогенаты готовили 
на 0,02 М нитратном буфере, рН 4,8: конеч-
ное разведение 1 : 1 0 (масса : объем) . Ткань 
скелетной мышцы измельчали в микроизмель-
чителе при 5000 об/мии, гомогеиат готовили 
на дистиллированной воде и использовали для 
выделения белков. Все операции проводили 
на холоде. 

Д л я исследования активности протеолити-
ческих процессов в мозге, печени и тестикулах 
пробы, содержащие 0,4 мл гомогената в 
2,6 мл нитратного буфера, инкубировали в 
водяной бане с шуттелем при 37 °С в тече-
ние 1 ч. Реакцию останавливали ТХУ в ко-
нечной концентрации 6 %. Об активности 
протеолиза судили по приросту фолипполо-
ж и тел ь н ы х к и с л ото р а ство р и м ы х п р о д у кто в 
гидролиза белков в иадосадочиой жидкости, 
определяемых по методу [15]. Содержание 

белка в гомогенатах находили по методу 
[15| с предварительным растворением образ-
цов в 0,1 и. растворе NaOH. Активность вы-
р а ж а л и в микрограммах тирозина на 1 мг 
белка в 1 ч. 

Д л я исследования амидированности бел-
ков ткани гомогенизировали на холоде с 
дистиллированной водой ( 1 : 1 0 ) . Гомогеиат 
оставляли для экстракции растворимых бел-
ков на 18 ч при 4 С, центрифугировали при 
8000 об/мии в течение 20 мин. Из иадоса-
дочиой жидкости и осадка обработкой К) °/о 
ТХУ выделяли соответственно водораствори-
мые и водонерастворимые белки. Осадки от-
мывали органическими растворителями, как 
описано ранее [11], для освобождения от 
азотсодержащих примесей небелковой приро-
ды. Белки высушивали в термостате при 
37°С и использовали для определения амид-
пых групп [3]. Оптическую плотность изме-
ряли на Specol 210 при длине волны 630 им. 
Результаты обрабатывали статистически [6]. 

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

Как показали результаты исследова-
ния, у ровень протеолитической де-
струкции в изучаемых тканях разли-
чен (табл. 1). По интенсивности про-
теолиза эндогенными ферментами в 
области рН 4,8 ткани располагаются 
в следующем порядке: п е ч е н ь > т е -
с т и к у л ы > м о з г , что согласуется с ли-
тературными данными [13]. 

У старых животных установлено 
снижение активности протеолитиче-
ских систем в мозге (на 15,6%) и пе-
чени (на 16 ,5%) . В тестикулах моло-
дых и старых крыс этот показатель 
достоверно не различается. 

Имеющиеся в литературе сведения 
относительно возрастных изменений 
протсолитичсской активности гомоге-

Т а б л и ц a t 

Интенсивность протеолиза (в мкг тирозина на 1 мг белка в 1 ч) и уровень фолинположительных 
продуктов (в мкг тирозина на 1 мг белка) в мозге, печени и тестикулах крыс разного возраста в норме 

и при голодании 

Ткань Исследуемый Молодые крысы Старые крысы 
Ткань показатель контроль голодание контроль голодание 

Г1 ротеол из 8,04 ± 0 , 2 9 9,71 ± 0 , 5 1 * * 6 , 7 1 + 0 , 2 2 * 8 , 3 2 ± 0 , 6 7 * * 
Печень Фол ии- положите л ь- (8) (7) (9) (К) 

ные продукты 2,86-1-0,26 2 , 8 9 + 0 , 3 4 2 , 5 7 + 0 , 1 8 2 ,86±0 ,31 ные продукты 
(8) (Г>) (7) (Ч 

Протеолиз 6 , 1 5 ± 0 , 3 4 7 , 5 3 + 0 , 5 5 * * 5 , 8 2 + 0 , 3 5 6,79 ± 0 , 2 3 * * Протеолиз 
(9) (7) (9) (8) 

Тестикулы Фол ии- пол ож и тел ь- 3 , 2 2 ± 0 , 3 3 3 ,28+0 ,31 3 , 3 6 + 0 , 3 5 2 , 9 6 + 0 , 2 5 Тестикулы 
иые продукты (О) (5) (9) (7) 

Протеолиз 4 , 2 3 ± 0 , 1 3 4,124-0,23 3 , 5 7 + 0 , 1 0 * 3,63±0,2(> Протеолиз 
(9) (7) (9) (8) 

Мозг Фол и н-положитель- 1,21 ± 0 , 1 4 1 ,90+0,18** 1 ,67+0,21 1 , 6 2 ± 0 , 2 8 
ные продукты (7) (5) (9) (7) 

П р и м е ч а и и е. 13 скобках — число опытов. Одна звездочка — Я < 0 , 0 5 (молодые и старые 
животные), две — Р < 0 , 0 0 1 — < 0 , 0 1 (норма и голодание). 
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Т а б л и ц а 2 
Содержание амидных групп в белках тканей крыс разного возраста в норме и при голодании (мкмоль 

амидного азота на I г белка) 

Ткань Исследованные белки 
Молодые : КРЫСЫ Старые кр ЫСЫ 

Ткань Исследованные белки 
контроль голод контроль голод 

Печень 
Растворимые 653 ± 3 3 , 8 675±13 ,4 567±15,9 ! t : 616±15,0 : 1 : * 

Печень Нерастворимые 6 3 5 ± 2 3 , 8 630±18 ,2 538±14 ,2* 623±21 ,8** 

Тестикулы 
Раствор имые 615±31 ,0 6 1 7 ± 2 2 , 4 613±24 ,7 6 1 5 ± 3 0 , 8 

Тестикулы Нерастворимые 630±21 ,9 628 ± 2 9 , 9 624 ± 2 0 , 2 599±16 ,8 
Мозг Растворимые 747±26 ,6 711 ± 1 7 , 7 6604-14,5* 642±11 ,9 

Нерастворимые г>% 1 ;ю,о 5664=32,1 497±20 ,6* 489-1-41,0 

Скелетная 
Растворимые 5 0 8 ± 9 , 4 5 0 8 ± 11,2 4 8 2 ± 12,2* 531 ± 9 , 7 * * 

Скелетная Нерастворимые 510±24 ,8 497 ± 454 ± 1 1 , 5 * 492 ± 1 5 , 6 * * 
мышца 

* р<(),()()1—<0,05 (молодые и старые животные). 
** р < 0 , 0 0 1 - < 0 , 0 5 (норма и голодание). 

на то в разных тканей не однозначны. 
Дли ряда тканей установлено сниже-
ние скорости распада белков при ста-
рении [16], с чем некоторые авторы 
связывают накопление аномальных 
белков в старых клетках [20 | . 

Ранее было установлено, что к ста-
рости общее содержание амидных 
групп белков тканей и субклеточных 
фракций снижается на 15—20% [1, 
I I ] . Проведенные нами исследования 
т а к же п оз вол и л и в ы яви ть возрастиое 
накопление в клетках ткани мозга, пе-
чени и скелетных мышц белков с по-
ниженным (на 11 — 17 %) содержани-
ем амидов (табл. 2). В тестикулах, 
характеризующихся постоянным уров-
нем 11 р отео л и з а, д ос то в е р н ого с н и ж е -
иия амидироваиности белков при ста-
рении не обнаружено. Можно пред-
положить, что одной из причин на-
копления дезам иди рованных белков в 
тканях при старении является уста-
новлен ное нам и возрастное сиижение 
а кт ивности п ротеоли т и ч сс к и х процес-
сов. Наряду с общим снижением про-
теолитической деградации при старе-
нии особое значение может иметь 
уменьшение способности старых кле-
ток к деструкции аберрантных белков 
[17]. В частности, было установле-
но, что с возрастом в некоторых тка-
нях снижается селективная протеоли-
т и ч еск а я а к т и в н ость ф е р м е н то в, уст -
раняющих дезамидированные белки 
[5]. В связи с этим следует подчерк-
нуть, что более выраженное сниже-
ние амидироваиности установлено для 
нерастворимых белков, характеризую-
щихся большей «метаболической 
инертностью». 

Сохранение уровня протеолиза и от-
су тст в и е н а коплен и я дезами д и р о в а и -
ных белков в тестикулах старых жи-
вотных, по-видимому, детерминирует-
ся особыми биологическими функция-
ми этой ткани, генерирующей половые 
клетки. Имеются сведения о самой вы-
сокой селективной активности рас-
щепления дезам идированных белков в 
ткани семенников | 5 | . 

Исследованиями последних лет по-
казано, что дезам идирование белков 
может быть первым шагом к их де-
струкции [7, 20], поскольку белки с 
пониженным содержанием амидов лег-
че атакуются пептид-гидролазами тка-
ней [11]. 

К числу функциональных состоя-
ний организма, при котором значи-
тельно активируются катаболические 
процессы и интенсивной деструкции 
начинают подвергаться белковые ком-
поненты клетки, относится голодание 
[12]. Сопоставляя эти данные, можно 
предположить, что активация катабо-
лических процессов в тканях старых 
животных в результате полного голо-
д а и и я в ы зовет у с ко р с и нос в ы вед е н и е 
из организма белков с пониженным 
содержанием амидов. 

Д л я подтверждения этого положе-
ния мы исследовали активность про-
тсолитических процессов и степень 
а м и д и р о в а н н ост и белков крыс, п од -
вергнутых полному голоданию в тече-
ние 7 сут. За один и тот же период 
голодания у молодых животных на-
блюдалась большая потеря в массе 
(30 %) , чем у старых (25 % ) . 

Как следует из табл. 1, голодание 
вызывает увеличение протеолитичс-
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ской деструкции белков эндогенными 
ферментами в печени и тестикулах мо-
лодых крыс на 21—22 %. У старых жи-
вотных несколько более выраженная 
интенсификация протеолиза обнару-
жена в печеночной ткани ( 2 4 % ) . Из-
менения в тестикулах составили 
16,7%. П о л у ч е и и ы е да н н ы е согл а су -
ются с имеющимися в литературе све-
дениями об увеличении активности 
м н о г и х л и зосо м а л ь и ы х ферментов, 
участвующих в деградации белков 
тканей голодающих животных [9, 18]. 

В мозге, характеризующимся высо-
ко развитыми компенсаторно-приспо-
соб и тель и ы м и механизмами, подде р -
живается прежняя интенсивность про-
теолитических процессов (см. табл. 1). 
Автономность нервной ткани в реак-
ции организма на голод сохраняется 
и у старых животных. 

Интересно отметить, что фоновое со-
д ер ж а ни е ф о л и н 11 о л ож и тел ьи ы х про-
дуктов в печени и тестикулах при го-
лодании не изменяется, тогда как в 
мозге возрастает на 6 9 % , что может 
быть связано с перетранспортировкой 
веществ от менее жизненно важных 
органов к мозговой ткани. У старых 
животных таких изменений не обна-
ружено (см. табл. 1). 

Исследование амидироваиности бел-
ков тканей крыс при голодании позво-
лило установить взаимосвязь между 
изменением этого показателя и актив-
ностью протсолитических процессов в 
тканях. 

У молодых животных, в клетках ко-
торых пе накапливаются дезам иди ро-
ванные формы белковых молекул, из-
менение амидироваиности раствори-
мых и нерастворимых белков под вли-
янием голодания не обнаружено (см. 
табл. 2). Аналогичные результаты по-
лучены и при исследовании тестикул 
старых животных, характеризующихся 
отсутствием накопления дезам иди ро-
ванных белков при старении. 

В печени старых голодающих жи-
вотных на фоне активирования про-
теол ити ч ее к их п р оцессов, а м и д и ров а н -
ность белков возрастала на 8 — 1 6 % , 
достигая в нерастворимых белках 
уровня, определенного для молодых 
животных. 

В ряде работ приведены данные о 
значительном активировании при го-
лодании протсолитических ферментов 
в скелетных мышцах и связанным с 

этим увеличением деградации мышеч-
ных белков [4, 18]. 

Нами установлено, что под влияни-
ем 7-дневного голодания содержание 
амидных групп в белках скелетных 
мышц старых животных достоверно 
возрастает. В отличие от возрастных 
изменений амидироваиности белков 
выявленное увеличение содержания 
ам-идов при голодании наиболее выра-
жено у растворимых белков, более до-
ступных протеолитической атаке (см. 
табл. 2). 

В белках ткани мозга старых жи-
вотных изменение амидироваиности 
под воздействием истощающего голо-
дания не обнаружено, что согласуется 
с отсутствием активации протсолити-
ческих систем в этой ткани. 

На основании полученных данных 
можно заключить, что под влиянием 
длительного голодания в некоторых 
тканях организма интенсификация 
протеолиза может способствовать ус-
коренной деградации дезам иди рован-
ных белковых молекул и выводу их из 
сферы биохимических процессов. Д л я 
ткани мозга, с о х р а ня ю щ ей автоном-
ность в реакции на голод, нормализа-
ция амидироваиности белков у старых 
животных при голодании не осущест-
вима. 

Таким образом, активирование про-
тсолитических систем под воздействи-
ем голодания может явиться механиз-
мом селективного вывода измененных,, 
функционально неактивных молекул 
из клеток некоторых тканей старого-
организма. 
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O F AUTOLYSIS AND THE AMIDE C O N T E N T 
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Rates of auto lys is and degree of amida t ion 
of t issue pro te ins were studied in r a t s under 
condi t ions of age ing and a f te r s ta rva t ion dur-
ing 7 days. P ro te ins with decreased content of 
amide g r o u p s accumula ted in brain, liver tis-
sues and sceletal muscles. This phenomenon 
occurred apparen t ly due to decrease in the ra te 
of protein auto lys is observed in age ing . In 
testes, where the ra te of protein auto lys is w a s 
similar both in young and old animals , the 
protein amida t ion w a s not altered on the course 
of age ing . Under condi t ions of severe s ta rva-
tion act ivat ion of proteolysis w a s observed in 
cells. At the same time, the amide content w a s 
restored in liver and muscle prote ins of old 
r a t s up to the level, es t imated in t issues of 
young animals . These data sugges t s t imula t ion 
of selective deg rada t ion of the deamida ted pro-
teins. The act ivat ion of auto lys is and norma-
lizat ion of the protein amide g roups conten t 
were not observed in brain of old a n i m a l s 
under condi t ions of s ta rva t ion . 
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Известно, что эмоционально-боле-
вой стресс (ЭБС) приводит к иници-
ированию свободно-радикального пе-
рекиспого окисления липидов (ПОЛ) 
[11]. Выраженная активация гипофи-
за рпо-адреналовой и адреисргической 
систем [29], избыточное накопление 
продуктов П О Л при длительном стрес-
сорном воздействии вызывают ишеми-
ческое повреждение слизистой обо-
лочки желудка (СОЖ) с последую-
щим кровоизлиянием в нее, развити-
ем очагового некроза железистого эпи-
телия и изъязвления его под влияни-
ем обратной диффузии Н+-ионов [12, 
141. Поиск протекторов повреждения 
клеточных мембран при ЭБС привел 

к использованию с этой целью мно-
гих фармакологических препаратов, в 
том ч и сле а и ти оксида нто в [1, 13]. 

В последние годы для воздействия 
па многие патологические процессы [5, 
15] стали применять супероксиддис-
мутазу ( С О Д ) . СОД способна не 
только дисмутировать супероксидные 
анион-радикалы ( 0 ~ ) [301, но и ге-
нерировать их, особенно при увеличе-
нии содержания перекиси водорода 
[33] или липоперекисей [19, 20]. Это 
особенно важно, так как образующи-
еся в процессе ПОЛ перекиси (гидро-
п е р и к и с и ф осф о л и п и д о в, алифатиче-
ские гидроперекиси жирных кислот и 
циклические эндоперекиси — предше-
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ств е и н и к и п р ост а г л а н д и и о в) об л а д а -
ют существенно различным действи-
ем [8 | . Уменьшая содержание 0 2 , 
С О Д ингибирует процессы ПОЛ, ини-
циированные этими радикалами | 17, 
34]. Тем самым СОД выступает в ро-
ли регулятора уровней 0 ~ и эндо-
перекисей, проявляя ярко выражен-
ные антиоксидантные и противовоспа-
лительные свойства [31]. С другой 
стороны, при многих патологических 
состояниях, в частности при экспери-
ментальном гастрите [32], в результа-
те повышения допустимого уровня 0 ~ у 
(перекисей) содержание и активность 
С О Д изменяются (в основном пони-
жаются) . 

На ос н о в а и и и 11 р и в еде н н ы х д а и ных 
нам представлялось целесообразным 
изучить некоторые биохимические по-
казатели МОЛ стрессор но поврежден-
ной С О Ж до и после введения Cu/Zn-
С О Д и выяснить защитную функцию 
этого фермента. 

М е т о д и к а 

Исследование выполнено па 49 белых 
крысах-самцах массой тела 180—200 г. Ж и -
вотные были распределены на 4 группы: 
1-й — контрольная группа интактных живот-
ных (15 крыс) ; 2-я — интактные животные, 
получавшие виутрижелудочно через зонд 
C u / Z n - С О Д (0,5 мг/кг массы тела животного) 
к а ж д ы е 30 мин в течение 6 ч (10 крыс). 

У крыс 3-й и 4-й групп (10 и 14 живот-
ных соответственно) вызывали ЭБС но мето-
дике Дезидерато [25j в течение 6 ч. Д л я 
усиления эффекта в методику эксперимента 
вводили элементы социального стресса, для 
чего площадь платформы в центре камеры 
подбирали таким образом, чтобы из 5 нахо-
дившихся в камере животных на платформе 
одновременно могли помещаться только 4. 
Указанные обстоятельства приводили к 
конфликтам среди животных при избегании 
боли уходом на платформу. 3-я группа под-
вергалась воздействию ЭБС без фармаколо-
гической защиты, 4-я — с одновременным 
внутрижслудочиым введением С О Д в дозе 
0,5 мг/кг к а ж д ы е полчаса на протяжении 
всего эксперимента. 

Л и о ф и лиз и р о в а и и а я С и /Z п - С О Д, выделен-
ная п очищенная из крови быка до электро-
форетически гомогенного состояния, имела 
удельную активность 3500—4000 ед/мг белка. 
За единицу активности С О Д принимали то 
количество фермента (в мг), которое способ-
но ингибировать на 50 % восстановление иит-
росинего тетразолия супероксидным анионом. 
Раствор фермента перед лиофилизацией диа-
лизировали против воды. Перед употреблением 
препарат растворяли в 0,002 М калий-фос-
фатном буфере рН 7,4. Использованный фер-
мент не ниактивировался при температуре 
до 75 - 8 0 °С и при рН от 4 до 11,8. 

По окончании эксперимента у крыс под 
в и у т р и б р ю I и и н 11 ы м б а р б а м ил о в ы м и а р к оз о м 
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(100 мг/кг) забирали для исследования желу-
док, который вскрывали по большой кривизне 
и иод лупой X Ю определяли состояние С О Ж , 
подсчитывая геморрагии, эрозии и язвы. Сте-
пень повреждения С О Ж оценивали двумя 
способами, определяя язвенный индекс [2], 
а т а к ж е количество геморрагий, эрозий и язв 
на одно животное в группе и процент пора-
женных животных в группе [4]. В тканях 
мукозиой части стенки ж е л у д к а определяли 
показатели П О Л : малоновый диальдегид 
(МДА) | 23 | , диеновую конъюгацию жирных 
кислот [22], аскорбат- и Н А Д Ф • Н-зависимое 
перекисное окисление [21, 23 | , основания 
Шиффа [27], а т акже состояние антиокси-
дантной системы (АОС): восстановленного 
(PSI1) и окисленного ( F S S F ) глутатиона 
| 26 | , аскорбиновой кислоты [24], глутатион-
пероксидазы и глутатиоиредуктазы [9], токо-
ферола [28]. Кроме того, в тканях желудка 
определяли содержание глюкозо-6-фосфатде-
гидрогеназы (Г-6-ФД) [6] и АТФ |18 | . По-
лученные данные обработаны вариационным 
методом с использованием критериев Стыо-
дента. 

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

У крыс 1-й и 2-й групп поражения 
С О Ж отсутствовали. У крыс 3-й груп-
пы поражения С О Ж были представле-
ны эрозиями, кровоизлияниями, язва-
ми с геморрагическими краями; язвен-
ный индекс составляла 8,5. У крыс 
4-й группы по сравению с 3-й досто-
верно снизилось количество всех учи-
тываемых показателей язвенно-гемор-
рагических поражений СОЖ; язвен-
ный индекс уменьшился до 2,36. 

Введение СОД интактньш крысам 
(см. таблицу, 2-я группа) и и гиб и ро-
вало систему Г10Л, о чем свидетель-
ствовало достоверное снижение содер-
жания МДА. Показатели аскорбат- и 
НАДФ• Н-зависимого ПОЛ (см. ри-
сунок) значимо не отличались от конт-
рольной группы. При этом в АОС су-
щественных изменений не произошло, 
за исключением снижения концентра-
ции r S H , что, вероятно, объясняется 
влиянием привнесенного извне избыт-
ка антиоксидаита. 

ЭБС (3-я группа) резко инициирует 
ПОЛ, что проявляется значительным 

повышением содержания МДА, диено-
вых конъюгатов и накоплением осно-
ваний Шиффа в тканях желудка. II а-
б л ю д а юте я а к т и в а ц и я нефе р мента т и в -
н о г о, а с к о р б а т •- з а в и с и м о г о ГIО Л и, 
наоборот, снижение показателей 
НАДФ-Н-зависимого ПОЛ. Эти изме-
нения возникают на фоне истощения 
АОС: снижается содержание компо-
i I ен то в а нтира дика л ьной цепи: 
Г S Н —^аскор б а т—>токоф с р ол. Од по-
временно наблюдается характерное для 
фазы адаптации стресса переключение 
энергетического обмена с углеводного 
на липидный [16], снижаются содер-
жание АТФ, активность Г-6-ФД. По-
следнее особенно важно, так как из-
вестно, что основным источником во-
дорода для антирадикальной цепи и 
пероксидаз в железистом эпителии 
С О Ж является пентозофосфатный 
цикл [10]. Нарушение реакций глико-
лиза и пентозофосфатного шунта в 
клетках покровно-ямочного эпителия, 
снижение активности ферментов дыха-
тельной цепи в железистом эпителии 
повышают роль утилизации жирных 
кислот как источника энергии. В то 
же время активация фосфолипаз, гид-
ролиз фосфолипидов создают избыток 
субстрата перекиспого окисления. 
Инициация ПОЛ, истощение АОС, де-
фицит АТФ, наличие в премукозаль-
ном слое желудка жирных кислот -
переносчиков протонов — нарушают 
трансэпителиальный градиент СОЖ, 
потенциируют обратную диффузию 
ионов водорода, что и приводит в ко-
нечном итоге к возникновению острых 
стрессор ных язв и эрозий желудка 
[7]. Нарушение целостности поверхно-
стного эпителия СОЖ, увеличение 
межклеточного пространства, образо-
вание перекисных кластеров и фраг-
ментация мембран создают условия, 
при которых СОД, введенная в желу-
док, по градиенту концентрации может 
проникнуть через липидные плазмати-
ческие мембраны и в межклеточное 

0,450 

Активность аскорбат- (а) - и 
Н А Д Ф - И (б) -зависимого П О Л в 

тканях желудка крыс при ЭБС. 
По осп ординат — концентрация дие-
новых конъюгатов (в ммоль/г); /, 2, 

3, 4 — группы животных. 
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пространство покровно-эпителиально-
го пласта, тем более что ЭБС сущест-
венно снижает интенсивность кисло-
тообразования [11| с появлением до-
пустимого для действия СОД рН в по-
лости желудка. С учетом этих данных 
СОД вводили внутрижелудочно через 
каждые 30 мин эксперимента, так как 
в течение этого времени фермент про-
являет активность в слабокислых сре-
дах. К тому же при расщеплении СОД 
из-за уменьшения молекулярной мас-
сы фермента увеличивается ее прони-
цаемость в ткани СОЖ. 

Введение животным СОД на фоне 
ЭБС нивелирует некоторые показате-
ли Г10Л. Интенсивность неиндуциру-
-емого ПОЛ у животных 4-й группы 
была существенно ниже, чем у крыс 
3-й группы. Отмечена нормализация 
НАДФ-Н-зависимого ПОЛ. Наряду с 
этим оставалась высокой окисляемость 
липидов в аскорбат-зависимой систе-
ме. Введенная СОД не предупредила 
снижения активности как цепи анти-
радикальных ингибиторов, так и перо-
ксидаз, элиминирующих перекиси. Ос-
тавалась низкой активность Г-6-ФД. 
Сопоставление результатов морфоло-
гического и биохимического исследова-
ния тканей позволяет предположить, 
что защитный эффект СОД на пора-
жения С О Ж при ЭБС реализуется пу-
тем регуляции уровня свободно-ради-
кальных процессов и предупреждения 
нарушений структурно-функциональ-
ной целостности липопротеидных ком-
плексов слизистой оболочки желудка. 

В то же время в кислых средах 
часть супероксидных анионов находит-
ся в протон и ров а и ной форме (нскг) 
и не может дисмутироватьси СОД. 
В таких средах СОД инактивирует-
ся не только протонами, но и переки-
сью водорода, содержание которой мо-
жет повышаться в тканях желудка в 
результате понижения супероксидны-
ми анионами активности каталазы и 
глутатионпероксидазы. Можно пред-
положить, что СОД предупреждает 
эффекты, вызванные супероксидными 
анионами, и не предупреждает процес-
сы, вызванные гидроксильными ради-
калами. Недостаточное протективное 
действие экзогенной СОД на С О Ж 
связано также с локальными особенно-
стями и механизмами антиоксидант-
ной защиты С О Ж [3]. Тем не менее 
полученные нами данные могут явить-

ся основанием для клинической апро-
бации СОД как протектора повреж-
дений С О Ж при стрессорных ситуа-
циях. 
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PROTECTIVE E F F E C T O F S U P E R O X I D E 
DISMUTASE ON IMPAIRMENT O F RAT 
GASTRIC M U C O S E IN EMOTIONAL-PAIN-

FUL STRESS 

F. A. Zvershkhanovsky, M. A. Simony an, 
S. G. Vainstein, G. P. Grivenko 

Medical School, Ternopol, Inst i tute of Bioche-
mistry, Academy of Sciences of the Armenian 

SSR, Yerevan 

Pa t t e rns of ulcer-hemorrhagic impairments 
were distinctly decreased in gastr ic mucose of 
ra ts with emotional-painful s tress af ter Cu, 
Zn-superoxide dismutase adminis t ra t ion at a 
dose of 0.5 m g / k g every 30 min of the experi-
ment. The protective effect of the enzyme was 
realized via regulat ion of free radical reactions 
as well as by means of main ta in ing of struc-
ture-functional activity of lipoprotein complexes 
in gastr ic mucose. 
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И С П О Л Ь З О В А Н И Е Г Л И К О М А К Р О П Е П Т И Д Д х - К А З Е И Н А 
В К А Ч Е С Т В Е С У Б С Т Р А Т А И Е Й Р А М И Н И Д А З Ы 

Институт высокомолекулярных соединений АН СССР, Ленинград 

Нейраминидаза (КФ 3.2.1.18) 
фермент, отщепляющий концевые си-
аловые кислоты от молекул гликопро-
теинов, гликолипидов, олигосахаридов, 
используется в медицинской практике 
для диагностики. Известно, что ней-
раминидазы патогенных микроорганиз-
мов играют определенную роль в па-
тогенезе и н ф е к ц ионных з а б о л е в а н и й 
[3]. Нейраминидазы отщепляют сиа-
лосодержащие фрагменты поверхност-
ных антигенов эритроцитов и лимфо-
цитов, что позволяет использовать их 
в иммунохимических исследованиях. 

Сиалосодержащие субстраты нейра-
минидазы (различные гликопротеины) 
содержатся в таких биологических 
средах, как яичный белок, сыворотка 
крови, молочная сыворотка. Ранее гли-
комакропептид (ГМП) из молочной 
сыворотки был использован как суб-
страт для нейраминидазы Erusip. 
rhusioph. [1, 6]. В данной работе изу-
11 е н ы м о л с кул я р н ы е х а р а кте р и ст и к и 
ГМП и определены условия его при-
менения в качестве субстрата для ней-
рамииидаз холерных и нехолерных 
(НАГ) вибрионов. 

М е т о д и к а 
В работе использованы препараты нейра-

минидазы нехолериых вибрионов производ-

ства Горьковского НИИ эпидемиологии и 
микробиологии и нейраминидазы холерных 
вибрионов фирмы «Calbiochem» (США). В ка-
честве субстратов исследованы ГМП из мо-
лочной сыворотки, полученный из Института 
микробиологии Болгарской АН [1], и овому-
цин производства Горьковского НИИ эпиде-
миологии и микробиологии. 

Молекулярную массу ГМП определяли с 
помощью гель-хроматографии на сефадексе 
G-50; колонка размером 6 0 x 1 , 6 см; сорбент 
уравновешен 0,1 М фосфатным буферным ра-
створом рН 6,2, с добавлением 0,2 М хло-
рида натрия. Для калибровки колонки 
использован а-химотрипсиноген («Scrva», 
Ф Р Г ) , лизоцим и сывороточный альбумин 
(«Reanal», В Н Р ) , феиилаланин (научно-
производстве и и ое о бъе д и не и и е «Биохимре а к -
тив»), вазопрессин («Calbiochem»). 

Концентрацию белка находили по методу 
[8] с калибровкой по а-химотрипсииогсиу. 

А кти в и ость ней р а м и и ид а з ы о п редел я л и 
тиобарбитуровым методом [7], без стадии 
экстракции хромофора органическим раство-
рителем в случае ГМП и с экстракцией кис-
лым бутанолом в случае овомуцииа [5]. Д л я 
калибровки использовали N-ацетилнейрамиио-
вую кислоту фирмы «Serva». 

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

На рис. 1 представлена гель-хрома-
тограмма ГМП на сефадексе G-50. 
Объем элюции основного пика состав-
лял 48 мл. Калибровочный график за-
висимости объема задержки от моле-
кулярной массы стандартных веществ 
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Рис? 

Рис. 1. Гель-хроматограмма 
ГМП на сефадексе G-50. 

Рис. 2. Зависимость объема 
задержки колонки с сефа-
дексом G-50 (Кс , в мл) от 
молекулярной массы стан-

дартных веществ. 
/ — фенилалаиин; 2 — вазо-
ирессин; .7 — лизоцим; 4 — хи-
мотрипсииоген; 5 • бычий сы 

вороточиый альбумни. 

представлен на рис. 2. Соответствен-
но молекулярную массу ГМП можно 
оценить как 5000±500, что несколько 
ниже значения, приведенного в рабо-
те [ 1 ]. 

Аминокислотный состав, определен-
ный нами при стандартном методе 
гидролиза (см. таблицу) , также не-
сколько отличается от данных литера-
туры, что, вероятно, связано с коле-
баниями состава исходной молочной 
сыворотки. Очевидно, что по этой же 
причине определение высокомолеку-
лярных белков в препаратах ГМП раз-
личных партий по методу [8] дает ве-
личину 0,5—I %. 

Содержание сиаловых кислот в ГМП 
колеблется в пределах 8—15 % в зави-
симости от способа очистки. Мы ис-
пользовали препарат ГМП, содержав-
ший 13 % сиаловых кислот. 

Для определения активности нейра-
минидазы в пробу брали 0,5 мл 0,4 % 
раствора ГМП в 0,05 М ацетатном бу-
ферном растворе при рН 5,5 (или 
1,2 % раствор овомуцина в том же бу-
ферном растворе), добавляли раствор 

Аминокислотный состав ГМП 

Аминокислота 

Число я м и 11 о к и с л о т -
пых остатком, при-
ходящихся на одну 

молекулу 

[1] И ] 

Аспаратиповая 4 6 4 
Треонин 6 7 9 
Серии 6 5 7 
Глута ми новая 7 9 9 
I Iрол ИII 4 

2 
7 7 

Глицин 
4 
2 1 1 

Алании 4 7 5 
Валим 3 4 5 
Метиоиии — 1 — 

Изолейцип 5 5 5 
Лейцин 2 1 1 
Лизин 1 4 3 

В с е г о . . . 44 55 58 
Минимальная мол. масса 5255 6080 6795 
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фермента в объеме 0,1 мл и инкуби-
ровали смесь при 37°С в течение 
15 мин. Содержание свободных сиало-
вых кислот определяли тиобарбитуро-
вым методом [7 | , по концентрации 
окрашенного продукта реакции, кото-
рую измеряли при длине волны 
549 им. 

На рис. 3 представлен спектр погло-
щ е н и я окрашенного рас т в о р а и р од у к -
тов ферментативного расщепления 
ГМП и контрольного раствора ГМП, 
к которому вместо фермента было до-
бавлено 0,1 мл буферного раствора. 
В дальнейших экспериментах актив-
ность нейраминидазы определяли по 
оптической плотности при длине вол-
ны 549 им с использованием в конт-
роле раствора субстрата, в который 
фермент не добавляли. 

Зависимость эффективной измеряе-
мой активности нейраминидазы хо-
лерных вибрионов от различных на-
чальных концентраций ГМГ1 приведе-
на на рис. 4. Так как область насы-
щения фермента субстратом соответ-
ствует 2—2,5 мг/мл ГМП, в дальней-
ших экспериментах использовали зна-
чение концентрации ГМП 2 мг/мл. 
В случае овомуцина получение такой 
зависимости затруднено вследствие 
ограниченной растворимости его в вод-
ных растворах. Кроме того, содержа-
ние сиаловых кислот в овомуцине со-
ставляет 5,8 %, что в 2—2,5 раза мень-
ше, чем в ГМП. 

Проведенное исследование скорости 
ф е р м е и т а т и в и о й р с а к ц и и в зависимо-
сти от времени инкубации системы 
фермент — субстрат показало, что на-
копление продукта реакции при кон-
центрации ГМП 2 мг/мл завершается 
за 10 мии и дальнейшего увеличения 
концентрации практически не проис-
ходит (рис. 5). Аналогичные результа-
ты получены для низкомолскулярпого 
синтетического субстрата N-ацетилией-
рамиииллактозы [21. В дальнейшем 
все измерения активности нейрамини-
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Рис. 3. С поглощения окрашенного раствора продуктов ферментативного расщеп-
ления ГМП ( / ) ; контроль (2). 

Рис. 4. Зависимость измеряемой активности нейраминидазы от концентрации ГМП в 
растворе. 

Рис. 5. Зависимость измеряемой активности нейраминидазы от времени инкубации си-
стемы фермент — субстрат при использовании в качестве субстрата ГМП ( / ) и овому-

цина (2). 

дазы по отношению к ГМП проводи-
ли при инкубации в течение 10 мин. 
При и с п о л ьз ов а и и и о в о м у ц и и а ко н -
центрация свободных сиаловых кислот 
была рассчитана с учетом данных оп-
т и11 ее кой плотн ости, полученных при 
экстракции кислым бутанолом. В этом 
случае погрешность величины концент-
рации сиаловых кислот существенно 
больше (см. рис. 5, кривая 2), чем при 
использовании ГМП. 

При хранении раствора ГМГ1 в 
0,05 М ацетатном буферном растворе 
при рН 5,5 в течение 1 мес (при 4°С) 
увеличение фона свободных сиаловых 
кислот соответствует отщеплению 
0,2—0,4 мкмоль/мг ГМП. В случае 
овомуцина контроль за содержанием 
свободных сиаловых кислот показал, 
что величина фона в 3 раза больше, 
чем для ГМП. При увеличении срока 
хранения раствора ГМП до 2 мес воз-
растания фона свободных сиаловых 
кислот не происходит. 

Таким образом, при определении 
ней рам ииидазиой активности (напри-
мер, при сравнении препаратов ней-
рамииидаз, различающихся субстрат-
ной с и с 11, и ф и ч н о с т ы о) преимущес т в о 
использования ГМП перед высокомо-
лекулярным овомуцииом заключается 
в повышенном с оде р ж а и и и с и а л о в ы х 
кислот при хорошей растворимости; 
кроме того, при использовании овому-
цина необходима стадия экстракции 
окрашенного соединения ор г а ни ч ееким 
растворителем. В случае ГМП после 
образования окрашенного продукта 
раствор остается прозрачным и изме-

рение его оптическом плотности может 
быть проведено без стадии экстрак-
ци и. 
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G L Y C O M A C R O P E P T I D E FROM K-CASEIN 
AS A S U B S T R A T E O F N E U R A M I N I D A S E 

/. А. С her nova, L. K. Shataeva, I. Abrashev. 
P. Velcheva, G. V. Samsonov 

Ins t i tu te of High Molecular Subs tances , Acade-
my of Sciences of the USSR, Moscow 

Glycomacropept ide f rom milk w a s s tudied; 
its molecular m a s s and amino acid composi t ion 
were eva lua ted . When the g lycomacropept ide 
w a s used as a subs t r a t e of neuramin idase , it 
exhibited many a d v a n t a g e s as compared with 
ovomucin (high molecular subs t r a t e of the en-
zyme) due to increased conten t of sialic acids 
in the g lycomacropept ide composi t ion and to 
high solubili ty. 
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В пероксидазосоме нейтрофилов, 
эозииофилов, моноцитов и макрофагов 
локализована мощная антимикробная 
система, состоящая из пероксидазы, 
перекиси водорода и окисляемого ко-
фактора (хлорид, бромид, йодид, тио-
цианат) [2—4, 10]. Ранее мы показа-
ли [1, 5], что гиполипидемическое 
с р едет в о к л о ф и б р а т, в в еде и и ос пе р о -
рально, не только повышает цитохими-
чески выявляемую активность перок-
сидазы в нейтрофилах мышей, но и 
позволяет целенаправленно увеличить 
объем пероксидазосом в 2 раза. Было 
обнаружено [12], что клофибрат уве-
личивает выживаемость крыс при экс-
периментальном пневмококковом сеп-
сисе. Эти данные подтвердили выдви-
нутое нами ранее [1] положение о но-
вом подходе к лечению инфекционных 
заболеваний с помощью направленно-
го усиления гранулогенеза в лейкоци-
тах. Таким образом, была показана 
принципиальная возможность управ-
ления генезом пероксидазосом в ней-
трофилах. Однако применение препа-
ратов, воздействующих на гранул оге-
нез, может оказаться не всегда эффек-
тивным, так как образование увели-
ченных пероксидазосом происходит на 
стадии промиелоцита и поэтому необ-
ходимо время на дозревание нейтро-
фила, стимулированного препаратом, 
от этой стадии до зрелой клетки (око-
ло недели). С другой стороны, по-
скольку гранулогенез в зрелой клетке 
закончен, эти препараты на зрелую 
клетку воздействовать не будут. В свя-
зи с этим необходим поиск другой 
группы биологически активных соеди-
нений, которые могли бы усиливать 
функцию пероксидазосом и всего зре-
лого нейтрофила непосредственно пос-
ле введения препарата. 

Мы исследовали биологически ак-
тивные пептиды, так как ранее было 
показано [11], что тетрапептид таф-
цин активирует фагоцитоз и усиливает 
окислительный метаболизм фагоцитов. 

В данной работе мы изучали влия-

ние на спокойные и фагоцитирующие 
клетки цельной крови мышей биологи-
чески активного пептида | Д-ала-4 | -
дерморфина с помощью метода люми-
н ол з а в и с и м ой хемилюмин есцен ц и и 
(ХЛ), поскольку этот метод позволяет 
адекватно оценить степень активности 
миелопероксидазной антимикробной 
системы нейтрофилов и других фаго-
цитов [8, 15]. Возможность примене-
ния в качестве объема исследования 
цельной крови показана ранее [9]. 

М е т о д и к а 
О б ъ е к т о м исследования с л у ж и л а цельная 

кровь трех групп (по 35 особей) белых мы-
шей-самцов массой 18—20 г. Кровь получали 
после д е к а п и т а ц и и мышей, собирали в общий 
гепаринизированиый сосуд и использовали в 
опыте непосредственно после получения. Д л я 
измерения Х Л кровь р а з б а в л я л и физиологи-
ческим раствором в соотношении 1 : 9. 

И з у ч а л и изменение Х Л под влиянием 
[Д-ала -4 ] -дерморфина в концентрациях , 

у м е н ь ш а ю щ и х с я на п о р я д о к в интервале от 
1,015-10 до 1 ,015-10" 1 2 М в покос и при 
фа гоцитозе. 

П е п т и д р а с т в о р я л и в физиологическом ра-
створе в концентрации 1,015 - 10~: | М в сили-
конированной посуде с притертой пробкой 
и х р а н и л и при температуре —12 °С. Маточный 
раствор р а з м о р а ж и в а л и и методом последова-
тельных разведений получали растворы нис-
х о д я щ и х концентраций непосредственно перед 
опытом. Р а з в е д е н и я и последующие измерения 
проводили в полистиреновых кюветах , что 
исключало в о з м о ж н о с т ь прилипания пептида 
к стенкам сосудов. 

М а к с и м а л ь н ы е значения Х Л цельной крови 
определяли в спокойном состоянии лейкоци-
тов и после индукции фагоцитоза д о б а в л е -
нием полистиренового латекса д и а м е т р о м 
0,82 мкм (4-К) 7 на к ю в е т у ) . И з м е р е н и я про-
водили на люминометре 1251 («LKB — 
Wallac», Ш в е ц и я ) . Д л я усиления Х Л исполь-
з о в а л и л юм и пол — 5-амиио-2 ,3-дигидро-1 ,4-
ф т а л а з и д и о н («Serva» , Ф Р Г ) , п р е д в а р и т е л ь н о 
разведенный в физиологическом растворе с 
д о б а в к о й триэтамоламина в концентрации 
8 м к л / м л и х р а н я щ и й с я при т е м п е р а т у р е 
—12 °С. К о н ц е н т р а ц и я люминола в кювете со-
с т а в л я л а 10 -(5 М. 

Ре г и ст р и р о в а л и и и те г р и р ов а и и ы й с и г н а л 
Х Л за 10 с в обеих сериях опытов: спонтан-
ная Х Л (ХЛсп) и и н д у ц и р о в а н н а я фагоцито-
зом Х Л (ХЛипд) при д о б а в л е н и и в кюветы 
раствором пептида в концентрациях о т 
1 , 0 1 5 - Ю - 3 до 1,015-10 12 М. Измерения про-
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водили в т р и п л и к а т а х образцов . Р е з у л ь т а т ы 
измерений ХЛ а н а л и з и р о в а л и по максималь-
ным значениям интегрированного сигнала в 
сериях экспериментов по к а ж д о й концентра-
ции пептида и в контрольных кюветах , куда 
д о б а в л я л и э к в и в а л е н т н о е количество физио-
логического раствора без пептида. После 
измерения по ф о р м у л е АХЛ = ХЛ0кси—ХЛК Оптр 
вычисляли изменения Х Л (ДХЛ) во всех изу-
ченных концентрациях пептида в покое и при 
фагоцитозе . Кроме того, вычисляли изменение 
интенсивности ХЛ в ф а г о ц и т и р у ю щ и х клетках 
(АХ Л „ид) по сравнению со спокойными 
(АХЛеп) по к а ж д о й отдельной концентрации 
(АХЛиид—ХЛсп), что позволило судить о ха-
рактере и в ы р а ж е н н о с т и действия к а ж д о й 
отдельной концентрации [ Д - а л а - 4 | -дермор-
фииа на ХЛ цельной крови мышей. 

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

Результаты измерения максималь-
ных значений ХЛ цельной крови пред-
ставлены в таблице. Изменения мак-
симальных значений ХЛ (ДХЛ) в не-
фа гоцитирующих и фагоцитирующих 
клетках (см. рисунок) демонстрируют 
стимулирующее влияние [Д-ала-4] -
дерморфина на ХЛ фагоцитирующих 
клеток. При этом ДХЛ возрастает при 
всех изученных концентрациях пепти-
да .по сравнению с нефагоцитирующи-
ми клетками. 

Наиболее выраженью проявляется 
воздействие пептида in vi tro на интен-
сивность ХЛ фагоцитирующих кдеток 
при концентрации пептида в интерва-
ле 1,015- 10-6—1,015- I О"8 М с макси-
мумом 1,015-10-7 М. Одновременно со 
снижением его концентрации наблю-
дается тенденция к уменьшению ин-
тенсивности X Л. Од н а к о интенсив-
ность ХЛ значительно снижается так-
же и при более высоких концентра-

Показатели ХЛ цельной крови мышей при раз-
личной кон це 1 п рации | Д- а л а- 4 ] - д е рмо рф и на 

Концентрация 
пептида, М 

о X as 

В 
о 

с; 
X 

о 
X 
2 
и к 

е? 
X 

А Х Л и н д -дхл с п 

мВ 

1,015 • 10" 3 0,782+0,07 0,766±0,006 —0,0313±0,063 
1,015 •10" 4 0,839 ±0,08 0,836±0,04 —0,003 ±0,04 
1,015 •10" 

5 
0,536±0,02 0,764±0,04 -|-0,227±0,02 

1,015' •10" (> 0,658±0,05 1,311±0,04 0,661±0,045 
1,0*5- 10" 7 0,380 ±0,02 1,303±0,02 0,926±0,01 
1,015. •10" 8 0,690±0,12 1,278±0,02 0,591±0,155 
1,015- 10" 9 0,808±0,001 1,226±0,0G 0,368±0,026 
1,015- 10" 10 0,863±0,06 1,030±0,04 0,157±0,045 
1,015- 10" 11 0,524±0,01 0,943±0,0G 0,422±0,03 
1,015- 10" 12 0,488±0,05 0,798±0,1 0,267 ±0,04 

Д и н а м и к а изменения ХЛ (АХЛ) цельной кро-
ви в покое и при фагоцитозе в зависимости от 

концентрации [ Д - а л а - 4 ] - д е р м о р ф и н а . 
По оси ординат — изменение ХЛ (ДХЛ), мВ; по оси 
абсцисс — концентрация [Д-ала-4]-дерморфина, мо-
ли (1,016-10—n М). Верхний график — ХЛ. индуциро-
ванная латексом, нижний — спонтанная ХЛ. Каждая 
точка является средним трех измерений ±стаидарт-

пое отклонение. 

циях 1,015-Ю-3 , 1 , 0 1 5 - Ю - 4 М (см.таб-
лицу) . 

Имеются две точки зрения на воз-
можность стимуляции пептидами ак-
тивности фагоцитов и «дыхательной 
вспышки» полиморфо-ядериых лейко-
цитов ( П М Я Л ) . По мнению ряда ис-
следователей [8, 14], тетрапептид 
тафцин, высвобождающийся из лейко-
кинина, стимулирует фагоцитирующие 
гранулоциты и макрофаги, активиру-
ет гексозомонофосфатный шунт. Кро-
ме того, тафцин усиливает пиноци-
тоз, клеточную подвижность, продол-
жительность жизни клеток, стимули-
рует бактерицидную и противоопухо-
левую активность макрофагов , акти-
вирует обработку антигена, специфи-
чески связываясь с поверхностью мем-
браны граиулоцита и макрофага . Дру-
гие исследователи [7] не подтвердили 
стимулирующие эффекты тафцина . 
Ими не обнаружено различий в погло-
щении стафилококков нейтрофилами 
при разных вариантах эксперимента: 
с различной концентрацией частиц или 
сыворотки, преопсонизацией зимозана 
или преинкубацией клеток с тафци-
ном. Одним из возможных объяснений 
расхождения в результатах, по их 
мнению, является различие в методах 
изучения фагоцитирующей активности 
П М Я Л . 
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Одни авторы [11] использовали ме-
тоды световой микроскопии, другие 
| 7 | — прижизненный метод измере-
ния ХЛ при фагоцитозе, определяя по-
глощение радиомеченных бактерий. 

Мы также использовали прижизнен-
ный метод измерения ХЛ, и получен-
ные при использовании [Д-ала-4]-
дерморфина результаты свидетельст-
вуют об усилении люминолзависимой 
ХЛ при фагоцитозе. Это усиление ин-
терпретируют |8, 15] как результат 
активации пероксидазо-оксидазной си-
стемы лейкоцитов. Возрастание ХЛ 
цельной крови наблюдали во всех кю-
ветах с пептидом только при индук-
ции фагоцитоза. Люминолзависимую 
ХЛ фагоцитирующих нейтрофилов свя-
зывают с образованием в псроксидаз-
ной системе хлорноватистой кислоты, 
которая реагирует с люминолом |6, 
8]. Результатом этой реакции являет-
ся эмиссия света. Однако пероксидаз-
ная система может усиливаться как 
от активации фермента псроксидазы, 
так и от усиленного образования пе-
рекиси водорода в результате «дыха-
тельной вспышки» и достаточного при-
сутствия в системе хлорида [13]. Мы 
также предполагаем, что усиление 
люминолзависимой ХЛ при фагоцито-
зе связано с усиленным образованием 
перекиси водорода в процессе «дыха-
тельной вспышки», что в свою оче-
редь приводит к усиленному образо-
ванию хлорноватистой кислоты. 

Полученные данные свидетельству-
ют о том, что in vitro дер морфин мо-
жет усиливать оксидазо-пероксидаз-
ную систему фагоцитов цельной крови 
во время фагоцитоза. Требуются даль-
нейшие исследования возможности 
усиления оксидазо-пероксидазной ак-
тивности нейтрофилов и моноцитов в 
экспериментах in vivo. 

Авторы приносят глубокую благо-
дарность акад. АМН СССР И. П. Аш-
марину за идею проведения настоящей 
работы. 
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I N V I T R О I N F L U E N C E OF THE P E P T I D E 
D-ALA 4 -DERMORPHINE ON THE LIMINOL-
D E P E N D E N T CHEM I L U M I N E S C E N C E O F 

MICE WHOLE BLOOD 

A. R. Monasiyrskaya, W. M. Frolova, A. P. 
Voslryakov, V. S. Gutkin, V. A. Gorbatov, 
V. J. Deigin, E. P. Yarova, V. V. Rogovin 

Inst i tute of Chemical Physics, Academy of Sci-
ences of the USSR, Inst i tute of Experimental 

Veterinary, Moscow 

I n v i t r o effect of biologically active 
D-Ala^-dermorphine on the phagocyt iz ing and 
rest ing cells of mice whole blood was studied 
using luminol-dependent chemiluminescence. 
D-Ala^-dermorphine influenced only on chemi-
luminescence of the phygocytizing cells; maxi-
mal effect was observed at 1.015-10 7 M of 
the peptide. 
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И. II. Прозоровская, С. В. Глиняная, А. А. Дельвиг, С. С. Рудаков, 
Ю. П. Воронцов 

Э К С К Р Е Ц И Я О К С И П Р О Л И Н А С М О Ч О Й 
ПРИ В О Р О Н К О О Б Р А З Н О Й Д Е Ф О Р М А Ц И И Г Р У Д Н О Й К Л Е Т К И 

Н И И медицинской энзпмологии АМН СССР, кафедра детской хирургии II ММИ им. 
Н. И. Пи рогов а 

Воронкообразная деформация груд-
ной клетки (ВДГК) представляет со-
б ой в р ож д е н н ы й д еф ект р а з в и ти я, 
проявляющийся в разном по глубине 
и конфигурации западении грудины и 
передних отделов ребер. Помимо 
внешнего дефекта, при ВДГК наблю-
даются глубокие функциональные на-
рушения, которые обусловливают не-
обходимость хирургического лечения. 
Сложность лечения В Д Г К и неудов-
летворенность его результатами в зна-
чительной мере связаны с отсутстви-
ем четких представлений об этиологии 
и патогенезе этого дефекта развития. 

В настоящее время большинство ав-
торов придерживаются мнения, что 
ВДГК являются проявлением хоидро-
дисплазии с преимущественным пора-
жением реберных хрящей [1, 2, 4, 10]. 
Имеются также отдельные сообщения 
о том, что в значительном числе слу-
чаев ВДГК носит наследственный ха-
рактер, передаваясь по аутосомно-до-
минантному типу [3, 10], или являет-
ся компонентом одного из врожденно-
наследственных синдромов [I, 2, 5 | , 
чаще всего Марфана и Элерса — Дан-
лоса. Все это указывает на полиэти-
ологический характер ВДГК и на не-
обходимость исследования возможно-
сти существования патогенетического 
звена, общего для изолированной и 
синдромальной форм ВДГК, что, по 
нашему мнению, позволит разрабо-
тать методы целенаправленного вме-
шательства в этиопатогенез хондро-
дисплазий. 

Известно, что синдромы Марфана 
и Элерса — Данлоса относятся к груп-
пе «синдромов дисплазий» [11]. В об-
зоре [8] даны многочисленные ссыл-
ки на работы, свидетельствующие, что 
примерно у половины пациентов с 
синдромом Марфана наблюдается по-
вышенная экскреция оксипролина с 
мочой, что может служить подтверж-
дением диагноза, однако отсутствие ее, 
как указывает автор, не исключает 
наличия этого синдрома. В литерату-

ре имеются данные, указывающие на 
отклонения в метаболизме коллагена 
и при синдроме Элерса — Данлоса, 
особенно IV типа [9]. Общность ха-
рактера поражения соединительной 
ткани при этих синдромах, а также ча-
стота ВДГК заставили нас обратить 
внимание на характер экскреции про-
дуктов метаболизма коллагена у де-
тей с изолированной формой В Д Г К и 
ВДГК на фоне указанных выше син-
дромов. 

М е т о д и к а 

Исследована моча 16 детей с В Д Г К 
II—III степени до выполнения торакопласти-
ки: у 10 детей ( I I —14 лет) была изолиро-
ванная форма, у 6 (4—14 лет) — синдро-
мальная (у 3 синдром Марфана , у 3 синдром 
Элерса — Д а н л о с а ) , а т а к ж е 9 детей 
(8—14 лет) через 6—8 мес после выполнения 
торакопластики (изолированная форма) и 
3 детей (4—14 лет) с синдромом Элерса 
Данлоса IV типа без В Д Г К . 

Определяли следующие показатели экскре-
ции оксипролина: содержание свободного и 
связанного оксипролина (в составе пептидов 
с молекулярной массой более и менее 700 Д ) , 
что д а в а л о в сумме содержание общего окси-
пролина, в миллиграммах па 100 мл мочи. 
Содержание свободного и связанного окси-
пролина в ы р а ж а л и в процентах от его общего 
содержания. Вычисляли т а к ж е соотношение 
оксипролина и креатин и на в миллимолях на 
I моль, отношение свободного оксипролина к 
связанному в пептидах с мол. массой более 
700 Д и отношение пептидосвязанного окси-
пролина > 7 0 0 Д / < 7 0 0 Д ) . 

Д л я анализа использовали утреннюю пор-
цию мочи, которую в объеме 50 мл фрак-
ционировали на колонке ( 5 x 7 0 см) с сефадек-
сом G-10 при автоматической регистрации оп-
тической плотности на выходе из колонки при 
длине волны 280 им. Возможность использо-
вания утренней порции мочи для определения 
указанных выше показателей экскреции окси-
пролина была нами продемонстрирована ранее 
у здоровых детей и взрослых [4]. Кроме того, 
при параллельном анализе утренней порции и 
суточной мочи не было выявлено статистически 
значимой разницы между полученными резуль-
татами. Эти исследования были проведены у 
10 пациентов с В Д Г К . 

Оксипролин в составе пептидов с моле-
кулярной массой более 700 Д определяли 
после кислотного гидролиза в материале пер-
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количества оксипролина, определенного в м а -
териале второго пика после кислотного гид-
ролиза. Содержание оксипролина в материале 
первого и второго пиков суммарно составляло 
общее содержание оксипролина (см. рисунок) . 

Оксипролин определяли но методу | 6 | , 
креатинин — по методу [3]. 

В качестве нормы использовали показатели 
экскреции оксипролина, полученные при иссле-
довании мочи 24 здоровых детей в возрасте 
от 3 до 14 лет [4]. Статистически значимых 
различий в показателях экскреции оксипро-
лина между возрастными группами 3—8 лет 
(12 детей) и 9—14 лет (12 детей) не обна-
ружено. 

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

Результаты определения показате-
лей экскреции оксипролина в утрен-
ней порции мочи после ее фракциони-
рования на сефадексе G-10 представ-
лены в таблице. 

Сравнительный анализ показателей 
экскреции оксипролина в пределах 
группы с синдромальной формой 
ВДГК выявил статистически значи-
мые различия только в относительном 
содержании свободного оксипролина, 
которое было выше при синдроме 
Элерса — Данлоса ( р < 0 , 0 0 1 ) и ок-
сипролина в составе пептидов с мол. 
массой более 700 Д, которое было ни-

Показатели экскреции оксипролина у детей ( М ± т ) 
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Изолированная 
форма В Д Г К 11 — 14 10 2 , 6 ± 0 , 2 1 6 , 2 ± 1 , 5 1 , 6 ± 0 , 2 25,3=1=2,4 0,06 ± 0 , 0 0 9 0 , 3 6 ± 0 , 0 5 

Синдромальиая 
форма В Д Г К : 4—14 

па фоне 
синдрома 
Марфана 32 2 , 4 ± 0 , 4 11Л ± 2 , 7 1 , 0 + 0 , 0 7 30,2=1=2,9 0,03 ± 0 , 0 0 5 0 , 4 4 ± 0 , 0 7 

на фоне 
синдрома 
Элерса — 
Данлоса 3 3 , 0 ± 0 , 4 1 4 , 4 ± 3 , 6 6,3=1=0,4 20,6=1=1,8 0,31 ± 0 , 0 4 0,28 ± 0 , 0 4 

Синдром 
Элерса — 
Данлоса 
IV типа 4—14 3 5 , 4 ± 0 , 7 2 5 , 7 ± 0 , 5 7,2=1=1,0 20,5=1=3,4 0 , 3 7 ± 0 , 1 0 , 2 9 ± 0 , 0 6 

Изолированная 
форма В Д Г К 
через 6—8 мес 
после торако-
пластики 8—14 9 4 , 9 ± 0 , 4 3 3 , 4 ± 3 , 4 2,6=1=0,1 2 6 , 6 ± 1 , 4 1 , 0 0 ± 0 , 0 0 7 0 , 3 8 ± 0 , 0 3 

Здоровые дети 3—14 24 4 , 9 ± 0 , 8 3 2 , 2 ± 1 , 8 2,6=1=0,4 32,0=1=2,4 0 , 0 8 ± 0 , 0 0 6 0 , 4 9 ± 0 , 0 5 

Характерный профиль функционирования мочи 
(50 мл) у детей 3—14 лет на колонке ( 5 х 

Х 7 0 см) с сефадексом G-10. 
Элюат — 0,01 М раствор аммиака. Пунктиром отмо-
чена зона выхода свободного оксипролина. По оси 
абсцисс — количество элюата (в мл), по оси орди-
нат — единицы оптической плотности при 280 им. 

вого пика, свободный оксипролин — в мате-
риале второго пика без предварительного гид-
ролиза. Выход свободного оксипролина имен-
но с этим пиком был подтвержден опытами 
с добавлением 1 мг оксипролина на 50 мл 
мочи. Оксипролин в составе пептидов с 
мол. массой менее 700 Д вычисляли вычита-
нием количества свободного оксипролина из 
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же при этом синдроме ( р < 0 , 0 5 ) ; ве-
личина отношения свободного оксипро-
лина к пептидосвязанному ( > 7 0 0 Д) 
при синдроме Марфана была в К) раз 
меньше, чем при синдроме Элерса — 
Данлоса. 

Между изолированной и синдро-
мальной формой ВДГК значимые раз-
личия были обнаружены опять же в 
содержании свободного оксипролина, 
которое было ниже при синдроме Мар-
фана ( р < 0 , 0 5 ) и выше при синдроме 
Элерса — Данлоса (р<0,()()1), чем в 
случае изолированной формы, и в ве-
личине отношения свободного окси-
пролина к пептидосвязанному 
(>>700 Д) с той же статистической 
значимостью разницы. 

По сравнению со здоровыми детьми 
того же возраста содержание общего 
оксипролина и в пересчете на креати-
нин как при изолированной, так и при 
синдромальной форме ВДГК было 
значимо ниже ( р < 0 , 0 1 и < 0 , 0 5 со-
ответственно; р < 0,001); относитель-
ное содержание свободного оксипро-
лина при изолированной форме ВДГ1\ 
и ВДГК на фоне синдрома Марфа-
на — ниже ( р < 0 , 0 5 и < 0 , 0 1 соответ-
ственно), а на фоне синдрома Элер-
са — Данлоса — выше (р<0 ,0 ( )1 ) . 
Относительное содержание связанного 
оксипролина в пептидах с мол. мас-
сой >>700 Д и отношение пептидосвя-
занного оксипролина >>700 Д / < 7 0 0 Д 
при изолированной ВДГК и В Д Г К на 
фоне синдрома Марфана оставались 
в пределах нормы, однако при В Д Г К 
на фоне синдрома Элерса — Данлоса 
эти показатели были значимо ниже 
нормы ( /?<0,001 и р < 0 , 0 5 соответст-
венно) . Отношение свободного окси-
пролина к пептидосвязанному 
(>>700 Д) при изолированной форме 
ВДГК было в пределах нормы, при 
ВДГК на фоне синдрома Марфана -
ниже нормы ( р < 0 , 0 0 1 ) , а на фоне 
синдрома Элерса — Данлоса — вы-
ше нормы ( р < 0 , 0 0 1 ) . 

Таким образом, для В Д Г К незави-
симо от ее формы характерно сни-
женное содержание общего оксипро-
лина по сравнению с показателями у 
здоровых детей того же возраста, что, 
вероятно, свидетельствует о снижен-
ном синтезе коллагена. По данным ли-
тературы [8], при синдроме Марфана 
(без указания на наличие ВДГК) 
экскреция оксипролина либо повыше-
на, либо находится в пределах нормы. 

При синдроме Элерса — Данлоса без 
В Д Г К мы также не обнаружили сни-
женной экскреции оксипролина. Все 
это указывает, что сниженная экскре-
ция оксипролина с мочой при синдро-
мах Марфана и Элерса — Данлоса 
связана с наличием ВДГК. Характер 
изменений показателей свободного и 
пептидосвязанного оксипролина при 
сиидромальиых формах В Д Г К свиде-
тельствует о специфическом наруше-
нии процесса деградации коллагена у 
этих больных, что может быть обус-
ловлено или изменением активности 
коллагенолитических протеаз, или же 
структурными особенностями коллаге-
новых фибрилл [9]. Нарушения в со-
отношении свободного и пептидосвя-
занного оксипролина ассоциируются 
с наличием рассматриваемых синдро-
мов и, по-видимому, не связаны с при-
сутствием или отсутствием ВДГК. Эти 
наблюдения дают основание предпола-
гать существование различных меха-
низмов нарушения метаболизма кол-
лагена, один из которых приводит к 
развитию ВДГК. 

В пользу этого предположения сви-
д етельству ют по к а з а тели экскреции 
оксипролина, определенные у пациен-
тов с синдромом Элерса — Данлоса 
IV типа без ВДГК, и сопоставление 
их с показателями у пациентов с 
ВДГК на фоне этого синдрома. За 
исключением значимых различий в со-
держании общего оксипролина и ве-
личине соотношения оксипролина и 
креатинина ( р < 0 , 0 5 ) показатели экс-
креции оксипролина у детей при синд-
роме Элерса — Данлоса с ВДГК и 
без нее были сходными: более высо-
кое по сравнению с нормой содержа-
ние свободного оксипролина ( / ? < 
< 0 , 0 0 1 ) , более низкое содержание 
пептидосвязанного ( > 7 0 0 Д) окси-
пролина ( р < 0 , 0 0 1 и < 0 , 0 5 ) и соот-
ветственно в 4—5 раз выше нормы от-
ношение свободного и пептидосвязан-
ного ( > 7 0 0 Д) оксипролина ( р < 
< 0 , 0 0 1 и < 0 , 0 1 ) и ниже нормы ве-
личина отношения пептидосвязанного 
( > 7 0 0 Д / < 7 0 0 Д) оксипролина 
( р < 0 , 0 5 ) . 

Таким образом, повышенное отно-
сительное содержание свободного ок-
с и п р о л и н а и сниженное с о д е р ж а и и е 
пептидосвязанного ( > 7 0 0 Д) харак-
терно, по-видимому, именно для этого 
синдрома, несмотря на гетерогенность 
его проявлений и множественность ти-
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нов, и не связано с ВДГК как тако-
вой. 

Показатели экскреции оксипролина 
с мочой у больных с изолированной 
формой ВДГК через 6—8 мес после 
вы пол нс иия торакопластики не име-
ли статистически значимых отличий 
от показателей у здоровых детей то-
го же возраста, что указывает на нор-
мализацию метаболизма коллагена 
(см. таблицу). По-видимому, регенера-
ты, которые образуются из оставлен-
ной надхрящницы, качественно отли-
чаются от удаленных хрящей. Эти ка-
честв е н н ы е отл и ч и я п роя в л я юте я в 
нормализации к о л л а г е н о о б р а з о в a 11 и я, 
что, предположительно, может быть 
обусловлено либо «переключением» ге-
нетического аппарата хондроцитов на 
и о рм аль ную работу, либо ко и курен т -
ной заменой диспластичных хрящевых 
клеток на нормальные. 

Сделанные наблюдения могут быть 
полезны для оценки лечения пациен-
тов с воронкообразной деформацией 
грудной клетки, а также при установ-
лении диагноза синдрома Элерса -
Данлоса в качестве вспомогательной 
информаци и. 
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EXCRETION ОЕ 11YDROXYPROIJNE WITH 
U R I N E IN F U N N E L C H E S T D E F O R M A T I O N 

N. N. Prozorovskaya, S. V. Glinyanaya, A. A. 
Del'vig, S. S. Rudakov, Yu. P. Voronlsov 

Ins t i tu te of Medical Enzymology , Academy of 
Medical Sciences of the USSR, N. 1. P i rogov 

II Medical School, Moscow 

Excret ion of hydroxypro l ine with urine w a s 
studied in 16 children with localized form of 
funnel chest de format ion s imul taneous ly with 
M a r p h a n e and Elers -Danlos syndromes , in 
9 children with the localized form of deforma-
tion within 6-8 months a f te r thorax surg ica l 
plast ic opera t ion as well as in 3 children wi th 
E le r s -Danlos syndrome but wi thout funne l 
chest deformat ion . Funnel chest deformat ion of 
the I l - l I I degree, independent ly of its form, 
w a s accompanied by a decrease of total hyd-
roxyprol ine in ur ine as compared with hea l thy 
children of the similar age. The hydroxypro l ine 
excretion w a s normal ized a f te r t h o r a c o p l a s t y 
opera t ion in the children with localized form 
of the chest deformat ion . In Ele rs -Danlos synd-
rome, independent ly on presence or absence of 
the chest deformat ion , relat ive content of free 
hydroxyprol ine w a s increased in urine, while 
the pept ide-bound amino acid was decreased 
(pept ides with molecur m a s s above 700 dal-
tons ) ; this phenomenon appea r s to be a cha-
racter is t ic property of the syndrome. 

УД к () 12.115.35-088.1 -|-(> 1 (>. 151.55-074 

О. А. Маркова, В. В. Калашников, В. Б. Хватов 

В Ы Д Е Л Е Н И Е И Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А А Н Т И Т Р О М Б И НА-111 
ИЗ П Л А З М Ы К Р О В И Ч Е Л О В Е К А 

Московский Н И И скорой помощи им. Н. В. Склифосовского 

Аититромбин-Ш (AT-III), или ко-
<|) а кто р ге п а р и на, я в л я ется в а ж и ы м 
регулятором свертывающей системы 
крови, ингибирующим сериновые про-
теиназы: тромбин, калликреин, плаз-
мин и активированные факторы VII, 
IX, X, XI, XII [8, 18]. Косвенно он 

способен инактивировать V, VIII и 
XIII факторы свертывания крови. 
Имеются отдельные сообщения о на-
следственном дефиците AT- III [13, 
15]. Отмечено значительное снижение 
его активности при циррозе печени 
[15], ДВС [2, 6, 19] и других тромбо-
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тических состояниях [22 | . Это опреде-
ляет важность исследования активно-
сти AT-I1I у этих больных. 

Активность AT-111 в настоящее вре-
мя определяют различными методами: 
коагулогическими, амидолитическими, 
и м му н о л о ги чес к и м и. В к л и 11 и чес кой 
пр а ктике встр е ч а ютея т рудности п р и 
использовании только коагулогичес ко-
го метода, так как лечение больных 
гепарином может привести к ложным 
результатам определения этого белка. 
В этой связи перспективным является 
внедрение в ы со ко чу вст в и тел ь 11 ы х к о л и -
чествеииых иммунохимических мето-
дов определения AT-III в плазме кро-
ви, моче и других биологических жид-
костях больных. Для их внедрения не-
о б х од и м о получен и е м о н ос п е ц и ф и ч е -
ской антисыворотки к этому белку. 

Настоящая работа посвящена спо-
собу выделения и очистки препарата 
AT-I1I человека, необходимого для по-
лучения моноспецифических аитисыво-
роток. В основе его лежит метод, при-
веденный в работе [16], предусматри-
в а ю т и й приме н е 11 и е б и осп еци ф и ческо й 
хроматографии на гепарин-сефарозе. 

М е т о д и к а 

Материалом для выделения AT-III слу-
жила плазма крови доноров и внезапно 
умерших людей [5]. 

Активность AT-III определяли по методу 
Абильдгаарда [9], содержание антигена -
по методу Оухтерлоии [7J в модификации 
Н. И. Храмковой и Г. И. Абелева [7| с 
использованием антисыворотки к AT-III 
п р о и з в одет в а «С а 1 bi ос h с m - В с h r ing с о г р.» 
(США). Количество белка в пробах устанав-
ливали методом Л о у р и и соавт. [14]. 

Электрофорез в 7 % ПААГ проводили с 
использованием реактивов и методических 
разработок фирмы «Reanal» ( В Н Р ) | 12 | . По-
ложение AT-III на электрофореграмме опре-
деляли с помощью слитного иммуиоэлектро-
фореза [ 1 ]. 

Изоэлектрическую точку препарата AT-III 
находили методом изохромофокус иро ва и ия 
[21]. Относительную молекулярную массу 
определяли методом гель-фильтрации через 
сефадекс G-200 [4]. 

Гепарин-сефарозу готовили иммобилиза-
цией гепарина фирмы «Sigma» (США) на се-
фарозе 4В, активированной CNBr, согласно 
рекомендациям фирмы «Pharmac ia Fine Che-
micals» (Швеция) . 

Выделение и очистка AT-III. 
плазму центрифугировали 20 
3000 об/мин и дефибринировали, 
0,1 объема 5 % СаС12 и раствор 
конечной концентрации 0,25 ед/мл. После ин-
кубации смеси в течение 20 мин при 37 °С 
фибриновый сгусток удаляли фильтрованием 
через 2 слоя марли. 

Полученную сыворотку обрабатывали 

900чп 

Донорскую 
мин при 
п р иба в .л я я 

ромбина до 

Рис. 1. Получение AT-I I I из плазмы крови че-
ловека. 

а — аффинная хроматография па гепарин-сефарозе 
4B. Размер колонки — 3X10 см; высота геля — 5 см; 
0,05 М трис-HCI буфер рН 7,4; скорость элюции -
20 мл/ч, объем фракции — 10 мл; б — хроматогра-
фия па целлюлозе ДЕ-32. Размер колонки — 1X5 см; 
высота геля — 4 см; 0,05 М трис-HCI буфер р Н 7,4; 
скорость элюции — 20 мл/ч; объем фракции — 6 мл; 
в — гель-фильтрация через сефадекс G-200. Размер 
колонки — 2X80 см; высота геля — 64 см; 0,05 М 
трис-HCI буфер рН 7,4; скорость элюции — 12 мл/ч, 
объем фракции — 3 мл. 1 — нанесение образца; элю-
ции стартовым буфером, содержащим 0,15 м NaCl 
{2), 0,40 М NaCl (3) и 2,0 М NaCl (4), 5 — элюция 
стартовым буфером без NaCl; б — градиентная элю-
ция с изменением концентрации NaCl от 0 до 1,0 М. 
Заштрихованы объединенные фракции, содержащие 

A T - I I I . 

( N H ^ S O , , при 50 % насыщении, д о б а в л я я 
31,2 г сухой соли на 100 мл. Осадок, обра-
зовавшийся в течение ночи при 4 °С, отделяли 
центрифугированием 30 мин при 3000 об/мин. 
Иадосадок (153 мг белка) диализовали в те-
чение ночи против проточной воды и нано-
сили на колонку ( З х Ю см) с высотой геля 
гепарин-сефарозы 4В 5 см, забуференного 
0,05 М трис-ITCl буфером рН 7,4, содержа-
щим 0,15 М NaCl (рис. I, а). Колонку про-
мывали сначала стартовым буфером, а затем 
буфером, содержащим 0,4 М NaCl. AT-III 
десорбировали исходным буфером, содержа-
щим 2,0 М NaCl. 

Объединенную фракцию AT-III после 
диализа против воды в течение ночи наносили 
на колонку ( 1 x 5 см) с высотой геля целлю-
лозы ДЕ-32 4 см, уравновешенного 0,05 М 
трис-TTCI буфером рН 7,4. После нанесения 
образца (15 мг белка) колонку промывали 
исходным буфером. AT-III элю провали ли-
нейным градиентом NaCl от 0 до 1,0 М, при-
готовленным на стартовом буфере. AT-III, 
адсорбированный на анион и те, элюировался 
при содержании соли 0,1—0,4 М (рис. 1, б ) . 

63» 



Рис. 2. Дис к-электро-
форез препарата АТ-
III в 7 % ПААГ с по-
следующим иммуно-
проявлеиием (см. схе-

му) . 
1 — плазма донорской 
кроим; 2 — препарат 
А Т - Ш ; 3 — иммуиохи-
мический профиль пре-
парата AT-1I I , выявлеи-

+ ный моноспецифической 
аитисывороткой к этому 

белку. 

Фракции с AT-III объединяли и лиофилизиро-
вали. 

Лиофилизат растворяли в J мл 0,05 М 
трис-HCl буфера рН 7,4 и наносили на ко-
лонку ( 2 X 8 0 см) с высотой геля G-200 64 см, 
уравновешенного тем же буфером. AT-III 
элюировался во 2-м белковом пике, как по-
казано на рис. I, в. Эти фракции объединя-
ли, лиофилизировали и хранили при 4°С. 

Получение и стандартизация антисыво-
ротки к АТ-Ш. В работе использовали кро-
ликов породы шиншилла массой 2,5—4 кг. 
Материалом для иммунизации служил очи-
ще п 11 ы й ripe и а р а т AT -1М, с о д е р ж а щ и й 
1,0—2,0 мг белка. Применялась следующая 
схема иммунизации: 2 мг белка в I мл воды 
в смеси с равным объемом полного адъюваи-
та Фрейнда вводили подконъюнктивально в 
оба глаза и подкожно в 5 мест. Впоследствии 
проводили 3 инъекции этого же количества 
белка с интервалом в 9 дней, чередуя места 
введения (подкожно, внутримышечно, под-
кожно) . 

Взятие крови начинали на 7-й день после 
последней инъекции из краевой вены уха кро-
лика и продолжали в течение 20 дней. Полу-
ченную антисыворотку консервировали ази-
дом натрия (0,2 %) и хранили 2—3 года 
при 4 °С. 

Анализ антисывороток включал определе-
ние преципитирующих антител к препарату 
AT-III с помощью иммунодиффузиониого ана-
лиза по методу Оухтерлони [7] и иммуио-
электрофореза по методу Грабаря [3]. Пре-
1i и п и т и р у ю щ и с а н т и с ы в о р о т к и и с п о л ь з о в а л и 
для выведения стандартной тест-системы к 
изучаемому белку по методу Н. И. Храмовой 

и Г. И. Абелева [7], которая стандартизиро-
валась коммерческой антисывороткой к 
А Т - Ш фирмы «Calbiochem-Behr ing corp.» 
(США). 

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

AT-III выделяли из плазмы донор-
ской и трупной крови с содержанием 
ингибитора около 200 мкг/мл, что со-
ставляет 0,25—0,30 % от общей кон-
центрации белка в плазме. 

Р ез у л ьт а т ы фрак ц ионирования, по-
лученные при проведении одного из 
трех идентичных опытов, представле-
ны в таблице. Выход АТ-Ш по белку 
составил 0,015% от общего белка 
плазмы и 6 % от общего содержания 
ингибитора. 

Аналогично выделяли АТ-Ш из 
плазмы трупной крови, которая может 
служить полноценным дополнитель-
ным сырьем для получения этого ин-
гибитора. 

В предлагаемом методе получения 
AT-III по сравнению с ранее извест-
ными [8, 11, 16] сокращено число эта-
пов очистки, а потеря белка сведена к 
минимуму. 

О ч и щейн ы й п р en а р ат AT -111 п р ед-
ставлял собой порошок белого цвета, 
хорошо растворимый в воде, буфер-
ных и солевых растворах. 

Д и ск-э л ектр о ф о р ет и ч ее к и й а и а л и з 
препарата в 7,0 % ПААГ показал его 
гомогенность и электрофоретическую 
ПОДВИЖНОСТЬ (Х2-ГЛОбуЛИНОВ ( р и с . 2 ) . 

Относительная молекулярная масса 
очищенного препарата AT-III, опреде-
ленная методом гель-фильтрации че-
рез сефадекс G-200, составляет 6500 Д, 

J 

1 я 
Ш . ГШ 1 

Выделение и очистка AT-111 из плазмы донорской и трупной крови 

Донорская кровь Трупная кровь 

Этап очистки объем, 
мл 

обший 
белок, мг 

А Т - Ш , 
м г 

степень 
очистки, % 

объем, 
мл 

общий 
белок, мг 

A T - I 1 I , 
м г 

степень 
очистки, 

% 

Плазма крови 
Осаждение 

(NI-I4)2 SO4 
Аффинная хро-

матография 
на гепарин-
сефарозе 4 В 

Хроматография 
на целлюлозе 
ДЕ-32 

Гель-фильтра-
ция через се-
фадекс G-200 

1 200 

1 340 

150 

42 

44 

84 000 

25 460 

30 

17 

13 

230 

164 

25 

16 

13 

0,3 

0,6 

83 

94 

100 

1 200 

1 420 

144 

44 

44 

78 000 

25 560 

28 

18 

13 

230 

173 

24 

17 

13 

0,3 

0,7 

86 

94 

100 

П р и м е ч а и и е. Представлены результаты типичной серии опытов. 
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Рис. 3. Сравнитель-
ный пммуиохимиче-
ский анализ антисы-

вороток к AT-III . 
/ - аитисыворотка к 
Л Г- I I I ; 2 коммерче-
ская аитисыворотка к 
Л Г-111 фипм ы «СаIhi<)-
chem Belirintf corp.» 
(США); ;i стандарт-

ный препарат A T - I I I . 

что соответствует ранее получен-
ным данным [16, 20]. Изоэлектриче-
с к а я то ч к a AT-III, на й д с иная м ето д о м 
и зо х р о м о ф о к у с и р о в а и и я, в с р е д нем 
равна рН 4,9±0,1 , что также согласу-
ется с данными литературы [10]. 

Выделенный препарат AT-III отно-
сится к числу хорошо иммуиогеииых 
белков, что проявляется высоким ка-
чеством антисывороток при использо-

2 

5 

/ 
5 

3 

б 

Рис. 4. Иммуноэлектрофоретический анализ 
антисыворотки к AT-III . 

а акт'псынорочка к белкам плалмы крови челове-
ка; С) аитисыворотка к A T - I I I . / плаима донор-
ской крови; 2 препарат A'T-111; 3 илалма ка-

даверио/i крови. 

3 В-сы мед. химии № 3 

вамии его для иммунизации кроликов. 
Идентичность полученной нами и ком-
ме р ч ее кой a 11 т и с ы во рото к 11 р едет а вл е -
на на рис. 3. Титр антител в них 
1/16—1/32, что сопоставимо с зару-
бежными аналогами. 

И м м у и оэ л е кт р о ф о р ет и ч ее к и й а пали з 
показал, что аитисыворотка к AT-III 
моиоспецифична (рис. 4). Это иод 
тв е р ж д а ет единственная дуга н р е ц и -
цитации, выявленная как в очищенном 
препарате AT-III, так и в плазме до-
норской или трупной крови. Получен-
ные антисыворотки не уступали ком 
мерческим по содержанию специфиче-
ских антител и аффинности. 

Таким образом, разработанный спо-
соб очистки AT-III человека позволя-
ет получить препарат белка высокой 
степени чистоты, который с успехом 
может применяться для получения мо-
поспецифпческих антисывороток и соз-
д a 11 и я сер од и а г н ости ку м о в. 
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tov 
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Highly purified prepara t ion of an t i th rom-
bin III (AT III) w a s obta ined from h u m a n 
blood plasma. Efficiency of the procedure de-
veloped w a s corroborated by s tudies of physico-
chemical propert ies of the prepara t ion . The 
AT III prepara t ion was used for product ion of 
monospecif ic an t i se rum. The ant isera prepared 
were a n a l o g o u s to the commercia l ly ava i l ab le 
ant isera in content of specific ant ibodies , aff i -
nity propert ies and might be used for deve-
lopment of sera for serodiagnost ics . 
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А. А. Фишер, E. II. Калюжная, С. К. Саха 

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

Кафедра терапии педиатрического факультета Кубанского медицинского института, 
Краснодар 

При изучении молекулярных основ 
генеза язвенной болезни и ее осложне-
ний все большее внимание привлека-
ют простагландины (ПГ) . ПГ тесно 
связаны по крайней мере с двумя 
группами механизмов, имеющими не-
посредственное отношение и к разви-
т и ю г е м о р р а ги ч ее к их о с л о ж и е и и (1 
(ГО) язвенной болезни гемостати-
ческих и местных гастродуоденальных. 
ПГ активно участвуют в агрегацион-
пой функции тромбоцитов (тромбокса-
пы), антиагрегаитной активности сосу-
дов (простациклин), изменениифибри-
иолитической системы крови и др. [17, 
24, 26, 34]. Основные гастродуоденаль-
ные функции, опосредуемые и модули-
руемые различными ПГ, включают 
ст и м у л я ци ю н р оду к 11 и и б и к а р бо 11 а то в 
и слизи, подавление секреции кислоты 
и, возможно, пепсина, регуляцию мо-
торики, трофики н кровоснабжения 
гастродуоденальмой зоны [1, 4, 6, 23, 
28]. Хотя значение ПГ в ульцерогене-
зе и развитии ГО еще остается неяс-
ным, факт их важной физиологической 
роли в регуляции гастродуоденальных 
функций п гемостаза уже пе вызывает 
сомнений, и началось практическое ис-
11 ол ьзов а и и е П Г и и х с и 11 тет и ч ее к и х 
аналогов с лечебной целью при язвен-
ной болезни 119, 22, 32]. 

У больных язвенной болезнью две-
надцатиперстной кишки с ГО в анам-
незе снижена агрегациониая актив-
ность кровяных пластинок (КГ1), но 
причина этого пе установлена [3, 10, 
15]. Результаты, полученные в нашей 
клипике, свидетельствуют, что да11по-
му феномену сопутствует низкая про-
стациклингенерирующая способность 
сосудистой стенки [9, 12], и эти от-
клонения закономерно сочетаются с 
гиперсекрецией кислоты и недостаточ-
ным выделением бикарбонатов [ 13]. 
Это позволило предположить, что об-
щим механизмом нарушения сосуди-
сто-тромбоцитарного гемостаза и сек-
реторной деятельности желудка явля-
ется недостаточный синтез ПГ в сосу-
дистом эндотелии, КП и слизистой 
оболочке желудка [13]. 

Поскольку ключевой реакцией в кас 
к аде биохимических превращений, обе-
спечивающих продукцию ПГ, является 
активация циклооксигеиазы жирных 
кислот, один из общепринятых спосо-
бов оценки роли эндогенных ПГ изу-
чение тех или иных функций до и пос-
ле блокады указанного энзима. Наи-
более известные ингибиторы циклоок-
сигеиазы — нестероидные противовос-
палительные средства (МПС): аспирин, 
вызывающий ее необратимое ацетили-
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рование, иидометацин и др. Если эндо-
генные ПГ действительно влияют на 
изучаемую функцию, то торможение 
I {и к л оо кс и ге и а з ы дол ж и о в ы з ы в а т ь 
3 ф ф е к т ы, н р о т и в о п о л о ж и ы е д е й с т в и ю 
ПГ. 

Исходя из этих предпосылок, в на-
стоящей работе предпринят сопостави-
те л ы I ый анализ вли я 11 ия иидо м етаци -
на и аспирина па агрегационную фун-
кцию КП и аитиагрегантную актив-
ность сосудов, а также индометаци-
на — на б а зальную и стимулирован-
ную гистамином секрецию кислоты, 
бикарбонатов и пепсина у больных 
неосложненной и осложненной крово-
течением (в анамнезе) язвенной болез-
нью двенадцатиперстной кишки. В та-
ком аспекте эти вопросы еще не ис-
следовались, а немногочисленные дан-
ные литературы о влиянии индомета-
цпна на желудочную секрецию весьма 
разноречивы [18, 21, 41]. 

М с т о д и к а 
О б с л е д о в а н о 67 человек (63 мужчины, 

4 ж е н щ и н ы ) : 10 здоровых в возрасте от 18 
до 43 лет (в среднем 37,3zfc2,7 года ) , 
27 больных неосложненной язвенной болезнью 
д в е н а д ц а т и п е р с т н о й кишки в возрасте от 16 
д о 58 лет (в среднем 3 6 , 0 ± 2 , 3 года) и 
30 больных д у о д е н а л ь н о й язвой, осложненной 
кровотечением в анамнезе , в возрасте от 15 
до 54 .чет (в среднем 3 5 , 9 ± 2 , 0 г о д а ) . Среднее 
число кровотечений у одного больного 1,3. 

Гемостатические исследования включали 
определение агрегационной функции КП и 
а и тиаг ре га и тной а кг и в иости сосудис то й с те и -
кп. Кровь брали утром н а т о щ а к в условиях , 
близких к основному обмену; ж е н щ и н обсле-
д о в а л и в м е ж м е н с т р у а л ь н о м периоде. Бога-
тую тромбоцитами плазму ( 2 - Ю 5 КП в 
1 мкл) получали из крови, с табилизирован-
ной цитратом. Агрегационную активность КП 
изучали фотометрическим методом [16| с гра-
фической записью процесса [35| на потен-
циометре 11-399. Индуктором агрегации слу-
ж и л свежеприготовленный раствор А Д Ф 
фирмы «Reana l» ( В Н Р ) в конечной концент-
рации 20 мкг/мл. При р а с ш и ф р о в к е агрегато-
г р а м м ы КП учитывали обычные п а р а м е т р ы и 
в ы ч псляли ии тегр ал ьн ы й показатель агрега-
ции — А л д Ф ' который увеличивается про-
порционально с н и ж е н и ю упомянутой функции 
1101. Аитиагрегантную активность сосудистой 

•стенки определяли методом венозной окклю-
зии [2]. Оценивали степень т о р м о ж е н и и агре-
гации КП при добавлении к ним бедной 
тромбоцитами плазмы, полученной после 
5-минутного венозного застоя , вызванного 
наложением м а н ж е т ы с ф и г м о м а н о м е т р а на 
плечо с давлением, равным среднему м е ж д у 
систолическим и диастолическим. Кроме того, 
рассчитывали индекс антиагрегаитной актив-
ности сосудистой стенки (И) по формуле : 

А Д Д Ф п о с л е в е н о с т а з а — А Д Д Ф ис-
ходный 

И 

3 * 

I е м оста тическ ие исследован и я и роводили 
д о и через 3 ч после о д н о к р а т н о г о приема 
внутрь индометацина в дозе 50 мг, а т а к ж е 
до и через 22 ч после приема аспирина в дозе 
500 мг. Эти IT ПС в таких д о з а х и в указан -
ные временные интервалы в ы з ы в а ю т резкое 
тор м о ж с н и е с и и тез а П Г [31, 36 J. 

Секреторную деятельность ж е л у д к а изуча-
ли утром н а т о щ а к через 12—14 ч голодания 
и ие ранее, чем через 24 ч после отмены всех 
лекарственных средств по методике, описан-
ной ранее [8, 11]. После у д а л е н и я остатка 
голодного ж е л у д к а проводили пробу на пол-
ноту аспирации ж е л у д о ч н о г о сока и правиль-
ность р а с п о л о ж е н и я зонда [11], в течение 
60 мин исследовали б а з а л ь н у ю секрецию. З а -
тем в ж е л у д о к через зонд вводили 50 мг ин-
д о м е т а ц и н а в 100 мл дистиллированной воды 
и п р е к р а щ а л и исследование на 60 мни, после 
чего оценивали влияние препарата на желу-
дочную секрецию — нестимулированную (в 
течение 1 ч) и с т и м у л и р о в а н н у ю гистамином 
д и г и д р о х л о р и д о м сначала в с уб максима льной 
дозе (0,009 мг/кг; I ч), з атем в максималь -
ной (0,024 мг/кг; 1 ч). Д л я устранения побоч-
ного действия максимальной дозы гнетамина 
за 30 мин до его введения внутримышечно 
инъецировали 2 мл I % раствора супрастина . 
В контрольном исследовании о п р е д е л я л и се-
креторную деятельность ж е л у д к а в базальном 
периоде и в ответ на введение тех же д о з 
гнетами на. 

Ж е л у д о ч н ы й сок собирали постоянной руч-
ной аспирацией 15-минутным и порциями. 
В к а ж д о й порции измеряли объем, кислот-
ность (индикатор нейтральный красный) , ос-
молярность (на приборе Е. О. Б е к м а н и а ) , ак-
тивность пепсина с использованием эталона 
свиного кристаллического пепсина | 7 | . Рассчи-
тывали парциальные объемы бикарбонатного и 
кислого компонентов в ж е л у д о ч н о м соке, вы-
р а б о т к у и к о н ц е н т р а ц и ю б и к а р б о н а т о в в нем 
[20 | . Вычисляли абсолютную (истинную) вы-
работку кислоты (ВКм) и определяли соотно-
шение м е ж д у продукцией б и к а р б о н а т о в и кис-
лоты (ВВ/ВКп)-

Ц и ф р о в ы е р е з у л ь т а т ы о б р а б о т а н ы стан-
д а р т и ы ми м е то д а м и в а р и а ц и о н н о й статистики, 
в к л ю ч а в ш и м и / -критерий Стыодепта для пар-
ных измерений, %2-критерий и корреляционный 
анализ . Кроме того, определяли прогностиче-
скую и н ф о р м а т и в н о с т ь чувствительность , 
специфичность, эффективность , предсказатель -
ную ценность положительного и отрицательно-
го р е з у л ь т а т о в [25]. 

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

П о л у че н 11 ы с данные демон ст р и р у ют, 
что блокада циклооксигеиазы отчетли-
во изменяет агрегационную активность 
КП, аитиагрегантную способность со-
судистой стенки и работу секреторного 
аппарата желудка, при этом степень 
и знак реакции существенно зависят 
от формы заболевания. 

Сначала рассмотрим эффекты индо-
метацина. У здоровых лиц, как и сле-
довало ожидать, через 3 ч после прие-
м а и и до м ет а ц и н а и а б л ю д а етс я в ы р а-
женное угнетение агрегационной ак-
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Влияние индометацина на АДФ-индуцирован-
ную агрегационную активность КМ у здоровых 
(/) и больных язвенной болезиыо двенадцати-
перстной кишки — иеосложненной ( / / ) и с 

кровотечением в анамнезе ( / / / ) . 
/ исходная величина агрегатограммы; 2 после 
ниедсния индометацина; а и ба.чальмом состоянии; 
6 - после веностаза. Стрелков указан момент вве-

дения А Д Ф . 

тивпости к п и антиагрегантной функ-
ции сосудистой стенки (табл. 1; см. 
рисунок): латентный период агрегации 
KII удлиняется почти в 3 раза (здесь 
и далее указаны только статистически 
достоверные изменения; р<0,05), угол 
наклона агрегатограммы и степень аг-
регации уменьшаются в 2 раза , А Л Д Ф 

возрастает в 2,4 раза, полностью ипги-
С> иру егс я а нтиагрегантная с нос о б 11 ость 
сосудистой стенки. У обследованных 
бол ьн ы х н еосл ож иен и о й д у оде 11 а л ьн о й 
язвой исходные параметры достоверно 
пе отличались от таких же в контроль-
ной группе. Иидометации вызывал у 
них сходные с таковыми у здоровых 
реакции, т. е. депрессию агрегациоп-
иой активности КП (время агрегации 
увеличилось на 27 %, угол наклона аг-
регатограммы уменьшился на 31 %, 
А Д Д Ф возрос почти в 2 р а з а ) , и пол-
ное подавление антиагрегантной функ-
ции сосудистого эндотелия. 

Группа лиц с ГО в анамнезе резко 
отличается от здоровых и больных ие-
осложненной дуоденальной язвой по 
исходным гем ост этическим парамет-
рам, особенно по реакции на иидоме-
тации. У этой группы агрегациоииая 
способность КП, судя по А Д Д Ф , В сред-

нем в 1,ь рааз ниже, чем в двух дру-
гих, и веностаз не вызывает антиагре-
гантного эффекта . Индом стации у 
больных с ГО достоверно не влияет 
нп на параметры агрегатограммы КП, 
ни на антиагрегантиую активность со-
судистой стенки. Небезынтересно отме-
тить, что до приема индометацина (в 
исходном состоянии) венозная окклю-
зия ни у кого из здоровых пе вызыва-
ла увеличения проагрегантной актив-
ности плазмы крови. Такой феномен 
(И принимает отрицательные значе-
ния) имел место у 1 больного иеос-
ложненной дуоденальной язвой и у 'А 
больных с ГО в анамнезе. После при-
ема индометацина проагрегантная ак-
тивность плазмы выявлена у 2/3 здо-
ровых, '/г больных иеосложненной дуо-
денальной язвой и 2/б с ГО в анамнезе. 
Этот факт не представляется парадок-
сальным, если учесть, что сосудистая 
стенка содержит вещества пе только 
с аитиагрегантным, но и с проагре-
гантиым действием [5]. В условиях 
блокады ц и к л о о к с и г е и а з ы угнетается 
синтез проста циклима (ПГИ2), наибо-
лее мощного из известных антиагре-
гантов, и, естественно, проявляются 
проагрегантные свойства сосудов. 

Обследованные группы больных ие-
осложненной (1-я группа) и осложнен-
ной кровотечением дуоденальной яз-
вой (2-я группа) по исходным пара-
метрам базалыюй и стимулированной 
гистамином желудочной секреции су-
щественно не различались, по реакция 
на иидометации у них оказалась не-
одинаковой (табл. 2) . В б а з а л ь н о м пе-
риоде иидометации вызвал прирост 
продукции кислоты в 1-й группе па 
109%, во 2-й - т о л ь к о на 71 %, сни-
жение выработки бикарбонатов па 
29 и 17 % соответственно, увеличение 
соотношения В Б / В К и — на 56 и 3 4 % . 
В субмакеималыюм гистамииовом сек-
рете отмечалась такая же тенденция: 
под влиянием индометацина произо-
шло снижение продукции бикарбона-
тов в 1-й группе на 35 %, во 2-й на 
1 9 % , усиление секреции пепсина на 
47 и 3 5 % соответственно, увеличение 
кислотовыделения на 23 % только в 
1-й. При воздействии индометацина на 
фоне максимальной гнетам и новой сти-
муляции в обеих группах не измени-
лась продукция кислоты и в одинако-
вой степени снизилась секреция бикар-
боната (на 38 и 36 % ) , но у лиц с ГО 
меньше снизился коэффициент ВБ /ВКи 
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Т а б л и ц а 1 

Влияние индометацина и аспирина на показатели АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов и антиагрегантной активности сосудистой стенки у здоровых 
и больных язвенной болезнью двенадцатиперстной кишки, иеосложненной и осложненной кровотечением в анамнезе ( Х =tm) 

Иидометации 1 Аспирин 

Параметры 
больные язвенной болезнью двенадцатиперстной кишки 

Параметры иеосложненной с кровотечением в анамнезе иеосложненной с кровотечением в анамнезе 

1 2 1 2 1 ^ 1 2 1 2 

Латентный пе-
риод, с 17 ,4+1 ,9 49,8=i=12,3** 26,64=4,2 26,6=1=3,4 3 1 , 2 ± 4 . 9 * 3 3 . 1 + 4 , 9 4 0 , 2 + 4 , 6 57 ,5+9 .1 6 4 , 5 + 1 1 . 1 6 8 . 5 + 8 , 6 Латентный пе-
риод, с 

25,94:2,6 22,84=2,6 3 8 . 3 + 3 . 8 28,54=2,1 3 3 , 0 + 3 , 7 3 4 , 2 + 8 , 0 6 3 , 8 + 9 , 7 61 ,6+11 ,4 78.0 + 14,2 6 8 . 0 + 8 , 0 
Время агрега-

ции, с 411 .6+40 .9 534,44=51.3 394.14:35,7 502.14=34,8** 465,0=1=37,0 4 7 5 , 2 + 5 0 , 6 521 ,5+59 ,5 577 ,0+25 ,7 6 3 9 , 3 + 2 7 , 1 637 ,2+13 .9 Время агрега-
ции, с 526,84:42.1 441,64=46,8 463,14=31,9 451,94=26,8 483,64=48,7 4 4 3 , 9 + 3 8 , 2 598 ,0+54 ,5 657 ,3+31 ,5 6 5 6 . 2 + 5 2 . 4 6 4 6 , 8 + 1 7 . 9 

Угол агрегации, 
град. 47,94=4,5 24,84=7,5** 50,44=4,0 3 4 , 3 + 4 , 0 * * 38,34=5,9 3 4 , 3 + 4 , 0 4 0 , 8 + 6 , 1 19 .3+4 ,7** 10 ,3+2 ,2 - 11 ,6+3 ,1 Угол агрегации, 
град. 

3 4 , 0 ± 5 , 4 * 31,44=7,4 37,64=4,7* 3 9 , 8 + 3 , 8 3 5 , 9 + 5 , 0 3 9 , 8 + 3 . 8 23 .9=6 .0 - 13 ,5+3,4 1 5 . 1 + 2 . 9 12 .4+3 .4 
Степень агрега-

ции, мм 73,44:5,1 39,64=8,3** 79 .4+4 ,6 51.34=5.2** 6 3 , 3 + 8 , 2 6 0 . 6 + 7 . 6 7 4 , 3 + 8 . 4 3 2 , 1 + 5 . 2 * * 1 8 , 8 + 4 . 1 ' 2 0 , 9 + 6 , 1 Степень агрега-
ции, мм 

58,24:7,7* 42,04=7,8 59.44=4.9* 6 3 , 6 + 5 , 2 5 8 , 3 + 7 . 3 5 5 , 7 + 9 , 0 4 2 , 2 + 8 , 7 * 2 6 , 4 + 7 , 5 2 6 , 9 + 8 , 3 2 5 , 2 + 6 , 8 

Д А Д Ф - >'с л - е д -
1,64=0,3 3,94=0,7** 1,74=0,2 2,94=0.3** 2 , 5 + 0 . 4 2 , 6 + 0 . 4 2 , 7 + 0 , 5 4 , 3 + 0 , 5 * * 5 . 4 + 0 . 4 - 5 , 2 + 0 . 3 

Д А Д Ф - >'с л - е д - 2.7=1=0,3* 2,6d=0.4 2,84=0,3* 2.34=0.2 2 , 6 + 0 . 4 2 , 7 + 0 . 6 4 . 7 + 0 , 8 * 4 . 9 + 0 . 5 5 , 4 + 0 , 8 5 . 2 + 0 . 1 
Индекс анти-

агрегантной 
активности 
сосудов, % 100,64=30,8 —17,64=13,9** 122,54=33,8 —3,44=14,7** —32,8+24,6** 3 4 , 8 + 3 3 , 3 117,0+32.2 26 ,3+18 ,0** 2 , 7 + 1 0 . 7 - 1 , 4 + 4 . 6 

П р и м е ч а н и е . 1 — до, 2 — после воздействия. В числителе — исходная плазма крови, богатая тромбоцитами (2-Ю5 в 1 мкл), в знаменателе — ис 
ходная плазма, к которой добавлена бедная тромбоцитами плазма крови, полученная после 5-минутного венозного застоя. Знаком — отмечены параметры, су 
щественно отличающиеся от одноименных у здоровых лиц (р<0 .05 ) ; точкой—достоверные отличия больных с кровотечением (в анамнезе) от больных неослож 
ненной дуоденальной язвой; одна звездочка — достоверные сдвиги ( р < 0 , 0 5 ) после веностаза. две — после блокады циклооксигеназы. 



Т а б л и ц а 2 
Влияние ' индометацина на базальную и стимулированную гистамином желудочную секрецию у 

больных язвенной болезнью двенадцатиперстной кишки (Х±т) 

Секреторный параметр 
Базальная секреция 

Секреция, стимулированная гнетамином 

Секреторный параметр 
Базальная секреция 

0 , 0 0 9 м г / к г 0 , 0 2 4 м г / к г Секреторный параметр 

1 2 1 2 1 | 2 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

110, § ± 7 , 1 112,1± 12,8 163,3± 12,1 193,8± 13,8 232 ,3± 14,5 261,5±16,1 Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

133,2± 10,1 
4 1 , 5 ± 4 , 5 

121,4± 13,8 
3 1 , 9 ± 3 , 7 

170, 8±10 ,1 
62, 0 ± 3 , 1 

184,8± 14,7 
96,3 ± 4 , 5 

220 ,6± 13,8 
81 ,5±4 ,4 

241,8± 15,0 
110,5±4,1 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

7 8 , 2 ± 6 , 3 * 

4 7 , 9 ± 4 , 3 

5 0 , 9 ± 2 , 8 * 

59 ,2±4 ,9 

9 3 , 7 ± 2 , 8 * 

3 5 , 4 ± 5 , 3 

102,8±4,1 

48 ,5±5 ,1 

116,4 ± 2 , 9 * 

3 0 , 2 ± 4 , 9 

116,7±3,7 

4 6 , 2 ± 4 , 8 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

3 9 , 7 ± 3 , 3 
244,1 ± 4 , 3 

51 ,2±4 ,9 
228,3 ± 5 , 4 

3 2 , 3 ± 6 , 1 
253 ,2±6 ,0 

45,6 ± 4 , 7 
272 ,0±5 ,3 

27,9 ±3,7; 
264 ,2±5 ,2 

34,4 ± 3 , 8 
281,0±5,2 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

265 ,8±5 ,1* 
0 ,29±0 ,04 

2'15,9±6,2* 
0 ,26±0,03 

273 ,9±5 ,6* 
0,41 ± 0 , 0 2 

276 ,5±6 ,5 
0,33 ± 0 , 0 2 

290 ,3±6 ,8 * 
0 ,47±0,04 

288,2±6,1 
0 ,33±0,02 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

0 ,40±0 ,05* 

7,G6± 1,01 

0 ,34±0 ,04* 

7 ,75±1 ,15 

0,52 ± 0 , 0 3 

18,24± 1,69 

0 ,45±0,03 

22,78±1,91 

0,56 ± 0 , 0 3 

27,<10±2,0 7 

0 ,46±0 ,03 

34 ,75±2 ,25 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

12,74±1,25* 
6,31 ± 0 , 8 9 

9 ,87±1 ,17* 
3,88 ± 1 , 0 3 

20,83 ± 1 , 8 3 
15,34±1,52 

22 ,57± 1,89 
19,89 ± 1 , 2 5 

28,63±2,13 
25,09 ±2 ,11 

32 ,02±2 ,19 
31,86 ±2 ,11 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

11,12±1,21* 
3 ,02±0 ,28 

6 ,65±1 ,14* 
3 ,87±0,31 

18,94± 1,65* 
2 ,90±0 ,35 

20 ,23± 1,13 
2 ,89±0 ,30 

27,19±2,04 
2,31 ± 0 , 2 8 

30 ,18±2,51 
2 ,87±0 ,33 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

2 ,13±0 ,23* 
38,9 ± 8 , 9 

3 ,22±0 ,25* 
26,1 ± 7 , 6 

1 ,90±0,15* 
6 3 , 0 ± 7 , 2 

2 ,34±0 ,29* 
6 3 , 0 ± 10,0 

1,44±0,12* 
131,5±9,5 

1 ,84±0,20* 
8 3 , 2 ± 9 , 1 

Объем, мл 

кислотность, ммоль/л 

Концентрация бикарбонатов, 
ммоль/л 

Осмолярность, мосм/кг 

Активность пепсина, „ir /л 

Выработки: 
кислоты, ммоль/ч: 

истинная 

ко печная 

бикарбонатов, ммоль/ч 

пепсина, м г / ч 

Соотношение ВБ/ВКИ 

55,1 ± 1 0 , 3 * 
0 ,39±0 ,03 
0 ,17±0,02* 

35,3 ± 9 , 1 * 
0 ,50±0,04 
0,33 ± 0 , 0 3 * 

9 2 , 9 ± 7 , 9 * 
0 ,16±0 ,02 
0 ,09±0 ,01* 

8 5 , 2 ± 9 , 6 
0,13:1 0,01 
0 ,10±0 ,01* 

133,2±17,7 
0 ,08±0,01 
0,05±0,0Г" 

115,0± 12,5* 
0 ,08±0,01 
0 ,06±0 ,01* 

П р и м с ч а н и е. В числителе — исходные данных, в знаменателе — после воздействия индометацином; 
1 больные с неосложнеиной формой заболевания; 2 — с кровотечением в анамнезе. Звездочкой обозначены 

с т а т и с т и ч е с к и достоверные изменения по отношению к исходным данным ( р < 0 , 0 5 ) . 

(па 25 и 3 8 % ) и значительно возрос-
ло выделение пепсина ( + 38 % ) . Иидо-
метацин in vitro и in vivo предотвра-
щает и устраняет вызываемое арахи-
доиовой кислотой (предшественник 
ПГ) угнетение функции париетальных 
клеток [28, 39]. Если учесть, что тор-
можение ПГ секреции кислоты обус-
ловлено подавлением гнетаминзависи-
мо й а ктиваци и аде и илатцикл а з ы и 
снижением образования цАМФ в пари-
етальных клетках [33. 40], то станет 
ясно, почему иидометацин влияет на 
базальную и субмаксимальную секре-
цию, но существенно не влияет на вы-
работку кислоты, вызванную макси-
мальной дозой гистамина. 

Такие явные различия больных 2 
групп по реакции КП, сосудистого 
эндотелия и секреторного аппарата 
желудка на блокаду ключевого фер-
мента биосинтеза ПГ циклооксиге-
назы ие могут быть случайными. Они 
указывают па важную роль эндоген-
ных ПГ в развитии ГО язвенной бо-
лезни. Серьезным аргументом в поль-
зу такого заключения могут служить 
результаты, полученные с другим ин-
гибитором этого фермента — аспири-
ном. Как видно из табл. 1, у больных 
неосложнеиной дуоденальной язвой 

аспирин подобно индометацину, резко 
пода вля ет а г р е г а цион ну ю а ктив 11 ость 
КП и аитиагрегантную функцию сосу-
дистой стенки: угол наклона агрегато-
граммы уменьшается на 52 %, степень 
агрегации — на 5 ( 5 % , А Д Д Ф возрастает 
на 5 9 % , индекс антиагрегаитной ак-
тивности сосудистого эндотелия снижа-
ется па 91 %• В то же время у боль 
ных с ГО в анамнезе значительно сни-
женные в исходном состоянии агрега-
цйоиная способность КП и антиагре-
гантная активность сосудистой стенки 
после приема аспирина достоверно не 
из меня ются. 

Итак, можно видеть, что у больных 
язвеиной болезныо двенадцатиперст-
ной кишки с ГО в анамнезе в отличие 
от здоровых и больных неосложнеиной 
ду оде и а л ь 11 о й я з вой п од а в л ет i и е ц и к л о -
оксигепазы не вызывает достоверного 
уменьшения исходно низкой агрегаци-
онной активности КП и депрессии ап-
т иа гр eraи тно й ф у и к ции со судистого 
эндотелия, в Р/г—2 раза слабее угне-
тает выделение бикарбонатов и в мень-
шей степени стим ул и рует секреци ю 
кислоты и пенсии а с желудочным со-
ком. 

Гемоетатические и секреторные 
эффекты НПС существенно зависят от 
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Т а б л и ц а 3 
Прогностическая информативность и коэффициенты относительного риска развития ГО у больных 
язвенной болезнью двенадцатиперстной кишки по данным ряда гемостатических и секреторных 

показателей 

Ч у ист-
ин тел ь -
ii ость 

ГI р еде к аз а те л ь н а я 
ценность 

Коэффи-
циент от-
носитель-

ного 
р иска 

А нализируемый тест 

Ч у ист-
ин тел ь -
ii ость 

Специ-
фичность 

Эффек-
тивность положи-

тельно го 
резуль-

тата 

отрица-
те л ыю го 
резуль-

тата 

Коэффи-
циент от-
носитель-

ного 
р иска 

И % 

В исходном состоянии 

1. Сниженная агрегациоииая актив-
ность K I I ( А д д ф > 3 усл. ед.) 

2. Сниженная аитиагрегаитиая 
активность сосудистой стенки 
( И < 0 , 2 0 %) 

3. Низкий коэффициент В Б / В Км 
« 0 , 2 0 ) 

4. Сочетание 1 и 2 
( Л д д ф > 3 , И < 2 0 % ) 

69 

71 

71 

56 

50 

54 

80 

67 

57 

62 

77 

62 

51 

55 

60 

58 

67 

7 1 

86 

65 

1.4 

1,6 

3 .5 

1,8 

Эффект НПС 

5. Слабое подавление агрегациониой 
активности K1I (повышение 
А д д ф менее 20 %) 

6. Низкая степень снижения анти-
85 62 72 62 85 2 ,3 

агрегантной активности сосудов 
(И < 2 0 %) 

7. Слабое подавление секреции 
бикарбонатов ( < 2 0 %) 

8. Сочетание 5 и 6 

80 

71 
70 

70 

73 
85 

74 

73 
78 

66 

56 
77 

82 

85 
79 

2 ,8 

2 ,6 
5 ,0 

Сочетание исходных данных 
и эффекта НПС 

9. Сочетание 1 и 5 
10. Сочетание 2 и 6 
11. Сочетание 3 и 7 

65 
75 
71 

85 
81 
93 

76 
78 
86 

76 
75 
83 

76 
81 
88 

4 ,6 
4,2 

10,0 

11С х од н о го состоя 11 и я р а с с м а т р и ваем ы х 
функций. Действие HI 1С отчетливо про-
является у лиц с неизмененной и вы-
сокой агрегациониой активностью КП, 
а у больных, у которых эта функция в 
исходном состоянии снижена ( А Д Д Ф 

больше 3 усл. ед.) , эффект Н О С вы-
ражен слабо: степень угнетения дан-
ной функции пе достигает 20 % (%2 = 
= 6,92; / ?<0 ,01) . При низкой антиагре-
гантной активности сосудистой стенки 
(индекс меньше 2 0 % ) закономерно 
наблюдается лишь незначительное уг-
нетение указанного параметра в ответ 
на Н П С (х 2 = : 13,2; р<0,01). Иидоме-
тации подавляет базальную продук-
цию бикарбонатов слабо (не более 
чем па 2 0 % ) , если ее исходный уро-
вень не превышает 2,5 ммоль/ч ( х 2 ^ 
= 8,81; / ; < 0 , 0 1 ) . При этом между из-
менением а и ти а г р е г а н ти о й а кти в 11 ост и 
сосудистой стенки (Л % И ) и торможе-
нием выработки бикарбонатов желуд-

ке ( А % В Б ) в ответ на иидометации 
имеется тесная положительная корре-
ляционная связь ( г - 0,82; / ? < 0 , 0 1 ) . 

Совокупность представленных дан-
ных позволяет заключить, что описан-
ные различия между больными иеос-
ложненной и осложненной кровотече-
нием дуоденальной язвой могут быть 
обусловлены снижением у вторых цик-
лооксигеназного пути биосинтеза ПГ. 
В пользу этого можно привести дан-
ные литературы: у больных язвенной 
бол ез и ыо пониже и н а я а гр е г а ци о и и а я 
активность КП сочетается с увеличе-
нием содержания арахидоновой кисло-
ты в плазме крови, причем более вы-
раженные изменения характерны для 
больных с ГО в анамнезе [14]; у боль-
пых дуоденальной язвой обнаружен 
дефект способности дуоденальной сли-
зистой оболочки к синтезу П Г И 2 и 
Г И Т 2 а [ 2 7 | ; Н П С резко угнетают син-
тез П Г в гастродуодеиальной слизи-
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стой оболочке, что сопровождается 
выраженными э р оз ивно-геморрагиче-
скими повреждениями |29, 37]; ПГ, в 
частности ПГЕ2 , предотвращают эро-
зивно-язвенные повреждения, в том 
числе вызываемые Н П С [19, 37, 38]. 

Клиническое значение своевременно-
го выявления лиц с высоким риском 
развития язвенного кровотечения оче-
видно. Чтобы установить, может ли 
чувствительность к I IПС служить про-
гностическим критерием для дискри-
минации таких больных, мы оценили 
11 п ф о р м а т и в н ост ь изменений 1111 те -
трального показателя агрегации КП 
( А д д ф ) , индекса аптиагрегантиой ак-
тивности сосудов (И) , уровня базаль-
иой продукции бикарбонатов и соот-
ношения ВБ/ВКи В исходном состоя-
нии и после воздействия Н П С (индо-
метацином и аспирином) в отдельно-
сти и в различных сочетаниях. Для 
оцеп к и 11 ро г 11 ост и « i ее ко й и 11 фор м а т и в -
пости исходных параметров проанали-
зированы данные, полученные при об-
следовании 135 больных неосложнеи-
ной дуоденальной язвой и 1 К) с ГО в 
анамнезе. Из табл. 3 видно, что боль-
шую ценность имеют 5 из I I изучен-
ных критериев; по степени увеличения 
коэ ф ф и ци ей т а от i юсите л ь i юго р и с к а 
развития ГО и прогностической ин-
формативности они могут быть распо-
ложены в следующей последовательно-
сти: сочетание исходно низкого коэф-
фициента ВБ/ВКи в базальном желу-
дочном секрете (ниже 2,0) и слабое 
(менее чем на 2 0 % ) угнетение выра-
ботк и б ика р бо 11 а то в и i г до м ета циио м 
(критерий 11 в табл. 3); низкая чувст-
вительность КП и сосудов к НПС 
(критерий 8); сниженная агрегацион-
пая активность КП в сочетании с их 
низкой чувствительностью к Н П С 
(критерий 9); исходно низкая антиаг-
регантпая активность сосудов и ее 
слабая реакция на Н П С (критерий 
10); низкий коэффициент В Б/В Ки 
(критерий 3). Первый из описанных 
тестов (критерий 11) обладает весьма 
высокой специфичностью ( 9 3 % ) и 10-
кратным увеличением выявляемое™ 
больных, но, как и четыре других пе-
ре ч и с л е 1111 ы х критерия, о бн а р у ж ива ет 
только около 2/3 больных с п о т е н ц и -
альным риском ГО. Выше чувстви-
тельность (85 %) показателя «низкая 
реакция КП на НПС» (критерий 5). 
По-видимому, скрининг больных с вы-
соким риском развития ГО среди лиц 

с неосложнеиной дуоденальной язвой 
будет наиболее эффективным при ком-
бинации 5 и 11 критериев. 

Таким образом, материалы работы 
свидетельствуют, что для больных яз-
венной болезнью двенадцатиперстной 
кишки, осложненной кровотечением, 
характерно существенное нарушение 
(снижение) циклооксигеиазного пути 
биосинтеза ПГ, и обусловленные этим 
изменения в системах гемостаза и же-
лудочной секреции могут служить про-
гностическими маркерами для выявле-
ния больных с риском развития гемор-
р а г и и . 
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S P E C I F I C P R O P E R T I E S O F P R O S T A N O I D 
S Y N T H E S I S IN P A T I E N T S W I T H DUODE-
NAL ULCER C O M P L I C A T E D BY P R E V I O U S 

H E M O R R H A G E 

/1. A. hi slier, E. N. Kalyuzhnaya, S. K. Sakha 

Cuban Medical School, Kra snoda r 

Af ter inhibition of the cyclooxygenase path-
way of arachidonic acid metabol ism by m e a n s 
of indornetacin or aspir in the init ially low 
a g g r e g a t i o n act ivi ty of th rombocytes was not 
dis t inct ly decreased, the a n t i a g g r e g a t o r y func-
tion of the blood vesse ls endothel ium w a s not 
suppressed, secretion of b ica rbona tes w a s 1.5-
2-fold less dist inctly inhibited as well as secre 
lion of acid and pepsin with gas t r ic juice w a s 
less dis t inct ly s t imula ted in pa t ien ts with 
duodenal ulcer accompanied by h e m o r r h a g e as 
compared willi heal thy persons or the pa t i en t s 
with non-complicated form of duodena l ulcer. 
At the same time, inhibition of b icarbonate 
secretion correla ted with the a n t i a g g r e g a t i v e 
activity of the blood vessel wall . The data 
obtained sugges t tha t cyc looxygenase p a t h w a y 
of p ros t ag land in synthes is w a s dist inct ly im-
paired in (lie pa t ien t s with hemor rhag ic compli-
cat ions. Al te ra t ions in hemosta t ic and secretory 
parameters , caused by indornetacin or aspir in, 
should be considered in prognos t ic evaluat ion 
of the pa t ien t s with duodenal ulcer, which had 
an increased risk of hemor rhag ic complicat ions. 
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И. И. Корф, В. Л. Мещерякова, М. А. Самсонов, Н. В. Чепурненко, 
В. А. Кошечкин, М. М. Левачев 

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

Д И Е Т О Т Е Р А П И И У Б О Л Ь Н Ы Х ГИ П Е Р Л И П О П Р О Т Е И Д Е М И ЕИ 
II Т И П А 

Институт питания АМН СССР, Институт профилактической кардиологии ВКПЦ, 
Москва 

Г и п е рл и по 11 р оте и д е м и я (Г Л П) то го 
или иного типа характеризуется уве-
личением концентрации в плазме кро-
пи одной, реже —двух фракций липо-
11 р оте и до в ( Л И ) , п р и ч е м измен я етс я 
не только пропорция отдельных фрак-
ций ЛГ1 в кровотоке, по и, как правило, 

химический состав этих фракций. Из-
менения транспортных форм липидов, 
каковыми являются Л П , неизбежно 
приводят к изменению соотношения 
жирны х к и с л от, т р а и с п о р т и р у с м ы х в 
составе ЛП, в том числе эссенциаль-
иых жирных кислот, поступающих с 
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Т а б л и ц а 1 

Состав жирных кислот плазмы крови и эритро-
цитов больных ГЛП типа II 

Ж и р мыс 
кислоты 

Вольные 
Г Л 11 

типл J 1а 

Больные. 
Г Л П 

типа 116 

о о 
н к си Н S <и О» к н а> я 
я с О) X с (L) о = 
с ( го н s c f ГО Н 5 

О. и о» с о . и <и с 
О О) о S го О О) с 2 ГО 
1=1 н с КЗ а КС н с Cf о . с * 1-> го 

Плазма крови 

14:0 1,12 1,15 0,89 0,76 0,94 14:1 0,84 0,72 0,63 0,67 0,62 
16:0 18,24 16,91 18,86 18,17 18,88 16:1 2,96 2,64 3,55 3,80 4,27 
18:0 5,56 5,57 5,28 5,04 7,95 18:1 17,13 15,57 21,11 18,54 25,42 18:2 35,00 41,00 29,35 34,29 20,54 
18:3 1,00 0,77 0,68 0,58 0,85 20:3 1,53 1,43 1,54 1,07 1,88 20:4 7,54 6,71 8,36 6,72 9,56 20:5 1,49 0,86 1,76 1,41 1,28 24:0 0,91 0,58 0,56 1,38 1,22 

!:4 ! 24:1 * 2,08 1,90 1,68 2,02 2,47 
22:5 1,26 0,82 1,15 1,88 0,95 
22:6 3,30 3,18 4,60 3,68 3,17 
20:4 
18:2 0,22 0,16 0,28 0,20 0,47 

П:НЖ К 
нжк 2,03 2,30 1,90 2,01 1,37 
кэм 0,84 0,89 0,82 0,72 1 1,07 

Эритроциты 

14:0 1,47 1,07 2,04 1,44 2,08 14:1 2,29 2,01 2,96 2,09 2,18 16:0 18,28 18,60 15,83 17,78 20,34 
16:1 2,20 1,89 4,02 2,86 3,65 
17:0 2,70 2,71 3,21 2,56 2,40 
18:0 11,85 12,77 12,72 1 1,66 1 1,95 
18:1 13,21 13,64 14,18 14,94 13,80 
J 8:2 11,19 12,23 8,49 9,89 1 1,77 
18:3 1,10 1,08 1,67 0,86 0,84 
20:3 1,90 1,87 1,64 1,14 1,26 
20:4 15,34 14,27 15,00 14,92 14,14 
20:5 1,47 1,33 1,48 1,06 1,20 
24:0 3,83 3,76 3,52 4,48 3,24 

22:4-1-24:1* 4,25 4,93 5,32 5,57 3,68 
22:5 2,68 2,70 2,49 2,31 3,00 
22:6 6,22 5,14 5,44 6,43 4,47 
20:4 
18:2 1,37 1,17 1,77 1,51 1,20 

ПНЖК 
нжк 1,12 1,08 1,07 1,06 0,98 
кэм 1,01 1,00 1,03 1,02 1,14 

* Сумма, в которой на долю жирной кислоты 
2 2 : 4 приходится около 2/3 общего их содер-
ж а ни я. 

ся условии транспорта жирных кислот 
могут быть изменения качественного 
и количественного состава жирных 
кислот мембранных лип идо в, что дол-
жно быть сопряжено со значительной 
м о р ф о л о г и ч ее ко й и ф у и к цио н а л ы i о й 
перестройкой мембран, в частности 
мембран клеток крови тромбоцитов 
и эритроцитов, которым принадлежит 
определенная роль в гепезе гемодииа-
мических расстройств, участвующих в 
м е х a J I из м а х а те р о re 11 ез а. 

М е т о д и к а 

Наблюдения проведены над 14 больными 
семейной гиперхолестерииемией (Па и Пб фе-
нотипы Г Л П по классификации Фредриксоиа 
и соавт. [13J): 10 мужчинами в возрасте от 
38 до 60 лет и 4 женщинами в возрасте от 
44 до 56 лет. В условиях клиники больные в 
течение 4 мед получали диету, контролируе-
мую но калорийности (2800 ккал) , количест-
ву холестерина ( < 3 5 0 мг/сут) и количеству 
жира (88 г/сут) при соотношении насыщенные 
ж и р н u е к и с лоты (Н Ж К) / п о л и н е и а с ы щепные 
жирные кислоты ( П Н Ж К ) , равном 1. Общее 
количество углеводов в диете составляло 
380 г/сут, в том числе сахарозы 30 г/сут. Ко-
личество пищевых волокон было увеличено до 
40 г/сут за счет дополнительного введения в 
диету пектина цитрусовых (9 г/сут). Содер-
жание витаминов А, Е, группы В в рационе 
соответствовало физиологическим потребно-
стям организма, количество аскорбиновой кис-
лоты составляло 150 мг/сут. Кровь для иссле-
дования жирнокислотного состава плазмы, 
мембран эритроцитов и тромбоцитов брали 
из локтевой вены больных д в а ж д ы , до и пос-
ле проведения диетотерапии. Мембраны эри-
троцитов выделяли по методу [6], тромбоци-
ты по методу [7 | . Липиды экстрагировали 
по Фолчу [12]. Метиловые эфиры жирных 
кислот получали по методу Штоффеля [19| . 
Г а з о - х р о м а то гр а ф и ч ее к и й анализ метилов!>i х 
эфиров жирных кислот проводили на хрома-
тографе «Цвет-106» с пламенио-ионизацион-
ным детектором в стеклянной набивной колон-
ке, используя фазу Silar 10 С на хромосорб? 
W. Разделение осуществляли в изотермическом 
режиме при температуре колонки 188 °С, испа-
рителя и детектора — 200°С, скорость потока 
газа-носителя составляла 40 мл/мин. Д л я кон-
троля за разделением жирных кислот приме-
няли стандартные смеси фирмы "S igma" . При 
обсуждении полученных результатов жирно-
кислотного анализа использовали полученные 
ранее данные обследования практически здо-
ровых лиц [4, 5]. 

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

пищей и являющихся необходимым ма-
териалом для синтеза липидов мем-
бран. Влияние этих изменений на 
э ф ф е кг и в н о ст ь ф о р м и р о в а и и я л и 11 и д -
ных структур клеточных мембран не 
и р едет а вл я ется достато ч и о я с и ы м. 
В оз м о ж 11 ы м р ез у л ьт а то м и з м е и и в ш и х -

Как видно из данных, приведенных 
в табл. 1, в плазме больных Г/1 Г1 ти-
па Па отмечается высокое содержание 
липолевой кислоты (С 18:2, со 6) как 
при первичном обследовании, так и 
(особенно) после курса диетотерапии. 
При резком увеличении доли линоле-
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вой кислоты в сумме полиеиовых жир-
ных кислот плазмы содержание дру-
гих П Н Ж К семейства 0)6, являющихся 
метаболитами линолевой кислоты 
(главным образом арахидоновой С 
20:4), не только не было увеличенным, 
по даже было снижено по сравнению 
с величинами, определенными для прак-
тически здоровых лиц. Накопление ли-
нолевой кислоты в плазме больных 
ГЛП типа II следует, по-видимому, 
рассматривать пе только как следст-
вие значительного поступления ее с 
пищей (что особенно заметно на фоне 
диетотерапии), но и как результат на-
рушенного ее метаболизма. Показа-
тель С20:4/С18 -.2, характеризующий ин-
тенсивность метаболических п р евр а-
щений жирных кислот линолевой се-
рии, для группы больных с ГЛП типа 
На составил всего 0,22 и 0,16 до и 
после курса диетотерапии против 0,46 
для здоровых лиц. Коэффициент 
эффективности метаболизации (КЭМ) 
эссеициальных жирных кислот в ли-
пидные структуры мембран [3] у 
больных ГЛП типа На был также за-
метно снижен по сравнению с нор-
мальным уровнем и существенно не 
изменился после диетотерапии. Из дру-
гих ж и р 11 i)i х к не л от п р и Г Л И 11 а в 
большей степени снижено содержание 
олеин о в о й кисло т ы. С о от ношен и е 
П Н Ж К / Н Ж К в плазме этих больных 
было увеличено по сравнению с тако-
вым здоровых лиц главным образом 
за счет высокого содержания линоле-
вой кислоты. В литературе имеются 
отдельные данные о том, что холесте-
рин пищи может влиять на метабо-
лизм эссеициальных жирных кислот 
или увеличивать потребность в них 
[9, 15]. В работах [16, 10] содержат-
ся данные о том, что под влиянием 
холестерина пищи уровень арахидоно-
вой кислоты в плазме уменьшается, 
тогда как уровень линолевой кислоты 
пе изменяется или увеличивается. Ме-
ханизм этого влияния пе выяснен. Из-
менения подобной направленности ха-
рактеризуют и жириокислотный спектр 
плазмы больных, обследованных нами. 
Нарушения липидного обмена при 
ГЛП типа II отличаются резким уве-
личением содержания холестерина в 
плазме крови, главным образом за 
счет увеличения его уровня в Л П низ-
кой плотности. В группе наших боль-
пых ГЛП типа На концентрация холе-
стерина плазмы составляла в среднем 

370±32 ,5 мг/лл. Не исключено, что 
именно холестерин в высоких концен-
трациях может быть фактором, спп-
ж а ю щ им э ф фе кти в и ость и р е в р а ще н и я 
жирных кислот линолевого ряда. 
С другой стороны, высокое содержа-
ние линолевой кислоты в плазме боль-
ных гиперхолестеринемией можно, по-
видимому, рассматривать и как необ-
ходимое условие для выведения из-
бытка холестерина в форме его эфиров 
из циркуляции в печень и последую-
щего окисления. Уместно отметить, что 
доминирующим эфиром холестерина в 
плазме крови человека является холе-
стерил-линолеат [ 1]. 

Об щ не з а ко н о м е р н ост и и з м е н е и и й 
жириокислотного состава плазмы, от-
меченные для больных ГЛП типа Па, 
сохраняются и у больных ГЛП типа 
116, хотя в этом случае изменения но-
сят менее выраженный характер. Сле-
дует отметить лишь некоторое увели-
чение (по сравнению с Г Л П типа Па ) 
уровня моноеиовых кислот с 16 и осо-
бенно с 18 углеродными атомами, что, 
воз м о ж по, от р а ж а ет у вел и чей не ко 11 -
центрации триглицеридов в крови, ха-
рактерное для этих больных, посколь-
ку основной жирной кислотой тригли-
церидов является олеиновая, составля-
ющая около 35 % [2]. 

Несмотря на выраженное увеличе-
ние доли линолевой кислоты в спект-
ре жирных кислот плазмы больных 
Г Л П, в э р и т род и т арных мембрана х 
этих больных (см. табл. 1) процентное 
содержание линолевой кислоты не уве-
личено, а при Г Л П типа 116 несколько 
снижено, что не приводит, однако, к 
снижению синтеза арахидоновой кис-
лоты. Обращает на себя внимание от-
11 осител ь i I ое у вел и чем и е с одер ж а ни я 
среди П Н Ж К мембран эритроцитов 
кислот линоленовой серии. Указанные 
изменения жириокислотного спектра 
выразились в некотором снижении ве-
личин КЭМ эритроцитов в группе лиц 
с ГЛП типа II по сравнению с таковы-
ми здоровых, сохранившимся и после 
диетотерапии. Следует отметить, что 
месячный курс диетотерапии не оказал 
заметного влияния на содержание ин-
дивидуальных жирных кислот в мемб-
ранах эритроцитов, соотношение 
П Н Ж К / Н Ж К практически пе измени-
лось. 

В жириокислотном составе липидов 
т р о м боц и то в (табл. 2) о б с л е д о в а и и о й 
группы больных Г Л П типа II наибо-
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Т а б л и ц а 2 

Состав жирных кислот тромбоцитов больных 
гиперлипопротеидемией типа 11а 

Жирные кислоты 

Вольные 1 Тракти-
чески :»до-

роиыо 
л 11 ц а 

Жирные кислоты до дмото -
терапии 

мосле 
дмотото-

ра мм и 

1 Тракти-
чески :»до-

роиыо 
л 11 ц а 

14:0 1,92 1,69 1,86 
14:1 1,42 1,44 1,57 
16:0 16,31 16,58 17,80 
16:1 4,07 3,01 3,60 
17:0 1,30 1,55 2,35 
18:0 8,71 10,88 13,92 
18:1 18,92 17,28 19,24 
18:2 19,79 21,32 1 1,92 
18:3 1,98 1,01 2,07 
20:3 1,26 1,20 1,78 
20:4 12,47 14,46 12,67 
20:5 1,11 0,74 1,05 
24:0 1,18 1,16 1,39 

22:4 |-24:1И! 5,67 4,18 4,36 
22:5 1,33 и 1 1,49 
22:6 2,56 2,39 2,93 

п н ж к 1,50 1,44 0,99 
н ж к 

1,50 0,99 

КЭМ 1,24 1,76 1,25 

лее существенным отличием было рез-
кое увеличение уровня линолевой кис-
лоты но сравнению с таковым практи-
чески здоровых лиц. Одновременно 
было несколько снижено содержание 
насыщенных длинноцепочечпых жир-
ных кислот. Повышенный уровень ли-
нолевой кислоты в тромбоцитах может 
свидетельствовать как об интенсивном 
включении ее в тромбоциты в процес-
се обмена фосфолипидами между 
тромбоцитами и Л П плазмы [8], так 
и о синтезе de novo. Способность 
т р о м бо ц и то в си и тез и р () в а т ь ж и р н ы с 
кислоты показана рядом исследовате-
л е й [11, 14]. П роце нтиое содер ж a 11 ие 
арахидоновой кислоты в липидахтром-
боцитов больных пе отличалось от 
нормы. Под влиянием диетотерапии 
содержание арахидоновой кислоты не-
сколько увеличилось, что наряду с из-
менениями в других П Н Ж К е 20 и 22 
углеродными атомами привело к до-
стоверному у величей ию значений 
КЭМ, превысивших уровень, характер-
ный для здоровых лиц. Эти результа-
ты согласуются с данными, получен-
ными ранее при исследовании здоро-
вых лиц [5], о том, что КЭМ тромбо-
цитов является показателем, более 
быстро реагирующим на изменения 
жириокислотного состава диеты, чем 
КЭМ эритроцитов. Довольно короткий 
период диетического воздействия, оче-
видно, не позволил нам установить из-
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меиеиие в жирнокислотном составе 
ме м б |) а п эр итр о цитов, ха ра кте р из у ю -
щее благоприятное действие лечебной 
диеты. 

На основании полученных результа-
тов можно заключить, что у обследо-
ванных больных семейной гиперхолс-
стерииемией в жирнокислотном спект-
ре мембран эритроцитов дефицита 
П Н Ж К не установлено, а жирнокис-
лотиый состав мембран тромбоцитов 
ха ра ктеризуется повышенным вкл юче-
иием П Н Ж К (главным образом лино-
левой кислоты). В свете имеющихся в 
литературе данных [17] об увеличен-
ном соотношении холестерип/фосфоли -
миды в мембранах тромбоцитов боль-
пых ГЛП типа Па (что сочетается с 
увеличением микровязкости мембран и 
чувствительности тромбоцитов к агре-
гации) можно предположить, что пай-
денное повышенное включение линоле-
вой кислоты в мембранные липиды 
тромбоцитов может представлять со-
бой адаптационный механизм, направ-
ленный на коррекцию структурио-
фуикционал ь11ы х изменений, возиика -
ющих в тромбоцитах в условиях дан-
ной патологии (гинерхолестерипемия). 
13 связи с этим интересно сопоставить 
наши данные по жирнокислотиому со 
ставу мембран эритроцитов (равные 
доли линолевой кислоты у больных 
ГЛП типа Па и практически здоровых 
лиц) и сообщение авторов | 18], пе на-
блюдавших возрастания отношения 
холестерин/фосфолипиды в эритроци-
тах больных с ГЛП типа На (в отли-
чие от тромбоцитов). 

Результаты проведенного исследо-
вания свидетельствуют о том, что у 
боль11ых семейной типерхолестериие-
мией (Па п Мб фенотипы ГЛП) воз-
можна алиментарная коррекция жир-
иокислотного спектра плазмы крови и 
в достаточно короткие сроки структур-
ных липидов тромбоцитов. Получен-
ные факты еще раз подчеркивают важ-
ную роль патогенетически сбалансиро-
ванной (применительно к ГЛП тина 
II) диеты в профилактике сердечно-со-
судистых заболеваний у этой катего-
рии больных. 
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E F F E C T O F D I E T O T H E R A P Y ON T H E FAT 
TY ACID S P E C T R U M IN E R Y T H R O C Y T E 
AND T H R O M B O C Y T E M E M B R A N E S IN PA-
T I E N T S W I T H H Y P E R L I P O P R O T E I N E M I A 

O F T H E II T Y P E 

/. /. Korj, I/. Л. Mescheryakova, M. A. Sum-
sonov, N. V. Chepurnenko, V. A. Koshechkin, 

M. M. Levachev 

In s t i t u t e of Nu t r i t i on , I n s t i t u t e of P roph i l ac t i c 
C a r d i o l o g y , Al l -Union C a r d i o l o g i c Research 
Cent re , A c a d e m y of Medical Sc iences of tlie-

U S S R , Moscow 

F a t t y acid spec t rum of blood p l a sma , ery-
throcyte , and t h rombocy t e m e m b r a n e s as well 
a s its alterations a f t e r d i e t o t h e r a p y , c o n t a i n i n g 
p o l y u n s a t u r a t e d / s a t u r a t e d fa t ty ac ids at the 
ra t io of I a n d less t han 350 m g of choles tero l 
per a day , w a s s tud ied in p a t i e n t s with here 
d i t a ry hype rcho le s t e ro l emia u s i n g g a s c h r o m a -
t o g r a p h y . C o n t e n t of linoleic acid w a s in 
c reased a n d t ha t of oleic and a rach idon ic 
ac ids - d e c r e a s e d in l ipids of the p a t i e n t s blood 
p lasma as c o m p a r e d with hea l thy pe r sons ; an 
increase of l inoleic acid w a s a lso de tec ted in 
t h r o m b o c y t e l ipids. A l t e r a t i o n s in fa t ty acid 
spec t rum of e r y t h r o c y t e m e m b r a n e s were less 
p ronounced . Af t e r the cour se of d i e t o t h e r a p y 
wi th in I m o n t h a f u r t h e r increase in c o n t e n t 
of l inoleic acid w a s obse rved in blood p l a sma . 
U n d e r these c o n d i t i o n s e f f ic iency of e ssen t i a l 
f a t t y ac ids i nco rpo ra t ion in to lipid s t r u c t u r e s 
of t h rombocy t e m e m b r a n e s w a s h ighe r and of 
e r y t h r o c y t e s — lower in the p a t i e n t s a s com-
pared with hea l thy persons . Poss ib le a l i m e n t a r y 
cor rec t ion of f a t t y acid s p e c t r u m in blood l ipids 
is d i scussed . 

У Д К ()10.33-002.44-092.9-085.252.44:547.854.71-033.8:616.33-008.939.15-39 

/ / . /'. Кузнецов, С. К. Суслова, М. М. Расулов, В. М. Гукасов, 
Э. Я. К стлан 

В Л И Я Н И Е М Е Т И Л У Р А Ц И Л А НА П Е Р Е К И С НОЕ О К И С Л Е Н И Е 
Л И М И Д О В В П Л А З М Е К Р О В И И Г О М О Г Е Н АТАХ Т К А Н Е Й 

Я З В Е Н Н О Г О Д Е Ф Е К Т А С Т Е Н К И Ж Е Л У Д К А К Р Ы С 

Иркутский институт органической химии С О АН С С С Р 

Молекулярные механизмы повреж-
дения биологических мембран при па-
тологических процессах остаются не-
достаточно выясненными. Особый ин-
терес представляют исследования 
свойств бимолекулярного липидиого 
слоя, который является матрицей для 
ферментов и ряда других функциони-
рующих в мембране белков и в то же 
время выполняет функции барьера 
для веществ, проникающих в клетку. 

Одним из важных звеньев метабо-
лизма липидов в биомембранах явля-
ется их лерекисиое окисление ( П О Л ) . 
Принимая во внимание тот факт, что 
развитие язвенного процесса сопряже-
но с деструкцией тканей и, в частно-
сти, с нарушением структуры клеточ-
ных мембран, есть основание пола-
гать, что язвенная болезнь может со-
провождаться изменением ПОЛ. 
В случае подтверждения данной гппо-
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Изменения площади (в мм2) ацетатной язвы 
желудка у крыс под влиянием метилурацила 

Исследуемая 
группа 

День наблюдении Исследуемая 
группа 3-й 7-й 1 0-й 

Животные с не-
леченой язвой 3 1 , 8 ± 3 , 1 2 8 , 6 ± 2 , 2 7 , 4 ± 0 , 8 

Животные 
7 , 4 ± 0 , 8 

с язвой, ле-
ченной мети-
лурацил ом 2 5 , 8 ± 3 , 2 9 , 2 ± 1 , 1 1 , 2 ± 0 , 2 

Р > 0 , 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

тезы определение интенсивности П О Л 
может быть использовано как тест 
при диагностике заболевания, а также 
стать одним из критериев эффективно-
сти терапевтического воздействия. 

Известно, что метилурацил стимули-
рует репаративную функцию клеток 
при лечении язвенной болезни [4, 6]. 
Одн а ко процессы, он редел я ющи е 
эффект препарата, выяснены далеко не 
полностью. В связи с этим целью па-
стоящего исследования явилось изуче-
ние влияния метилурацила на ПОЛ 
при экспериментальной язве желудка. 

М е т о д и к а 

Эксперименты проведены на белых беспо-
родных крысах массой J40—160 г, у которых 
воспроизводили хроническую язву желудка 
[12]. Животным под эфирным рауш-наркозом 
вскрывали срединным разрезом брюшную по-
лость. Края раны отодвигали, гемостаз про-
изводили методом раздавливания . В рану вы-
водили желудок, на передневерхнюю поверх-
ность которого прикладывали кончик стеклян-
ного тупфера, смоченного в 70 % уксусной 
кислоте. Аппликация длилась 1 мин. Площадь 
контакта составляла 0,3 см2. Химический ожог 
наружной стенки приводил к образованию яз-
вы на прилежащей части слизистой оболочки 
желудка у ж е через 18—24 ч. Операция закан-
чивалась сопоставлением и послойным сшива-
нием краев раны. Метилурацил вводили перо-
рально в дозе 500 мг/кг в течение 10 дней, 
начиная с 1-го дня эксперимента. Группы опе-
рированных (по 7 леченых и нелеченых) жи-
вотных декапитировали на 3, 7 и 10-е сутки, 
вскрывали желудок, вырезали участок с язвой 
и ткань помещали в жидкий азот для даль-
нейших исследований. У других групп живот-
ных (7 леченых и 7 нелеченых) брали из 
хвостовой вены 0,02 мл крови до операции и 
через 2, 6, 24 ч, а т а к ж е на 3, 7 и 10-е сутки 
после операции. Кровь смешивали с 1 мл фи-
зиологического раствора, це и т р и ф у г и р о в а л и 
при 3000 об/мии в течение 30 мин, плазму от-
сасывали и использовали для дальнейших ис-
следований. Эталоном служили параметры 
хемилюмипесценции крови и ткани желудка 
10 интактных крыс. 

Интенсивность П О Л определяли методом 
хемилюмипесценции на установке, описанной 
ранее [3]. Д л я инициирования П О Л в плаз-

ме крови добавляли 10 % И2О2, а при работе 
с гомогенатами ткани ж е л у д к а . — 1 мл 10 2 М 
FcSO,j. Гомогеиат из ткани желудка (100 мг) 
готовили путем перетирания в фарфоровой 
чашке с кварцевым песком в среде инкубации 
(2 мл) и вносили в измерительную ячейку 
(конечный объем суспензии в ячейке 10 мл). 
Среда инкубации состояла из 105 мМ KCI п 
20 мМ КН2РО4 рН 7,4. Конечная концентра-
ция инициаторов П О Л в реакционной среде 
составляла: Н 2 0 2 — 1 % (0,3 М) , а I V 1 

10"3 М. Д л я оценки аитиокислительного дей-
ствия метилурацила изучали его влияние на 
кинетику всех стадии Ре 2 + -индуцируемой хе-
милюмипесценции в системе, содержащей сус-
пензию многослойных липосом, приготовлен-
ных из яичного желтка . О динамике процесса 
П О Л судили по тангенсу угла наклона пропи-
сываемой кривой. Интенсивность хемилюмм-
иесценции рассчитывали в условиях одинако-
вой массы гомогената (10 мг ткани в 1 мл 
суспензии) в измерительной ячейке; при этом 
мерой являлось отношение интенсивности ин-
дуцированной F e 2 | \ либо Н 2 0 2 люминесценции 
к спонтанному уровню свечения, т. е. ампли-
туда быстрой вспышки, в ы р а ж а е м а я в отно-
сительных единицах. 

Статистическую обработку данных прово-
дили методом Стыодеита. 

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

Введение метилурацила приводит к 
заметному ускорению заживления 
экспериментальной язвы. Так, на 10-й 
день у животных, получавших препа-
рат, отмечалось практически исчезно-
вение язвенного дефекта, а у крыс, не 
получавших метилурацила, можно бы-
ло наблюдать изъязвления на слизи-
стой оболочке желудка (см. таблицу) . 

Рассмотрим динамику морфологиче-
ских изменений в проведенных опытах. 
Логично допустить, что в первые 72 ч 
на фоне воспаления в ткани желудка 
ка та бол ические процесс ы пр еобла дали 
над анаболическими: слизистая обо-
лочка прогрессивно распадалась, обра-
зуя определенного размера дефекты; 
затем этот процесс на некоторое вре-
мя стабилизировался, после чего начи-
нали превалировать репаративиые про-
цессы, т. е. язвенный дефект умень-
шался. Введение препарата сущест-
венно ускоряло этот процесс, который 
в терминах концепции Г. Селье может 
быть охарактеризован как развитие 
генерализованного адаптационного 
синдрома (ГАС), затем — переход ГАС 
в местиый адаптационный сиидром 
(MAC) [Ю'|, после чего наступало вы-
здоровление. 

В следующих опытах изучали влия-
ние метилурацила па динамику ПОЛ 
как непосредственно в очаге язвенного 
поражения ткани желудка, так и в 
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Рис. I. Влияние метилурацила на интенсив-
ность I ЬОг-индуцированнон хемилюмииесцеи-

ним плазмы крови крыс. 
Здесь л на рис. 2: / ж и потные с нелеченой я:шоЛ 
желудка; 2 животные с я:той, леченной метилу-
рацилом; 3 интактпые животные. По оси абсцисс - • 
время наблюдений, по оси ординат интенсивность 
х еми л ю м и песце н ц и и (в отп. ед.). В каждой точке 
«с обозначенным доверительным интервалом п = 7\ 

/;<(),05. 

плазме крови животных с эксперимен-
тальной язвой. Установлено, что в 
плазме крови крыс с язвой, не полу-
чавших препарата, происходит, в соот-
ветствии с данными хемилюминесцен-
ции, активация ПОЛ, особенно в пер-
вые 2 ч после операции. В последую-
щем уровень сверхслабого свечения 
снижался. Динамика этого процесса 
представлена на рис. I. В группе жи-
вотных, получавших метилурацил, про-
исходило снижение интенсивности хс-
милюмииесценции в первые часы по-
сле операции. 11а рис. 1 представлена 
динамика этого процесса. Исследова-
ние интенсивности ПОЛ в гомогеиатах 
ткани желудка из очага язвенного по-
ражения показало, что на ранних ста-
диях развития язвенного процесса, т. е. 
в первые 72 ч после операции, у крыс, 
не принимавших метилурацила, интен-
сивность хсм и люминесценции сначала 
увеличивалась, а затем снижалась, не 
достигнув и к 10-му дню после опера-
ции нормальных величии. 13 то же вре-
мя у крыс, получавших препарат, па-
р а м ет р ы х е м и л ю м и и есцен ц и и п р а кт и -
чески не отличались от таковых ин-
тактиых крыс (рис. 2). 

Таким образом, синхронно с дегра-
дацией слизистой оболочки желудка у 
животных, не принимавших метилура-
цил, происходило усиление сверхслабо-
го свечения крови и ткани желудка; 
впоследствии (па стадии MAC) вместе 
с уменьшением степени поражения 
ткани желудка уменьшались парамет-
ры хемилюминесценции. Введение пре-
п а р а та сопровождалось 11 р я м о п р о т и -
во п о л о ж пой д и нами ко й с вечен и я 
объектов в разные фазы стресса. Оче-
видно, между отмеченными явлениями 
существует взаимосвязь, характер ко-

торой может быть интерпретирован 
следующим образом. 

Показано, что интенсивность хеми-
люминесценции возрастает при дейст-
вии различных стрессоров [2, 7]. В со-
стоянии стресса, как указывает Г.Се-
лье, происходит усиленный выброс в 
кровь различных гормонов кортико-
стероидов и катехоламипов, основной 
функцией которых является мобилиза-
ция биоэнергетики. Последняя проис-
ходит за счет выброса в кровь из жп-
р о во й т к а и и 11 еэстер 11 ф и ци ро в а и 11i >i x 
жирных кислот в большей мере, чем 
гликогена. Соответственно и биоэнер-
гетика, в частности окислительио-вос-
станови тел ь и ы е реакции, пер е х од я т в 
основном на липидный субстрат [5]. 
При контакте липидов с кислородом 
а кт и в и р у етс я с в о б од и о р а д и к а л ы i о е 
окисление, что сопровождается усиле-
нием хемилюминесценции. Иными сло-
вами, в состоянии стресса происходит 
переход биоэнергетики на другой, бо-
лее высокий уровень, поскольку кало-
рическая ценность липидов и Сахаров 
не одинакова. Применение препарата 
и оз вол я ет сохр а иит ь фо 11 о вы й эи е р ге -
т и ч е с к ий уровень б и оокисл еи и я. Это 
положение справедливо как для кро-
ви, так и для ткани желудка, реакции 
в котором при стрессе хоть и отлича-
ются от реакций в крови, но тем не 
менее имеют важное сходство: стрессо-
ры повышают уровень сверхслабого 
свечения в исследованных объектах и, 
следовательно, их уровень биоэнерге-
тики, а метилурацил оказывает анти-
окислительное действие. В этой связи 
представлялось важным изучить влия-
ние метилурацила па параметры ПОЛ 
в опытах in vitro. 

В специальной серии опытов на мно-
гослойных линосом ах был установлен 
ф а кт и н г и б и р о в а и и я м ет и л у р а ц и л о м 

Опт с д. 
7 

J 7 Юсут 

Рис. 2. Влияние метилурацила па интенсив-
ность F21 -индуцированной хемилюминесценции 

в гомогеиатах ткани желудка крыс. 



Рис. 3. Влияние метилурацила на развитие 
Fe2 н" - и и д у ц и р о в а н и о й х е м и л ю м и и е с це и ц и и 

в суспензии липосом. 
/ — контроль (без препарата); 2 — 0,2 мг метилура-

цила в I мл; .7 | мг метилурацила и 1 мл. 

ПОЛ, что выражалось в уменьшении 
11 а р а м ет р о в р а з в и ти я Fe2 +-и и ду ц и р о -
ванного сверхслабого свечения; эффек-
ты препарата в дозах 0,2 1,0 мг па 
1 мл суспензии представлены на рис. 
3. Ингибирующее действие метилура-
цила проявлялось в основном в фазе 
медленной вспышки. Исходя из поло-
жения [3], что на стадии медленной 
вс п ы ш ки пр о 11 сходи т р а з ветвлеиие 
цепных реакций с участием липидных 
радикалов типа R02 , можно допу-
стить, что в основе антиокислительио-
IX) действия метилурацила лежит его 
способность иигибировать этот процесс 
р а з вет влей и я i icп 11 ы х р е а к ци й П О Л. 

Оценивая изложенные данные в це-
лом, считаем важным выявить их па-
то ф и з и о л о г и ч е с к и й смысл. 

Известно [1, 8, 9, М| , что перекис-
ное окисление ненасыщенных цепей 
фосфолипидов мембран является одним 
из основных звеньев механизма нару-
шения барьерной и матричной функ-
ции мембран. Процессы ПОЛ ведут к 
образованию свободных радикалов, ко-
торые могут активно воздействовать 
на ра зл и ч и ы е б и ол о г ич ее к и е су бетр а-
ты и изменять их структуру. Липид-
ные радикалы легко соединяются с 
т и о л о в ы м и п а м и д а зол ь н ы м и г р у п па-
мп ферментов, образуя внутри- и меж-
молекуляриые сшивки. Радикалы мо-
гут легко разрушать различные веще-
ства , о б л а д а ю щи е а п т и о кси д а и ти о й 
активностью, а также нарушать селек-
тивную проницаемость мембран и раз-
общать дыхание митохондрий. В ре-
зультате катаболические процессы на-
чинают превалировать над анаболиче-
скими. Это значит, что резкая актива-
ция ПОЛ в ранние сроки образования 
язвы лежит в основе дальнейшего 

развития деструктивных процессов в 
ткани желудка в более поздние сроки 
развития язвы. При этом особо следу-
ет заме т и ть, что и е кого р ы е 11 р од у к т ы 
деструкции сами по себе могут являть-
ся и 11 ги бито р а м и реп а р ативи ы х п ро -
цессов. Таким образом может созда-
ваться «порочный круг». Метилурацил 
предупреждает образование этого кру-
га, активируя процессы репарации в 
очаге язвы. Поэтому динамика разви-
тия деструктивных процессов, сопро-
вождающаяся активацией ПОЛ как в 
плазме крови, так и в гом ore патах 
ткани желудка у различных групп жи-
вотных, в проведенных опытах получа-
ет удовлетворительное объяснение. 
С л ед о в а тел ь и о, об и а ру же и н i >i й нам и 
факт иигибироваиия ПОЛ под влияни-
ем метилурацила может свидетельст-
вовать о том, что в основе защитного 
эффекта препарата при эксперимен-
тальной ацетатной язве желудка ле-
жит, вероятнее всего, его аптиокисли-
телыюе действие. Применение метаци-
ла особенно эффективно в самые ран-
ние сроки образования язвы. При этом 
отнюдь пе уменьшается значение дру-
гих факторов, стимулирующих репара-
цию слизистой оболочки как в услови-
ях самозаживления, так и при упот-
реблении лекарств. 
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E F F E C T O F METHYLURACYL ON L I P I D PEROXIDATION IN BLOOD P L A S M A AND 
U L C E R O U S T I S S U E S FROM GASTRIC WALL O F RATS 

I. G. Kuznelsov, S. K. Suslova, M. M. Rasulov, V. M. Gukasov, Г.. Ya. Kaplan 

Ins t i tu te of Organ ic Chemistry, Siberian Branch of the Academy (f Sciences of Ihc USSR, 

Dynamics of exper imental ace ta te gas t r ic 
ulcer heal ing and lipid peroxidat ion were 
studied in rat blood and gas t r ic t issues a f te r 
t r ea tmen t with methyluracyl . The d rug was 

shown to s t imula te reparat ion and to inhibit 
lipid peroxidat ion. The an t iu lce rogenous effects 
of methyluracyl appear (o involve the antioxi-
dat ive mechanisms. 

У Д К (i 12.351.1 I :Г»77.152.11:612.352.1 

В. E. Судовцов, Т. 10. Ж а рм у хам в до в а 

Ф ИЗ И КО-ХИ М И Ч Е С К И Е ХЛРЛ К Т Е Р И С Г И К И 
С О Р Б И Т О Л Д Е Г И Д Р О Г Е Н А З Ы ИЗ Ц И Т О П Л А З М Ы К Л Е Т О К 

П Е Ч Е Н И Б Ы К А 

Биологический факультет МГУ им. М. В. Ломоносова, Москва 

Сорбитолдегидрогеназа СДГ (I 
идитол: NAI) —5 оксидоредуктаза, 
К Ф 1.1.1.14), катал и з и р у ющ а я () б р а ти -
мое окисление сорбита до фруктозы в 
NAD- з а вис и м о й реакции 

ациклический полиол • | - N A D + 

кетоза NADH + Ы, 

является узловым ферментом сорби-
тольного пути обмена глюкозы [9, II, 
21]. Фермент локализован в клетках 
семенных пузырьков [20], цитоплазме 
клеток печени |11, 12, 17], мозга [13, 
14] п хрусталика глаза [10, 19], а 
также в других тканях млекопитаю-
щих. Изменение активности этого фер-
мента рассматривают как диагностиче-
ский признак при заболеваниях печени 
|1, 8, 16], периферических нервов 
| 21 | , отеке мозга [7] и другой патоло-
гии. 

К а т а л и ти ч ее к и е и ф 11 з и ко-хи м и ч е-
скис свойства СДГ из различных ис-
точников изучены недостаточно. Па-
стоящая работа посвящена исследова-
нию некоторых физико-химических ха-
р а ктер и сти к этого ф ер м е и т а и з ци то -
плазмы клеток печени быка. 

М е т о д и к а 

Исследование проведено на частично очи-
щенном ферментном препарате из цитоплазмы 
клеток печени быка. Сразу после забои живот-
ного на Серпуховском мясокомбинате печень 
извлекали и доставляли в лабораторию на хо-
лоду. Все дальнейшие операции по выделению 
фермента проводили при 4 °С. Навеску печени 
(100 г) измельчали, добавляли 150 мл холод-
ной 0,25 М сахарозы в 10 мМ цитратио-фос-
фатном буфере рН 8,0, содержащей 5 мМ ди-
тиотрейтола, и гомогенизировали в гомлоге-

низаторе типа Поттера—Элвейхема. Гомогенат 
фильтровали через 4 слоя марли и центрифу-
гировали при 7 0 0 0 X g в течение 20 мин. Над 
осадочную жидкость вновь центрифугировали 
при 100 0 0 0 X g и течение 90 мни. Осадок от-
брасывали, а надосадочную жидкость нагре-
вали в течение 5 мин при постоянном переме-
шивании при 45 °С и быстро о х л а ж д а л и д о 
4 °С. После центрифугирования при 25 0 0 0 X g 
в течение 20 мин надосадочную жидкость под-
кисляли до рН 5,8 при постоянном перемеши-
вании, подщелачивали водным раствором ам-
миака до рН 8,0 и подвергали дифференци-
альному высаливанию сухим (NН4)2SO4. Бел-
ки осадка, собранные в диапазоне насыщения 
0,2—0,5 и растворенные в минимальном объ-
еме 10 мМ цитратио-фосфатиого буфера рН 
8,0, содержащего 5 мМ дитиотрейтола, после 
диализа фракционировали холодным этанолом. 
Ферментативная активность отмечалась в 
осадке, собранном между 15 и 35 % насыще-
ния этанолом. Осадок немедленно растворяли 
в буфере и диализовали. Гель-хроматографию 
препарата проводили при 5—7°С на колонке 
с сефадексом G-100 в том же буфере с добав-
лением 0,5 н NaCl. Фракции по 5 мл отби-
рали автоматически. Фракции, содержащие ак-
тивный фермент, объединяли и определяли в 
них концентрацию белка и удельную актив-
ность. Полученный таким образом ферментный 
препарат был очищен в 496 раз с выходом по 
общей активности в 22 %• 

Ферментативную активность определяли по 
начальным скоростям реакции, регистрируя из-
менение оптической плотности при 340 им на 
спектрофотометре "Spccord М-40" (фирма 
"Carl Zeiss", Г Д Р ) . Состав инкубационной 
среды: 2 мл 50 мМ соответствующего буфера, 
содержащего 100 мМ NaCl, 0,1 мл 20 мМ 
NAD, 0,04 мл (1,3—2 мг белка) ферментного 
препарата. Реакцию начинали добавлением в 
опытную кювету (длина оптического пути 
10 мм) 0,1 мл раствора сорбита. При изуче-
нии субстратной специфичности вместо сорби-
та добавляли такой ж е объем изучаемого по-
лиола в концентрации 5—100 мМ. 

Диск-электрофорез в полнакрпламидиом ге-
ле проводили по общепринятой методике при 
рН 9,5 и концентрации геля 7 , 5 % [2]. Д л я 
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Рис. I. Зависимость 
активности С Д Г от 

рН среды. 
В диапазоне 
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NaOH. 
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цитратмо-
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диапазоне 
глицин 

I L_ - I I I L. 
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выявления активности геля после разделения 
и промывки в буфере при рН 8,0 инкубирова-
л и в среде, содержащей 50 мл трис-HCI рН 
-8,0, 50 мг NAD, I мг феназинметасульфата , 
15 MI- тетразолия иитросииего и 2 мл 0,5 М 

.субстрата. Относительную электрофоретиче-
екую подвижность определяли как отношение 
расстояния, пройденного белком, к аналогич-
ному расстоянию, пройденному красителем в 
этом геле. 

Белок определяли по методу Лоури. Д л я 
построения калибровочного графика использо-
вали бычий сывороточный альбумин, удельную 
активность выражали в наиомолях восстанов-
ленного NADII па 1 мг белка за I мин. 

Буферные растворы готовили из солей, ос-
нований или кислот отечественного производ-
ства квалификации «XЧ» ЧДА», кото-
рые были д в а ж д ы перекисталлизованы или пе-
регнаны. Воду трижды перегоняли в стеклян-
ной посуде. 

В работе использованы следующие реакти-
вы: N A D ' и N.ADP+ (фирма "Reana l" , Вен-
грия; или фирма "Serva" , Ф Р Г ) , БСА ("Scr-
v a " ) , сорбит, маниит, ксилит, дульцит, рибит 
и эритрит («фирма "Serva"», глицерин оте-
честве иного про из во детва к ва л и ф и капни 
«4ДА», который был д в а ж д ы перегнан, дитио-
треитол (фирма "S igma" , США), феназиимета-
•сульфат (фирма "Koch- Light" или "BDH", 
Англия) , тетразолий нитросиний (фирма 
"BDM" или "Se rva" ) . Реактивы для гель-элек-
трофореза фирмы "Reana l " были д в а ж д ы ие-
р е к р и с т а л л и з о в а н ы. 

Все полученные результаты обработаны ва-
риационно-статистическим методом [3]. Каж-
дая экспериментальная точка на графиках 
представляет собой среднюю арифметическую 
величину, вычисленную на основании экспери-
мента. 

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

Как и большинство ранее выделен-
ных препаратов, СДГ из цитоплазмы 
клеток печени быка была довольно 
лабильна. Но активность СДГ пе из-
менялась при хранении цельной пече-
ни в замороженном состоянии в тече-
ние 4 мес. Аналогичные данные были 
получены для этого фермента из цито-
плазмы клеток печени крысы [11]. 
В наших экспериментах СДГ быстро 
теряла активность в отсутствие дитио-
треитола (па 50 % при хранении при 

20 °С и на 100% при 4 °С в течение 

1 нед). Известно, что дитиотреитол в 
значительной степени тормозит пре-
вращения SH-групп, существенных для 
(|) у 11 к I! и о и и р о в а н 11 я ф е р м е н т а. До б а в -
леи не субстрата или кофе р мент а не 
способствовало сохранению активно-
сти. 

Добавление к выделенному препара-
ту 0,1 М NaCl способствовало хоро-
шей сохранности активности С Д Г пе-
чени быка. Вероятно, в этих условиях 
ингибируется протеолиз или ионная 
сила снижает процесс агрегации бел-
ка. 

Интересные данные получены для 
СДГ из цитоплазмы клеток мозга кры-
сы [14]. Выделенный фермент терял 
активность в течение недельного сро-
ка хранения, по сохранял ее в присут-
ствии 0,2 % альбумина. В наших 
экспериментах добавление такого же 
количества БСА не способствовало со-
хр а н ению а ктив ноети. 

Хранение СДГ в замороженном со-
стоянии (при 20 °С) стабилизирова-
ло фермент. Процесс трехкратного за-
мораживания оттаивания пе приво-
д и л к з а м етн ому с и иже н ию а кти в н о -
сти. Добавление глицерина до конеч-
ной концентрации 30 % п е вызывало 
заметных изменений в активности, но 
позволяло хранить фермент в незамо-
роженном состоялии. 

Ита к, и а и более подходя щи м и усло-
виями сохранения частично очищенно-
го препарата СДГ из цитоплазмы кле-
ток печени быка является его храпе-
ние при 12°С после добавления до 
конечной концентрации 10"4 М дитио-
треитола, 0,1 М NaCl и 3 5 % глицери-
на. В этих условиях фермент хранился 
без потери активности в течение 8 мес. 

Влияние рН па активность СДГ из 
цитоплазмы клеток печени быка изу -
чали в диапазоне рН 6,0 12,0 при ис-
пользовании следующих буферных 
смесей: диапазон рН 6,0 —8,0 -цитрат -
но-фосфатная; диапазон рН 7,5 
11,5 — трис-HCI; диапазон 9,5—12,0 
глицин - N a O H . Профиль зависимости 
этой активности от рН имеет острый 
пик при рН 9,0 (рис. 1). Это согла-
суется с данными литературы для 
СДГ из цитоплазмы клеток печени 
[4, 6, 11, 17] и мозга [13, 14]. 

Активность СДГ из цитоплазмы кле-
ток печени быка проявлялась только в 
присутствии NAD, который нельзя за-
менить па NADP, что согласуется с 
данными литературы для этого фер-
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Т я б л и ц а 1 

Активность СДГ из цитоплазмы клеток печени 
быка 

Кон- Активность С Д Г , 

Субстрат 
цепт- ммоли N A D H в 

Субстрат рация, 1 мин на 1 мг 
мМ бел км 

Сорбит (C(i) 5 17,68 0,31 
Ксилит (C,j) 5 16,1 1—0,41 
Рибит (Сд) 5 4,34—0,16 
Маннит (С„) 5—100 0 
Эритрит (С,,) 5—100 0 
Дульцит (С(() 5—100 0 
Глицерин (С{) Г, IOO 0 
Глюкоза (С,;) Г) 100 0 

мента из цитоплазмы клеток печени и 
мозга млекопитающих [11 14, 17], а 
также хрусталика глаза [10, 19]. 

С к о р о с т ь д е г и д р и р о в a 11 и я раз л и ч и ы х 
полиолов в присутствии частично очи-
щенного препарата СДГ из цитоплаз-
мы клеток печени быка представлена 
в табл. 1. Высокая активность этого 
фермента отмечена при использовании 
в качестве субстрата сорбита или кси-
лита. Скорость дегидрирования рибита 
была в 4 раза ниже скорости этой ре-
акции в пробах с сорбитом. Маннит, 
дульцит, эритрит, глицерин и глюкоза 
не подвергались дегидрированию в 
пробах с этим препаратом фермента 
как при различных величинах рН, так 
и в широком диапазоне их концентра-
ций ( 5 - 1 0 0 мМ). Полученные резуль-
таты согласуются с данными литера-
туры для фермента из цитоплазмы 
клеток печени крысы и овцы, но отли-
чаются от данных литературы для 
СДГ из других источников (табл. 2). 
Так, фермент из цитоплазмы клеток 
печени лошади на 30 % медленнее ка-

Т а б л и ц а 2 

Сравнительная активность СДГ из цитоплазмы 
клеток печени различных животных 

Субстрат 

Активность С Д Г из цитоплазмы 
клеток печени, % 

Субстрат быка 
(собствен-
ные дан-

ные) 

лошади 
И] 

кр ысы 
[ 1 1 ] 

овцы 
[ 1 7 ] 

1-Идитол 100 97 
Сорбит 100 68 100 110 
Ксилит 91 50 99 100 
Рибит 25 28 50 88 
Май н ит 0 0 25 3 
Эритрит 0 0 0 — 

Глицерин 0 0 — — 

Рис. 2. Зимограммы С Д Г из 
цитоплазмы клеток печени 

бы ка. 
1 - - субстрат сорбит, 2 субст-
рат — ксилит. По вертикали — от-
носительная электрофоре гическая 

подии ж и ост и. 

0.5 

10' 

тализиров а л д и гидр иров а и и е со р бит а 
по отношению к идиту. Если принять 
во внимание активность СДГ по отно-
шению к сорбиту и идиту, то фермен-
ты из печени крысы и лошади совер-
шенно различны. Если же дегидрирова-
ние сорбита принять 100%, то ско-
ро с т ь д с г ил риров а и и я и д и т а, ксилита 
и рибита под действием С Д Г из ци-
топлазмы клеток печени лошади будет 
составлять 147, 73 н 41 % соответствен-
но. В этом случае различия между 
этими ферментами незначительны. 

Интересные данные обнаружены при 
дегидрировании маииита. Мы уже от-
мечали, что этот полиол практически 
не дегидрируется под действием С Д Г 
из цитоплазмы клеток печени быка. 
Аналогичные данные получены и для 
фермента из цитоплазмы клеток пече-
ни лошади [4]. Вместе с тем С Д Г из 
цитоплазмы клеток печени крысы ак-
т и в н о к ат а л и з и р у е т д е г и д р и р о в а и и с 
этого по л иол а [11]. 

Анализ собственных и литературных 
данных свидетельствует о том, что сре-
ди ациклических полиолов, обнаружи-
ваемых в клетках млекопитающих, с 
относительно большими скоростями 
дегидрируются сорбит, ксилит и рибит, 
а у некоторых и маннит. Это свиде-
тельствует в пользу того, что в опре-
деленных условиях (высокая концен-
трация полиола, щелочная среда клет-
ки, соотношение между NAD и NADH 
и т. д.) данные субстраты могут окис-
ляться с большой скороостыо в клет-
ках млекопитающих и таким образом 
включаться в метаболизм. Различная 
степень дегидрирования этих полиолов 
в присутствии ферментных препаратов 
СДГ из различных источников может 
б ы ть обусловлена двумя причинами. 
Либо исследуемые препараты С Д Г за 
г р я з н е и ы индивидуальными маннит-
ксилит- и рибитдегидрогеназами, либо 
для каждого фермента характерны 
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свои скорости дегидрирования этих по-
лиолов. Для проверки этих предполо-
жений решено исследовать молекуляр-
ные формы СДГ из цитоплазмы кле-
ток печени быка методом электрофо-
реза в полиакриламидиом геле с ие-
I гол I ,зо в a 11 и е м г и сто х и м и ч ее кого м его -
да для выявления активности СДГ. 

Как видно из рис. 2, на зимограм-
мах при дегидрировании сорбита, кси-
лита и рибита (не показано) обнару-
жено 6 идентичных зон активности 
вне зависимости от используемого суб-
страта. Эти зоны отличались друг от 
друга величинами относительной элек-
трофоретнческой подвижности, интен-
сивностью окраски п шириной. При 
использовании в качестве субстрата 
сорбита, ксилита или рибита выявили 
следующие величины: 0,387, 0,338, 
0.220. 0,193, 0,129 и 0,064. Следова-
тельно , в исследуемом нами частично 
очищенном препарате СДГ из цито-
плазмы клеток печени быка содержат-
ся множественные молекулярные фор-
мы одного фермента, способного ката-
лизировать дегидрирование сорбита, 
ксилита или рибита. Это свидетельст-
вует в пользу второго предположения, 
что каждый ферментный препарат 
С Д Г из различных источников с раз-
ной скоростью катализирует дегидри-
рование этих полиолов. Следует также 
подчеркнуть, что СДГ из цитоплазмы 
клеток печени быка, как и из других 
I [сто ч 11 и ков, к а та л 11 з и рует дегид р и ро -
ваиие любых 5-, 6- или 7-углеродных 
полиолов, у которых 2-й и 4-й угле-
родные атомы имеют общую I-конфи-
гурацию относительно 1-го углеродно-
го атома. 

Выражаем искреннюю благодар-
ность проф. 3. С. Кагану за ряд кри-
тических замечаний и плодотворную 
дискусси ю. 
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P H Y S I C O - C H E M I C A L P R O P E R T I E S O F SOR 
BITOL D E H Y D R O G E N A S E FROM CYTO 

PLASM O F BOVINE LIVER CELLS. 

V. E. Sudovlsov, T. Yu. Zharmukhamedova 

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

Par t ia l ly purified prepara t ion of sorbitol 
dehydrogenase , isolated from hepatocytes of 
bovine liver tissue, was active at a wide r a n g e 
of pll exhibi t ing the maximal activity at 
pl-l 9.0 in presence cf NAD but not of NADP. 
The high rate of sorbitol and xylitol dehydra-
tion w a s observed, whereas the enzyme dehyd-
rated ribitol at the 4-fold b w e r rate. Disc 
electrophoresis of the prepara t ion in polyacryl-
amidc gel, where sorbitol, xylitol and ribitol 
were used as subs t ra tes for colorimetric detec-
tion of the enzyme activity, exhibited six 
enzymat ic zones with Rf 0.387, 0.266, 0.338, 
0.193, 0.129 and 0.064. Opt imal condi t ions were 
developed for s to rage of the active enzyme. 
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И. А. Ольховский, А. В. Барон, В. W. Кулинский 

В Л И Я Н И Е Э М О Ц И О Н А Л Ь Н О Г О СТРЕССА НА А К Т И В Н О С Т Ь 
Ф Е Р М Е Н Т О В М Е Т А Б О Л И З М А ГЛУТАТИОНА 

Красноярский медицинский институт 

Недавно мы обнаружили, что кате-
холамииы (КА) in vivo и цАМФ in 
v i I го а кт и в 11 ру ют гл у га т но 11 перо кс и -
дазу ( П К ) ) п глутатион-Я-траиефера-
зу (ГТ) печени, а т а к ж е тормозят 
у-глута мил трансфер азу (ГГТ) почек, 
по пе влияют на глутатионредуктазу 
( Г Р ) печени [3]. Важно было прове-
рить, реализуется ли этот механизм 
регуляции ферментов метаболизма 
глутатиопа (ФМГ) в естественных 
условиях. Поэтому было интересно 
изучить влияние стресса, вызывающе-
го выраженную мобилизацию эндоген-
ных КА | 1 1 | . Д а н н ы е о влиянии 
стресса па ГПО неоднозначны: описа-
ны как активация [9, 12], так и отсут-
ствие изменений | 8 | . Сообщалось о 
стимуляции при стрессе и ГР [9, 12]. 
Влияние стресса на ГТ и ГГТ не ис-
следовали. Учитывая, что ФМГ выпол-
няют в организме многочисленные 
функции [5, (>, 13, 15, 16], мы поста-
вили задачу изучить влияние стресса 
на все основные ФМГ. 

М е т о д и к а 

Работа проведена на 138 крысах-самцах 
Вистар массой 150- -200 г и 27 мышах-самцах 
F, (СВАХC57BL) массой 18—23 г. В качестве 
показателя физиологической реакции на стресс 
использовали увеличение потребления 0 2 
( V С ) , поскольку экзо- п эндогенные КА уве-
личивают V0 2 . Этот тест прост и позволяет 
проводить динамические наблюдения, не под-
вергая животных дополнительному травмиро-
ванию. Д л я выбора конкретной модели эмо-
ционального (им мобилизационного) стресса 
мы сравнили 3 его известных варианта: I) 
фиксирование крысы на спине за все 4 лапы 
и зубы; 2) фиксирование лап липким пласты-
рем н завертывание в полотенце; 3) заверты-
вание крысы в гибкую металлическую сетку. 
Во всех случаях увеличение V 0 2 достигало 
максимума в интервале 20 30 мин и сохрани-
лось на повышенном уровне в течение всего 
периода стресса 6 ч. После прекращения 
иммобилизации V 0 2 быстро (за 20—25 мин) 
возвращалось к контрольному уровню и со-
хранялось на этом уровне до конца наблюде-
ния (см. рисунок). Увеличение V 0 2 было мак-
симальным при 1-м варианте стресса, при дру-
гих оно было ниже в среднем в 1,5—2 раза. 
Поэтому был выбран 1-й вариант — иммоби-
лизация на спине с жесткой фиксацией лап и 
головы. Так как при этом варианте стресса 

гиперкатехоламинемия | ! | и увеличение VO-
достигают максимума за 20 мин, мы остано-
вились на данном сроке иммобилизации. 

Ткани гомогенизировали в 5 объемах 
0,25 М сахарозы — I мМ ЭДТА 50 мМ 
трпс -НО-буфера (рИ 7,5) и гомогеиаты цент 
рифугировали 30 мин при 18 000 g. Надоса-
дочную жидкость использовали как источник 
ферментов. В опытах in vi t ro ее инкубировали 
с цАМФ (10 6 М ) в присутствии АТФ 
(10 ' М ) и М (10 М) при 30 °С в течение 
10 15 мин. Активность ГПО определяли по 
методу | ! 7 | , ГТ — методом [14| , ГГТ с 
наборами "Lachema" ( Ч С С Р ) ; субстрат - у 
L - г л у та м и л - п - и и троа и и л 11 д. 

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

Стресс вызывает активацию ГПО 
во всех 3 исследованных органах: зна-
чительную в сердце и печени, умерен-
ную в почках (см. таблицу) . Актив-
ность ГТ резко (в 2 раза) возрастает 
в сердце, увеличивается в печени, по 
пе изменяется в почках. В отличие от 
этих ферментов активность ГГТ сни-
жается : резко в печени, умеренно 
в почках. Выраженность сдвигов ФМГ 
в органах соответствует последователь-
ности с е р д ц е ^ п е ч е н ь > почки. Отме-
тим, что в печени больше, чем в поч-
ках, выражены как активация ГПО и 
ГТ, так и ингибирование ГГТ. Воз-
можно, тканевые различия связаны с 
мощностью симпатической иннервации 
органов - во всяком случае, в серд-
це она максимальна . При стрессе па-

Влияние иммобилизациоиного стресса на пот-
ребление кислорода организмом (VO2). 

По оси абсцисс время после начала эксперимента, 
мин; по оси ординат VO>. мл/кг/мин. Стрелки • 
начало и завершение стрессориого воздействия. / 
контроль; 2 иммобилизация на синие; пунктирная 

линия соответствует уровню банального V ()•.-. 
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Влияние эмоционального стресса и цАМФ на активность ФМГ 

Ор га м Условия 
опыта ГР ГПО ГТ ГГТ 

Печень Коптроль 39,3;±3,8 169,0=1=15,0 215 ,0-И 4,7 3,9=1=0,6 

цАМФ 
(15) (9) (12) (13) 

цАМФ 40,5=1=6,5 226,0=1= 24,7 257,0=1= 14,7 :И 4,27 ± 0 , 6 5 
(11) (8) (12) (13) 

Стресс 47,2=1=5,4 276,0=1=36,6* 2 7 2 , 0 ± 16,8* 1,64=0,5*** 
(15) (12) (15) (14) 

Почки Контроль 9 1 , 5 ± 6 , 1 90,3=1=12,5 72,8=1=4,4 3,0 ± 0 , 2 3 

цАМФ 
(17) (10) (П) (16) 

цАМФ 92,7=1=6,7 118,0=1= 18,8* 61,0=1=2,5* 2,75 ± 0 , 2 2 * * * 

Стресс 
(11) (8) (П) (16) 

Стресс 93,2 ± 6 , 2 122,0=1= 12,5* * 69,0=1=4,2 2,3 ± 0 , 1 7 * ** 

Сердце 
(16) (Ю) (14) (16) 

Сердце Коптроль 13,9=1=1,6 81,7=1=2,8 15,9=1=1,3 
(12) (6) (7) 

цАМФ 14,5=1=2,2 9 8 , 9 ± 7 , 3 * * * 2 2 , 0 ± 2 , 4 * — 

(7) (5) (7) 
Стресс 14,9-1-2,6 139,0-1-17,5*** 3 1 , 0 ± 4 , 6 * — 

(10) (6) (7) 

II р и м е ч а и и е. Активность ферментов выражена в ианомолях в 1 мин на 1 мг белка, актив-
ность ГГТ в почках — в микромолях в 1 мин на I мг; в скобках — число опытов. Значимость раз-
личий с контролем рассчитана методом связанных выборок для цАМФ и несвязанных выборок для 
стресса: * — Р < 0 , 0 1 ; ** — Я < 0 , 1 ; *** — Р < 0 , 0 5 ; ** — Р<0,001. 

блюдали тенденцию к активации ди-
сульфид редукта зной активности с 5,5'-
дитио-бис-(2-нитробензоатом) в каче-
стве субстрата ( 9 5 + 4 3 % ; Р < ( ) , 1 ) . 
Активность ГР в исследованных орга-
нах не изменялась. 

В этом же эксперименте у контроль-
ных животных изучали влияние фи-
зиологической концентрации цАМФ 
па активность ФМГ in vitro (см. таб-
лицу). цАМФ активировал ГПО всех 
органов, стимулировал ГТ сердца и 
печени, но не почек, тормозил ГГТ по-
чек, по не печени. Активность ГР при 
этом не изменялась. Очевидно, что за 
единственным исключением - отсут-
ствием ингибированГия ГГТ печени -
эффекты цАМФ и стресса однонаправ-
ленны. Правда, влияние стресса выра-
жено больше, чем цАМФ. Но относи-
тельная выраженность эффектов тесно 
коррелировала: i\s= +0 ,83 (Р = 0,01). 
В ведс 11 и е ф и з и оло гич еск их до з 
(11 мкмоль/кг) экзогенных КА (нор-
адренаталина и изадрина) также вы-
зывало активацию ГПО ( 2 5 ± 6 и 28чь 
± 7 % ) и ГТ (21 ± 8 %) печени 
и ингибированис ГГТ почек 
( 2 1 ± Ю и 2 3 ± Ю % ) . Активность 
ГР не изменялась 3 ,3±6 ,2 %; Р > ( ) , 5 ) . 
Очевидно, что стресс, КА и цАМФ вы-
зывают качественно аналогичные и ко-
личественно близкие воздействия на 
ГПО, ГТ и ГГТ. Это позволяет пола-
гать, что стресс действует на ФМГ че-
рез эндогенные КА и цАМФ. 

Активация ГПО и ГТ при стрессе 
имеет, вероятно, функциональный ха 
рактер, поскольку при поврежден и и 
ткани вследствие, например, ишемии 
происходит снижение активности ГПО 
[2, 4, 8] и ГТ [4]. Активация ГПО 
под влиянием стресса освещена и в 
работах |9, 12]. В работе [8J авторы 
отмечали снижение активности ГПО 
при стрессе, по их экспериментальный 
материал свидетельствует об отсутст-
вии значимых сдвигов. Последнее вряд 
ли связано с иным видом стресса 
эмоционально-болевым | 8 | , так как и 
э м о ц и она л ь н ы й стресс (и а ш и данные) , 
и и м м о б ил и з а ц и я + о х л а ж д е 11 и е [12], 
и ожог [9] вызывали активацию ГГ10. 
Вряд ли определяет различие боль 
и j а я п р о до л ж и тел ь 11 ост ь с г р есс а 
6 ч [8]: во-первых, в работе [12] она 
была сопоставимой 3 ч; во-вторых, 
при длительном стрессе реакции на 
пего часто сохраняются устойчиво. Это 
относится, например, к гиперкатехола-
минемии | 1 | и к увеличению V 0 2 (см. 
рисунок). Скорее причиной отсутствия 
активации ГПО в работе [8] было 
проведение исследований через 1 2 ч 
после стресса, как принято в этой ла-
боратории [7]. Хорошо известно, что 
в отличие от органических поражений 
функциональные сдвиги, вызванные 
КА и стрессом, быстро нормализуют-
ся. В частности, это подтверждается, 
тестом V 0 2 (см. рисунок). 
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Мы не наблюдали активации ГР 
при стрессе. Причины такого расхо-
ждения с данными [9, 121 пе ясны. 
Отметим, что в наших опытах ГР пе 
активировалась ии КА, пи цАМФ. 

Обнаруженные нами реакции ФМГ 
па стресс могут иметь важное биоло-
гическое значение. Доказано, что 
стресс активирует перекисиое окисле-
ние липидов (ПОЛ) |7 -10]. Защит-
ная роль аптиоксидантпых систем под-
черкивалась неоднократно [4, 5, 7]; их 
д а ж е назвали «естественной системой 
п р о ф и л а к т и к и с т р е с с о р 11 ы х поврежде-
ний» | 7 | . Однако акцепт делался на 
то, что при стрессе имеется недоста-
точность этих систем [ 7]. В настоя -
щей работе показано, что КА и стресс 
наряду с ПОЛ включают защитные 
механизмы против него - активацию 
антиокислительпых ФМГ (ГПО и ГТ). 
При этом в сердце максимальна пе 
только стимуляция ПОЛ [7], по и 
активация ГТ и ГПО. Стимуляция это-
го защитного механизма представляет-
ся важной ввиду того, что мощность 
ферментных аптиоксидантпых систем 
намного больше, чем пефермеитных 
[5, 13]. Подчеркнем, что аитиокисли-
гельпая активность ГТ шире, чем 
ГПО. Гели ГПО восстанавливает Н2О2 
и гидроперикиси липидов, то ГТ наря-
ду с последними обезвреживает мно-
гие другие метаболиты (в том числе 
главные продукты пероксидации поли-
ненасыщенных жирных кислот — 4-
гидроксиалкепали), причем для их 
обезвреживания важна пе глутатиои-
пероксидазпая активность ГТ (неееле-
по в а я ГПО), а конъюгация этих мета-
болитов с глутатиопом. Кроме того, 
ГТ ингибирует инициацию пероксида-
ции и защищает от нее мембраны 
[15]. Активация ГТ может способст-
вовать также обезвреживанию 
многих ксенобиотиков путем конъю-
г а ц и и с гл у т а т и о и ом [15]. 
Параллельная активация обез-
в ре ж и в a 11 и я о к и с л е и и ы х мета бол и то в 
и ксенобиотиков при стрессе может 
иметь важное знание в условиях уве-
личивающегося загрязнения внешней 
среды и частых стрессов. 

Ингибирование ГГТ, участвующей в 
транспорте некоторых амин ок ислот 
[6, 16], может замедлить их всасыва-
ние в кишечнике и использование для 
синтеза белков, а также реабсорбцию 
в почках. Это согласуется с такими 
известными фактами, как торможе-

ние ф у 11 к i i и й ж е л у д о ч н о - к и ш е ч н о го 
тракта, синтеза белка и увеличение 
экскреции остаточного азота под влия-
нием К А и стресса. 

Активация ГТ может способствовать 
усиленному синтезу лейкотриеиа С, а 
и и г и б и р о в а и и е Г Г Т то р м о ж е 11 и ю 
его перехода в лейкотриеи 1) [16]. 
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THE I N F L U E N C E O F EMOTIONAL S T R E S S 
ON THE G L U T A T H 1 0 N E M E T A B O L I Z I N G 

ENZYME 

L. S. Kotesnichenko, N. S. Mantorova, /.. A. 
Shapiro, I. A. Olkhovsky, А. I/. Baron, I/. /. 

Ku I insky 

Medical School, Krasnoyarsk 

Emotional s t ress du r ing 20 min induced the 
s t imulat ion of the g lu ta th ione peroxidase acti-
vity in heart , liver and kidney t issues and the 
ac t ivat ion cf g lu t a th ione -S - t r ans fe ra se in hear t 
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;iii(l liver tissues. Y 'Glutamyl t r ans fe r a se acti-
vity was inhibited in liver and kidney t issues. 
The a l t e ra t ions were g radua l ly decreased in 
heart ^ liver > kidney. Both ca techolamines 
(in vivo) and cAAAP (in vitro) produced the 

same effects . Close correlat ion between the 
s t ress and cAMP act ions on the g lu ta th ione 
metabol iz ing enzymes was found. No c h a n g e s 
of g lu ta th ione reduc tase activity was observed 
in all the t issues studied. 

V Д К 616.151.55:616.153.962.41-02:615.362.4И.015.348. 

Л. А. Ляпана, //. M. Аммосова 

КОМ П Л Е К С О О Б Р А З О В А Н И E Г Е П А Р И Н А 
С И Н Г И Б И ТО Р О М Н Е Ф Е Р М Е Н Т А Т И В Н О Г О Ф И Б Р И HOJ1 ИЗА, 

В Ы Д Е Л Е Н Н Ы М И З Т К А Н И С Е Л Е З Е Н К И 

Московский университет им. М. В. Ломоносова 

Ранее было изучено свойство гепа-
рина вступать во взаимодействие с 
различными белками, аминами [6], 
аминокислотами [14] и образовывать 
с ними комплексы [4, 11|. 

Комплексные соединения гепарина с 
тромбогеиными белками крови оказы-
н а ют н е(|) е | > м е 11 т а т и в мое ф и б р и 11 о л и т и -
ческое действие на пестабилизирован-
ный фактором XIII фибрин, антикоагу-
ляптное и антиагрегациоииое действие 
[3]. Эти данные свидетельствуют, что 
физиологическое значение комплекс-
ных соединений гепарина заключается 
не только в устранении в кровеносном 
русле уже образовавшихся нестабили-
зироваииых сгустков фибрина, но и в 
блокаде процесса их образования и 
стабилизации [4, 6, 7]. В то же время 
установлено, что кровоточивость у ро-
жениц при акушерской патологии в 
большинстве случаев коррелирует с 
оби л ы I ы м появлением комплексных 
соединений гепарина в крови. Получе-
ны данные, указывающие, что у части 
больных в плазме крови, взятой из 
материнского русла, содержится инги-
битор, блокирующий фибри политиче-
скую активность комплексов гепарина, 
по не разрушающий их | 2 | . 

Нами [6, 8, 9] был обнаружен и вы-
делен ингибитор неферментативного 
фибрииолиза (ИНФ) из ткани селе-
зенки здоровых животных — крыс. 
Однако этот ингибитор теряет свои 
свойства, если он выделен из ткани се-
лезенки животных в условиях стресса 
|8] или в присутствии в крови опреде-
ленного повышенного уровня гепари-
на [9]. 

В настоящем исследовании была по-
казана возможность образования ком-
плексного соединения гепарина с инги-
битором, выделенным из ткани селе-
зенки здоровых крыс, изучены некото-

рые физиологические и физико-хими-
ческие свойства ИНФ и его комплек-
са с гепарином. 

М е т о д и к а 

И Н Ф был выделен из ткани селезенки здо-
ровых крыс [9]. Д л я получении комплекса 
ингибитора с гепарином использовали гепарин 
фирмы «СПОФА», комплекс получали по ме-
тоду [10] при соотношении гепарин : ингиби-
тор, равном 1 : 1 . Полученные продукты про-
анализированы физико-химическими методами. 

А и т и к о а гу ля н т н у ю активность препар атов 
определяли общепринятым методом, логиче-
скую активность — на пестабилизироваиных 
пластинах фибрина методом [5]. Д л я дока-
зательства комплексообразования между ге-
парином и ингибитором использовали метод 
пересекающегося электрофореза [15]. Иссле-
довали физико-химические свойства препара-
тов, включая спектральные характеристики в 
ультрафиолетовой и инфракрасной областях 
спектра. Спектрофотометрпрование 0,5 % ком-
плекса и его составных частей в эквивалент-
ных количествах проводили па регистрирую-
щем спектрофотометре "Unicaui SP-8000" в 
кюветах 3 мл в диапазоне длин волн 220— 
350 нм (препараты готовили в фосфатном 
буфере рН 7,4). На приборе ИКС-29 (СССР) 
по принятой в лаборатории методике инжене-
ром Н. И. Осиновой были сняты инфракрас-
ные спектры твердых препаратов гепарина, 
белка-ингибитора и продукта их взаимодейст-
вия п сопоставлены структурные особенности 
комплекса и его составных частей. Инфракрас-
ные спектры препаратов интерпретированы па 
основании данных литературы |1, 12|. 

Д л я анализа гомогенности препарата инги-
битора из ткани селезенки применяли метод 
электрофореза в геле поли акрил амида с доде-
цилсульфатом натрия | 1 3 | . 

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

Полученный нами п р е п а р ат И11Ф 
обнаруживал при электрофорезе в ге-
ле полиакриламида в присутствии до-
децилсульфата натрия только одну по-
лосу, что указывало па относительную 
го м о re 1111 ость по л у ч е и но го п р е п а р а т а. 
Следует отметить, что экстракт из тка-
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пп селезенки, из которого выделяли в 
11 ос л еду ю ще м ф р а кц и ю и 11 г и б и то р а, 
при электрофоретическом разделении 
содержал 5 фракций, окрашивающих-
ся 0 ,125% раствором кумаси (рис. 1). 
По данным электрофореза в геле по-
лиакриламида , молекулярная масса 
И Н Ф из ткани селезенки находилась 
в пределах 13 000 15 ООО дальтоп (см. 
рис. 1). 

Образование комплексов гепарин 
И Н Ф подтверждено методом пересе-
кающегося электрофореза . Гепарин в 
месте контакта с ингибитором обнару-
живал изгиб полосы при окрашивании 
0 , 3 3 % раствором Азура II в метаноле. 
Сравнение УФ-спектров полученного 
комплекса гепарин — И Н Ф со спек-
трам и гепарина и И Н Ф в эквивалент-
ных по отношению к комплексу дозах 
(рис. 2) т а к ж е свидетельствует о иа-

личии комплексообразоваиия ,посколь-
ку спектр поглощения гепарина и 
И Н Ф отличались от спектра 
поглощения комплекса. УФ-
спектр поглощения комплекса имеет 
максимум поглощения в области 
276 пм, спектр поглощения И Н Ф не-
сколько смещается в область 278 им. 
Наличие максимумов поглощения в 
указанной области обусловлено погло-
щением боковых групп остатков 3 ами-
нокислот — фенилалаиииа , тирозина и 
три птофаиа. 

Комплекс гепарин И Н Ф получа-
ли при взаимодействии эквимолярпых 
количеств гепарина и ИНФ. В препа-
ратах комплексов, полученных при ве-
совых соотношениях гепарин ИНФ, 
равных 1:1 или 3:1, установлена анти-
коагуляитпая активность, соответст-

Т а б л и н а 1 

Физиологические свойства ИНФ из ткани селе-
зенки и его комплекса с гепарином ( / И ± / п ) 

Исследуемое 
вещество 

А н т и к о а г у л я н т -
пан активность, 

Рис. I. Электрофореграмма экстракта селезен-
ки (/1) п белкового ингибитора, выделенного 

из ткани селезенки (Б). 
Рис. 2. Спектры поглощении в УФ-области. 

0,85 % раствор 
NaCl 

Гепарин, мкг/мл 
250 

Р 
750 

Р 
И Н Ф 

(250 мкг/мл) 
Р 

Комплекс гепа-
рин Ж 1Ф 
при соотноше-
ниях: 
1:6 
(73 мкг гепа-

рина | 
| 438 мкг 

геп; 
Р 

1:3 
(125 мкг гепа-

рина | 
| 375 мкг 

ИНФ) 
Р 

1 : 1 
(250 мкг гепа-

рина | 
|- 250 мкг 

ИНФ) 
Р 

3:1 
(750 мкг гепа-

рина I 
| - 250 мкг 

ИНФ) 
Р 

12:1 

(400 мкг гепа-
рина -1 
I 40 мкг 

ИНФ) 

100±1,0 (10) 

155±4,8 (8) 
<0,001 

Более 5 мин 
нет сгустка 
(7) 
<0,001 

9 7 ± 5 , 1 (10) 
> 0 , 5 

100±3,9 (7) 

> 0 , 5 
1004=1,5 (8) 

> 0 , 5 
156±7,7 (8) 

< 0 , 0 0 1 

Более 5 мин 
нет сгустка 
(8) 

<0,001 
Более 5 мин 

нет сгустка 
(6) 

< 0 , 0 0 1 

Нефермент.• -
тивнам фибри-
нолитическаи 
активность, 

ММ" 

()=Ь0 (12) 

0=1=0 (8) 
> 0 , 5 

0 ± 0 (7) 

> 0 , 5 

0 ± 0 (7) 
> 0 , 5 

0 ± 0 (7) 

> 0 , 5 
О | О (8) 

> 0 , 5 
3,5=1=2,5 (8) 

< 0 , 0 5 

9,3=1=2,7 (8) 
<0,01 

0 ± 0 (7) 

> 0 , 5 

П р и м е ч а и и с. Здесь и в табл. 2: ста-
тистические показатели рассчитаны относитель-
но соответствующих проб контроля с 0,85 % 
NaCl; в скобках — число исследова! 

ву ющая а нтикоа гул я итпои активно-
сти эквивалентных по отношению к 
комплексу доз гепарина; нефермента-
тив н ая ф и б рипол ити ч ее ка я а кти в и ость 
либо отсутствовала, либо была на-
столько мала (зоны лизиса до 10мм 2 ) , 
что ею можно было пренебречь. Сле-
довательно, полученный комплекс в 
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Рис. 3. Спектры п о м е щ е н и я и ПК-об-
ласти; И Н Ф (а), гепарина (в) и комп-

лекса гепарин И11Ф (а) . 

3900 2700 1500 1100 700 

отличие от уже известных комплекс-
ных соединений гепарина с белками 
крови [6] был неактивен в фибрино-
литическом отношении (табл. 1). Ком-
плекс гепарин — ИНФ не оказывал 
ингибиториого действия па не фермен-
тативный фибринолиз плазмы и не 
способе т в о в а л уменьшению времен и 
рекальцификации плазмы в отличие 
от эквивалентных доз ИНФ (табл. 2). 

Д л я исследования! структурных осо-
бенностей белка — ИНФ, выделенно-
го из ткани селезенки крыс, а также 
взаимодействия гепарина и данного 

Т а б л и ц а 2 
Влияние ИНФ из селезенки и его комплекса с 
гепарином на время рекальцификации и нефер-
ментативный фибринолиз плазмы в условиях 

in vi tvo ( М d t m ) 

Условия 
опыта 

Время рекаль-
цификации 
плазмы, с 

Зоны лизиса 
па иестабили-

зированном 
фибрине в 

присутствии 
плазмы и 

8 -а ми нокап-
роновой кис-

лоты, мм2 

Контроль 
с 0,85 % NaCl 85dt2 ,5 (12) 4 9 ± 5 (8) 

И Н Ф 
85dt2 ,5 (12) 4 9 ± 5 (8) 

(500 м к г/мл) 4 7 ± 3 , 1 (15) 0 ± 0 (10) 
Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 

Контроль с ге- Более 3 мин 
парином нет сгустка 
(500 м к г/мл) (6) 49dr3 ,8 (6) 

Р < 0 , 0 0 1 > 0 , 5 
Комплекс гепа- Более 3 мин 

ри и — И Н Ф пет сгустка 
(500 мкг гепа- (8) 
рина 
1 500 мкг 

ИНФ) 4 9 ± 4 , 0 (8) 
Р < 0 , 0 0 1 > 0 , 5 

белка, была сделана попытка приме-
нения ИК-спектроскопии. На рис. 3 
представлена фракция ИНФ — белка 
с молекулярной массой 13 00—15 000 
дальтои, высушивание которой прохо-
дило в сравнительно мягких условиях 
в течение 5 ч при температуре 0—4°С. 
ИК-спектр поглощения этого ИНФ ха 
р а кте р и зу етс я большим набором п о -
лос поглощения, которые можно до-
стоверIю интерпретировать и которые 
свойственны белковой молекуле [1, 
12]. ИК-спектр гепарина (см. рис. 3 ,6) 
показывает, что данный препарат вы-
сокомолекулярен и полидисперсен 
(гепарин — мукополисахарид с моле-
кулярной массой 4 000 -37 000 даль-
тон), поэтому интерпретация его спек-
тра условна. Можно идентифицировать 
наличие максимумов поглощения, со-
ответствующих валентным колеба-
ниям следующих групп: SO2N 
(1150 с м 1 ) , S 0 3 (1150, 1050, 800, 
600 см - 1 ) , СОО (сильная полоса в 
области 1620 см ' ) , пептидной N11 с 
водородной связью (в области 
3200 см ') и других группировок, при-
сущих структуре молекулы гепарина. 
ИК-спектры комплекса гепарина с 
белком из ткани селезенки характери-
зовались в основном наличием полос 
поглощения, которые ; тождественны 
ИК-максимумам поглощения па ИК-
спектре гепарина, в то же время про-
является хорошо выраженная полоса 
поглощения СООН-группы (1720см ' ) . 

Экспериментально было установле-
но при определении реакции среды в 
растворах белка ИНФ и комплекса 
гепарин ИНФ, что при взаимодей-
ствии гепарина с ИНФ рН снижается 
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в кислую сторону: рН ИНФ составлял 
6,6—6,7, при взаимодействии его с ге-
парином рН среды снизился до 6,0 -6,1. 
Следовательно, комплексообразование 
гепарина с ИНФ сопровождается по-
явлением дополни тел ь 11 ы х к и с л ы х 
группировок в препаратах комплексов. 

Итак, показано, что в присутствии 
гепарина свойства ИНФ резко изме-
няются. Весьма вероятно, что обра-
зуется новое соединение в результате 
взаимодействия гепарина и ингибито-
ра из ткани селезенки, свидетельством 
чего являются данные, полученные 
при использовании метода пересекаю-
щегося электрофореза, прямой ультра-
фиолетовой и инфракрасной спектро-
с ко п ии. А и а л и з у л ьт |) а ф и о л ето в ы х 
спектров поглощения белка из ткани 
селезенки и его комплекса с гепарином 
показал, что наличие максимумов по-
глощения в области 276—278 пм-обус-
ловлено поглощением боковых групп 
остаков фенилалапипа, тирозина и 
триптофана. По данным ИК-спектро-
скопии, спектр поглощения вновь об-
разованного комплекса соответствует 
в основном, спектру поглощения одной 
из составных частей комплекса — ге-
парина. Это согласуется и с результа-
тами исследований, полученными при 
изучении и сравнении физиологиче-
ских свойств комплекса и его состав-
пых ч а сте й (см. т а б л. 1 и 2). Ком-
плекс гепарин ИНФ обладает анти-
коагуляптиой активностью и ие про-
я в л я ет нефермента т и в и ы х ф и б р и н о л и -
тических свойств, как и гепарин. Сле-
довательно, по данным о физиологи-
ческих и физико-химических свойствах 
этого комплекса, полученных с исполь-
зованием различных методов, можно 
сделать выводы о том, что, по-видимо-
му, механизм блокады нефермеита-
тивиого фибринолиза ингибитором из 
ткани селезенки обусловлен его взаи-
модействием с гепарином, к которому 
он имеет большое сродство. С боль-
шой достоверностью можно полагать, 
что образуется комплексное соедине-
ние, в котором исчезают свойства 
ИНФ и в полной мере проявляется 
а п т и ко а гул я и т и а я а кт и в 11 ост ь. С л ед о -
вателыю, в данных условиях экспери-

мента гепарин является блокатором 
белкового ИНФ из ткани селезенки. 
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C O M P L E X E S O F H E P A R I N AND T H E INHI-
BITOR O F NON-ENZYMATIC F I B R I N O L Y S I S 

L. A. Lyapina, Ya. M. Aminosova 

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

Forma t ion of complexes between hepar in and 
protein inhibitor of non-enzymat ic f ibrinolysis , 
isolated f rom spleen t issue of heal thy animals , 
was demons t r a t ed by m e a n s of cross electro-
phoresis, UV- and IR-spectrophotometr ies . Sup-
pression of the spleen inhibitor act ivi ty to-
w a r d s non-enzymat ic f ibr inolysis occurred via 
its complex-format ion with hepar in , where the 
inhibitor a m i n o g r o u p s reacted with sulfo- or 
carboxyl g r o u p s of hepar in . 
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А К Т И В Н О С Т Ь X O J 1 E C T E P O J 1 Э С Т Е Р А З В А О Р Т Е 
И П Е Ч Е Н И К Р Ы С Ы ПРИ С Т И М У Л Я Ц И И И Б Л О К А Д Е 

Р - А Д Р Е Н О Р Е Ц Е П ТО РО В 

Институт терапии СО ЛИ СССР, Новосибирск 

И з м с н е и и я соде ржания с в обод 11 о го 
холестерина (СХС) и его эфиров 
(ЭХС) в сыворотке крови эксперимен-
тальных животных под влиянием кате-
холамииов свидетельствует о сущест-
венной роли p-адренорецепторов в ре-
гуляции холестеринового обмена [4, 
13]. 

Хотя известно, что функция р-адре-
нергических рецепторов реализуется с 
у част и е м а д е и и л а т ц и к л а з 11 о й с и с те м i >i 
| 1 4 | , конкретные механизмы измене-
ния активности ферментов холестери-
нового метаболизма изучены недоста-
точно. В то же время твердо установ-
лена прямая зависимость между со-
держанием ЭХС и уровнем цикличе-
ского АМФ (цАМФ) в гладкомышеч-
пых клетках, полученных из атероск-
леротических бляшек аорты человека 
| 17]. В последнее время появились со-
общения о повышении активности ли-
зосомной и цитоплазматической холе-
стеролэстераз - ХЭ (КФ 3.1.1.13) при 
с т и м у л я ц и 11 а д е 11 ил а т 11 и к л а з н о й с и сте -
мы простаглапдинами [10] и нифеди-
пииом [8| в гладкомышечиых клетках 
аорты. 

1 [ел ыо 11 а с то я ще й |) а б о т i >i я в и л о с ь 
изучение роли лизосомиой кислой и 
! iито плазматической нейтрал ы iой XЭ 
в изменении содержания ХС в ткани 
аорты и печени крысы при стимуляции 
p-адренергических рецепторов эфедри-
ном и блокаде их пропрамололом. 

А7! е т о д и к а 
В опытах использовали 60 крыс-самцов 

линии В иста р с массой тела 180—200 г, со-
державшихся в обычных условиях вивария. 
Животные были разделены на 4 группы (по 
15 крыс в каждой группе). Животным 1-й 
группы виутрибрюши нно вводили солянокис-
лый эфедрин в дозе I мг на 100 г массы тела, 
животным 2-й группы — пропранолол гидро-
хлорид ("Germed" , Г Д Р ) в дозе 2,5 мг на 
100 I- массы тела, животным 3-й группы од-
новременно вводили эфедрин и пропранолол 
в дозе 1 мг и 2,5 мг соответственно на 100 г 
массы. Контрольным животным (4-я группа) 
одновременно и тем же способом вводили фи-
зиол ог и ч ее к и й раствор. 

Крыс дека цитировали спустя 12 ч после 
введения препаратов. За 24 ч до забоя их 

лишали пищи при свободном доступе к воде. 
Печень промывали от крови и гомогенизиро-
вали в 0,25 М сахарозе с ЭДТА рН 7,4 в ме-
ханическом стеклянном гомогенизаторе с теф-
лоиовым пестиком в течение 60 с. Аорту крыс 
выделяли на участке от сердца до бифурка-
ции, тщательно освобождали от окружающей 
ткани и адвентиции, измельчали микротомом 
в криостате при 20 °С и толщине среза 
К) мкм с последующей гомогенизацией в 
стеклянном гомогенизаторе в растворе 5 мМ 
трис-HCI, I мМ ЭДТА рН 1 А. Полученные 
5 % гомогенаты печени и аорты использовали 
для определения активности ферментов и со-
д е р ж а н и я липидов. 

Активность лизосомиой (рН 4,2) и цито-
плазматической (рН 7,5) ХЭ определяли опи-
санным ранее радиоизотопным методом [5], 
используя в качестве субстрата холестерол 
( ! - м С ) - о л е а т ( "Amcrsham" , Англия) в составе 
лппосом, содержащих лецитин ("Calbiochem", 
США) п холестерололеат в соотношении 6 6 : 1. 
Условия инкубации и подсчет радиоактив-
ности подробно описаны в предыдущих рабо-
тах |1, 2 | . Активность ферментов выражали в 
иаиомолях гид рол и зова иного холестерололеата 
в 1 мин на I мг белка. Белок определяли ме-
тодом 1141. 

Фракционирование липидов, экстрагируе-
мых из сыворотки крови и гомогенатов пече-
ни и аорты но методу | 7 | , осуществляли ме-
тодом тонкослойной хроматографии на силика-
геле II ("Ferak" , Ф Р Г ) в двух системах раст-
ворителей: гексан — диэтиловый эфир ук-
сусная кислота в объемном соотношении 
6 0 : 4 0 : 1 и 9 0 : 1 0 : 1 . В пятнах, соответст-
вующих СХС и ЭХС, концентрацию стерина 
определяли по методу |18 | после переэкстрак-
ции хлороформом. 

Полученные данные обработаны методом 
вариационной статистики с использованием 
к р и те р и я С тью д е ига. 

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

Анализ полученных результатов сви-
детельствует о наличии вполне зако-
номерных изменений активности лизо-
сомиой и цитоплазматической ХЭ в 
ответ на стимуляцию р-адреиергиче-
ских рецепторов однократным введе-
нием эфедрина. Как видно из рис. 1, 
при воздействии эфедрина активность 
цитоплазматической ХЭ была выше в 
1,3 раза ( Р < 0 , 0 1 ) в аорте и в 2,(3 ра-
за ( Я < 0 , 0 0 1 ) в печени крыс по срав-
нению с соответствующими значения-
ми у контрольных животных. 

П р ед ва ри тельн ое введение п ро п р а-
полола полностью снимало этот а кти 
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Рис. I. Активность цитоплазматической ХЭ в 
печени (а) и аорте (б) крыс при стимуляции 

и блокаде p-адренорецепторов. 
No осп абсцисс — группы животных; по оси орди-
нат активность фермента, пмоль/мии на I мг бел 
ка. Звездочка достоверные различия с контролем 

(Р<0,05) . 

пирующий эффект эфедрина в печени 
и аорте крыс, что может указывать на 
существование прямой связи между 
повышением а кт и в 11 ост и 11 и то п л а з м а -
ти ческой ХЭ и стимуляцией (3-адреио-
рецепторов. Как было установлено ра-
нее | 1 1 | , нейтральная ХЭ присутст-
вует в клетках в виде голофермента, 
переходящего в активированное со-
стояние при увеличении внутриклеточ-
ной концентрации цАМФ. Вероятно, 
этот же механизм лежит в основе 
у с т a 11 о в л е 1111 о го памп а кт и в и р у ю i це го 
влияния эфедрина па активность ней-
тральной ХЭ в печени и аорте крысы. 

Активность лизосомиой ХЭ при 
однократном введении эфедрина по-
вышалась в 2,3 раза (Р<С0,001) в пе-
чени и в 1,6 раза (Р<С0,001) в аорте 
по сравнению с подобными показате-
лями контрольных животных (рис. 2). 
Как видно из рис. 2, предварительное 
введение пропранолола полностью пре-
до твр а ща ет а кт и в и ру ю щ и й эффе кт 
адрепомиметика на активность кислой 
ХЭ. Это позволяет исключить прямое 
активирующее влияние эфедрина на 
лизосомпую ХЭ. 

Рнс. 2. Активность лизосомиой ХЭ в печени (а) 
и аорте (б) крыс при стимуляции и блокаде (V 

адренорецепторов. 
Обозначения те же. что па рис. I. 

В литературе имеются противоречи-
вые данные о взаимосвязи внутрикле-
точной концентрации цАМФ с актива-
цией лизосомного аппарата клеток. 
Так, было показано, что фосфорилиро-
в a 11 и е к и с л о й X Э ц А М (1) - з а в и с и м о й 
протеипкииазой in vitro пе вызывает 
изменения гидролитi\ческой а ктивi ю~ 
сти ХЭ [11| . В то же время при вве-
дении простагландипов [10] и пифе-
д и ни н а [8 | в гладко мышечных клет-
ках аорты кролика одновременно с 
увеличением содержания цАМФ отме-
чался значительный рост активности 
лизосомиой ХЭ. Не исключено, что 
а кт ив и р у ю I цее вл ия ии е аде и ил а т 11 ик 
лазиой системы, стимулированной ка 
техол аминами, на л и зосо м н ы й аппа-
рат клеток реализуется только in vivo. 
Косвенным подтверждением этого 
предположения могут являться данные 
работы [3] об увеличении удельной 
активности лизосомпых ферментов в 
печени крысы при воздействии адрена-
л и на. 

Как показано в таблице, однократ-
ное введение эфедрина вызывало в на-
ших условиях эксперимента снижение 
уровня СХС и ЭХС в сыворотке крови 
крыс. Введение пропранолола предот-

Содержание холестерина и его эфиров н печени и крови и общего холестерина в аорте крыс при воздей-
ствии эфедрином и иропранололом (Mzhm) 

Группа жи-
вотных 

Липиды сыворотки крови, мг/дл Липиды печени, на 1 м к г / м г 
бел к а 

Содержапие 
ОХС в аор-

те, па 
1 мкг /мг бел-

ка 

Группа жи-
вотных 

СХС э х е о х с СХС э х е ОХС 

Содержапие 
ОХС в аор-

те, па 
1 мкг /мг бел-

ка 

1-я 
2-я 
3-я 

9 ,37 ± 0 , 4 * * 
1 7 ,5 ± 0 ,6 
1 8, -1 ± 0, 9 

Г) 0, 8 ± 3 ,3 '1 * * 
9 '1,2 ± 3, 8 2 * * 
5 8 , 9 ± 2 , 9 * 

5 9 , 9 ± 4 , 1 * * 
111,1 ± 4 , Г> 

7 6 ,9 ± 3 ,7 5 

8 ,6 ± 0, 5 
6 ,4 ± 0 , 5 * 

1 0 ,6 ± 0 , 3 * 

5 ,4 ± 0 ,3 * * * 
3 ,0 ± 0 ,2 6 
2 ,8 ± 0 , 4 

1 3 ,6 ± 0 ,6 * * 
9 ,4 ± 0, 1 

12,9 ± 0, 8 7 

8 ,6 4 ± 0 , 9 2*"* 
1 0 .3 2 ± 0, 6 

1 2 ,2 ± 0 , 8 7 

4-я (контрольная) 118,1 ±0,1) 7 1 ,8 ± Г), 2 9 0 , 7 ± 6 , Г> 8 ,5 ± 0 ,4 2 ,9 ± 0 ,3 1 1 , 2 ± 0 ,1 11 2 ,6 5 ± 0 ,9 Г) 

П р и м е ч а и и е. Достоверность различий дана по отношению к контролю: одна звездочка Р с 0,05, 
две- / ; < 0 , 0 1 , три - Я с 0,001. 
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вращало этот эффект в отношении 
СХС, незначительно влияя на измене-
ние уровня ЭХС. В то время стимуля-
ция р - а д р е но р е цепто р ов п р и водила к 
перераспр еде л е и и ю со д е р ж а и и я об ще -
го ХС (ОХС) в аорте, сыворотке кро-
ви и печени. Если в аорте уровень 
О X С при од и о к р а т но м во з д ей ст в и и 
эфедрином снижался, то в печени в 
этих условиях отмечался его достовер-
ный рост, преимущественно за счет 
увеличения содержания ЭХС. Концен-
трация ОХС в аорте и ЭХС в печени 
не изменялась при воздействии эфед-
рином па фоне блокады (3-адренергиче-
ских рецепторов пропраиололом. Ин-
тересно отметить, что при одновремен-
ном воздействии эфедрином и пропра-
иололом наблюдалось достоверное 
увеличение уровня СХС в печени (см. 
таблицу) . 

Изменение содержания ОХС в сы-
воротке крови, печени и аорте при 
однократном введении эфедрина свя-
зано, по-видимому, с одной стороны, 
с активацией ХЭ в аорте и печени, с 
другой — с перераспределением кон-
це итр а ц и и О X С м е ж д у пер ифе р и ч е-
скими тканями и печепыо. Так, наблю-
даемое нами снижение концентрации 
ОХС в ткани аорты и повышение со-
держания ЭХС в ткани печени при 
ст и м у л я ци и р-адреп о р е це п то ро в, ве-
роятно, свидетельствуют об усилении 
оттока ХС из аорты в печень на фо-
не увеличения активности ХЭ в ткани 
аорты. 

В настоящее время известно, что на-
рушение активности ХЭ |1, 2 | может 
приводить к накоплению ЭХС в клет-
ках при различных повреждающих 
воздействиях |9, 12]. Некоторые авто-
ры отмечают изменение активности 
лизосомиой и цитоплазматической ХЭ 
при развитии спонтанного [6] и экс-
периментального [16] атеросклероза 
в аорте. Очевидно, одним из возмож-
ных путей коррекции нарушений мета-
болизма ЭХС] в сосудистой стенке яв-
ляется повышение активности ХЭ | 8 | . 
В то же время направленный поиск 
препаратов, нормализуют, и х а к т и в -
ность ключевых ферментов холестери-
нового метаболизма, должен быть 
основан па знании механизмов регу-
ляции их активности па уровне орга-
низма. Дозированная стимуляция р 
адре не [) гич ее ких р е це п торо в к а техола -
мин а м и м о ж ет о к а з а т ьс я, и о - в и д и м о -
му, одним из средств целенаправлен-

ной регуляции активности лизосомиой 
и цитоплазматической ХЭ. 

Таким образом, полученные нами 
результаты, а также данные других 
исследователей свидетельствуют об 
активном вовлечении р-адреиергиче-
ских рецепторов в метаболизм ЭХС в 
тканях. В результате проведенных на-
ми исследований установлено, что 
стимуляция p-адренергических рецеп-
торов при однократном введении эфед-
рина вызывает у крыс повышение ак-
тивности лизосомиой и цитоплазмати-
ческой ХЭ в печени и аорте, уменьше-
ние концентрации ОХС в ткани аорты 
и сыворотке крови и увеличение кон-
центрации ЭХС в печени. Авторы вы-
ражают благодарность И. Ю. Морозо-
вой за квалифицированную техниче-
скую помощь. 
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ACTIVITY O F C H O L E S T E R O L E S T E R A S E S IN AORTA AND LIVER T I S S U E O F RATS 
AFTER STIMULATION OR INHIBITION O F (^-ADRENERGIC R E C E P T O R S 
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Inst i tute of Therapy, Siberian Branch of the Academy of Medical Sciences of the l i S S R r 

Novosibirsk 

Activities of lysosomal and cytoplasmic cho-
lesterol es terases and cholesterol content in ra!" 
blood serum, liver t issue and aorta were 
studied af te r adminis t ra t ion of ephedrine and 
propranolol . The ephedrine-induced lipolytic 

effect was fully inhibited by propranolol . T h e 
correlat ion between s t imulat ion of p -adrenerg ic 
receptors and activation of lipolytic enzymes» 
was found. 
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И Н Г И Б И Р О В А Н И Е Ц И Т О Т О К С И Ч Е С К О И А К Т И В Н О С Т И 
Е С Т Е С Т В Е Н Н Ы Х К И Л Л Е Р О В Г Л И К О С Ф И Н Г О Л И Н И Д А М И . 

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

Институт биоорганической химии им. М. М. Шемякина АН СССР, В О Н Ц АМН С С С Р 
Москва 

В последние годы значительное вни-
мание исследователей привлекает про-
блема противоопухолевого иммуните-
та. В частности, большой интерес 
представляет вопрос о механизмах, с 
помощью которых опухоль «усколь-
зает» от надзора иммунной системы 
хозяина-опухолеиосителя. Было вы-
сказано предположение, что возмож-
ный механизм основан на воздействии 
на иммунокомпетеитные клетки фраг-
ментов плазматической мембраны, 
«сбрасываемых» в среду опухолевыми 
клетками | 121. Было показано, что ти-
моциты |(i | и опухолевые клетки [4, 
10, 13] освобождают во внеклеточную 
среду значительную часть гапглиози-
дов. Некоторые из этих гаиглиозидов 
обладали свойством ингибировать ци-
тотоксическую активность (ЦТА) эф-
фекторных клеток селезенки мышей 
[3] и естественных киллеров (NK-кле-
ток) сирийских хомяков [2]. Особен-
но сильный иигибируюиций эффект вы-
зывали гапглиозиды, в молекулу кото-
рых входила олигосахаридная цепь 
Lac (п о 11 о м е п кл а ту р е гл и косф и и го -
липидов, рекомендованной комиссией 
IUPAC -IUB [7]) . Было также уста-
новлено, что NK-чувствительпые и NK-
р ез и сте 11 т н ы е к л ет к и - м и шеи и от л и -
чаются друг от друга по составу гаиг-
лиозидов [3]. В связи с этим пред-
ставляло интерес выяснить, как влияет 
изм еп е и ие строения ол и госа харидио й 
цепи гликосфинголипидов на их свой-

ство блокировать ЦТА естественных 
киллеров. С этой целью в настоящей 
работе проведено сравнительное ис-
следовa 11 не и 11 г иб иру ю ще го де иствия 
ряда гаиглиозидов и их асиалопроиз-
вод и ы х, соде р ж а щ и х о л и roc а х а р ид и ы е 
цепи Lac, GgOse 3 и GgOsc4 , па ЦТА 
NK-клеток сирийских хомяков. 

М е т о д и к а 

Гапглиозиды выделяли из тимуса теленка,, 
мозга крупного рогатого скота, печени крысы, 
сухого молока, клеток лимфомы EL-4 экстрак-
цией смссыо хлороформ—метанол (2 ; I и 
1 : 2 ) с последующей хроматографией лииид-
ного экстракта на ДЭАЭ-сефадексе А-25 и си-
ликагеле по методу |1 | с небольшими моди-
фи кациями. 

NK-клеткп выделяли по ранее описанному 
методу [5] из периферической крови сирий-
ских хомяков путем отделения от других кле-
ток центрифугированием в смеси фикол—ве-
рографин, пропусканием обогащенной N К-клет-
ка ми фракции через колонку с нейлоновой 
ватой и последующим центрифугированием в 
градиенте плотности Перколла. Мишенями 
служили клетки лимфомы человека MOLT-4. 

ЦТА NK-клеток измеряли как указано ра-
нее [5] — в присутствии или в отсутствие 
гаиглиозидов. Соотношение эффекториых кле-
ток и клеток-мишеней составляло 100 : I (чис-
ло эффекториых клеток в лунке — 1X10°). 
Гликосфинголипиды добавляли в количестве 
1,25; 2,5; 5 и 10 нмоль в лунку (в 10% вод-
ио-метанольиом растворе) и смесь инкубиро-
вали в течение 18 ч. В качестве контроля в 
каждом опыте исследовали ЦТА NK-клеток в 
присутствии соответствующего количества 
10 % водного метанола и исходных N К-к ле-
ток. Результаты опытов оценивали по процен-
ту ингибирования ЦТА: 



Ингибиропание ЦТ А естественных киллеров сирийских хомяков экзогенными ганглиозидами и их 
асиалоироизводными, % (приведены средние значения из 4 экспериментов) 

№ 
II/и Гли косф И II ГОЛ IIII иды 

Концентрация гликолипидм и среде, нмоль/мл № 
II/и Гли косф И II ГОЛ IIII иды 

(5,25 1 2. 5 2 5 ,0 5 0 ,0 

1 LacCer 1 3 ± 1 23 ± 6 31 ± 2 39=1=2 
2 NeuAcLacCer 31 ± 1 60=1=2 77=1=1 86 ± 9 
3 NeuGcLacCer 17=h8 48 ±7 66=1=6 78 ± 5 
4 (NeuAc) a LacCer 12-1-4 26=1=3 35=1=10 61 ± 1 4 
5 (NeuGc) 2 LacCer 13=1-3 19 4-1 38=1=7 4 6 ± 5 
6 GgOse3Cer 5 ± 1 8=Ы 18=1=2 3 0 ± 9 
7 N e uGc GgOse ;{Ce r 6 ± 1 6=1= 1 20=1=3 З б ± 2 
8 (N e u Ac) 2 G gOse3Ce r 1 3 ± 2 24 ± 4 30=1=2 63 ± 2 
9 GgOse 4Cer 9 ± 2 12=1=0 13=1=1 2 9 ± 3 

10 I P NeuAcGgOse 4 Cer 2±2 3=1=1 12=1=2 9 ± 1 
1 1 I I я (NeuAc) 2 GgOse 4 Cer 17=1=2 21 =1=4 24=1=4 38 ± 1 
12 I l a , !V:t (NeuAc) 2GgOse 4Сеr \9±\ 25 ± 3 36=1=9 50 ± 2 
13 11:; (NeuAc) a , IV:{ NeuAc-GgOse 4 Cer 21=1=1 30-1-1 39=1=3 7 4 ± 4 
14 1V:} NeuAc-nLcOse 4 Cer 15=Ь2 18=1=1 21 =1=4 47-1-1 

% иигибироваиии- | ( % Ц Т А исходных NK-
клеток — % ЦТ А NK-клеток в присутствии 
ганглиозидов) / % ЦТА исходных NK-кле-
ток] X 100. 

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

Как видно из таблицы, взаимодей-
ствие г л икосфиигол ипидов с N К-клет-
ка ми явно зависит от строения олиго-
сахаридной цепи. При введении в ин-
кубационную среду нейтральных гли-
косфииголипидов LacCer, GgOse3Cer 
и GgOse4Cer (соединения 1, 6, 9) 
л и ш ь в первом случае наблюдалось 
11 ебол ы и ое пони же 11 и е N К - а кт и в 11 ост и 
при низких концентрациях гликолипи-
да. В случае же GgOse3Cer и 
GgOse4Cer ингибироваиие ЦТА отме-
чалось лишь при концентрациях гли-
колипидов выше 25 пмоль/мл. 

Введение остатков сиаловых кислот 
в молекулу LacCer вызывало резкое 
возрастание ингибирующего эффекта. 
При этом ганглиозид, содержащий 
остаток N-ацетил нейрам иновой кисло-
ты, NetiAcLacCer оказался более 
активным, чем соответствующий ганг-
лиозид NeuGcLacCer, в молекулу ко-
торого входил остаток N-гликолилией-
ра ми новой кислоты. В то же время мо-
носиалога игл иозиды NeuGcGgOse3Cer 
и NeuAcGgOse4Cer по своему влиянию 
на NK-активиость мало отличались от 
соответствующих нейтральных г л ико-
л ипидов. 

Д и с и а л о гаи г л и о з и д ы (N е и Ас) 2 L а с С с г 
и (NeuGc) 2LacCcr оказывали менее 
выраженное иигибирующее действие 
на ЦТА естественных киллеров, чем 
с () о т в етствующие мои о с и а л о г a 11 г л и о з 11 -
ды. В то же время дисиалоганглиози-

ды (NeuAc) 2GgOse 3Ser, I P (NeuAc)2 
GgOse4Cer и II3, IV3 (NeuAc) 2 X 
XGgOse 4 Cer снижали NK-активпость 
более эффективно, чем соответствую-
щие м о и о с иал о г а и гл иоз ид ы. Т риспало-
гапглиозид И3 (NeuAc)2 , IV3 

NeuAcGgOse4Cer оказывал еще более 
з и а ч и тел ыюе и и г и б и р у юще е д е й ст в и е, 
чем соответствующий дисиалоганглио-
з и д . 

Полученные результаты показы-
вают, что иигибирующее действие гли-
косфииголипидов па ЦТА естествен-
ных киллеров специфически зависит 
от структуры олигосахаридных цепей. 
Во-первых, наиболее эффективными 
и игибиторам и я в л я юте я г л и кол и и ид ы 
с короткой углеводной1 цепыо: среди 
11 е й тральных г л и косф и 11 гол и 11 идо в наи-
большую активность проявляет LacCer 
(соединение 1), среди ганглиозидов 
его моиосиалопроизводпые 2 и 3 (см. 
таблицу). Во-вторых, степень ингиби-
ровапия NK-активиости зависит так-
же от строения сиалозилыюго остат-
ка а: ост а то к N - a i ;ет ил 11 е й р а м и н о во й 
кислоты стимулировал высокий ипгп-
бирующий эффект в большей степени, 
чем оста то к N - гл и кол ил пей р а м и ново й 
кислоты (ср. соединения 2 и 3). Нали-
чие в гапглиозидах этой серии второ-
го остатка сиаловой кислоты (соедине-
ния 4 и 5) уменьшало их ингибирую-
щую способность, причем и в этом слу-
чае степень супрессии зависит от 
строения сиалозил ыюго остатка. Мо-
н ос и а л о га 11 г л иоз ид i >i, соде р ж а щ ие ол и -
госахаридные цепи GgOse3 , GgOse4 
или I I L C O S C 4 (соединения 7 , 1 0 и 1 4 ) , 

вызывали слабый ингибирующий эф-
фект или он практически отсутствовал. 
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Однако введение второго сиалозиль-
ного остатка в соединения этих серий 
увеличивало супрессорнуюспособность 
гаиглиозидов (соединения 8, 11, 12). 
При этом следует отметить, что сте-
пень ингибирования зависела не толь-
ко от количества сиалозилыгых остат-
ков в молекуле, но и от места их свя-
зывания в олигосахаридной цепи (сое-
динения 11 и 12). 

Сопоставляя все полученные дан-
ные, можно сделать вывод, что среди 
исс л ед о в а н и ы х г л и кос ф и 11 гол и 11 и д о в 
наибольший ингибирующий эффект 
вызывают гапглиозиды с короткой 
углеводной цепью Lac и остатком сиа-
ловой кислоты, находящимся в конце 
цепи. Удлинение олигосахаридной це-
пи на один (GgOse3) или два (GgOse4) 
углеводных остатка приводит к умень-
шению иигибирующей способности со-
ответствующих сиалопроизводных. При 
этом следует отметить, что сиалозиль-
ный остаток в NeuGcGgOse3Cer и 
NeuAcGgOse4Cer связан с неконцевым 
углеводным фрагментом. В случае 
удлинения цепи SiaLacCer за счет 
присоединения второго остатка сиало-
во й кислоты и а б л ю д а етс я та кже 
ослабление иигибирующей способности 
гликолипида. В то же время в серии 
соед имений, соде рж а щ и х бол ее дл и н -
ные углеводные цепи GgOse3 или 
GgOse4 , наличие в молекуле двух или 
трех остатков сиаловых кислот приво-
дит к повышению способности глико-
липида ипгнбировать ЦТА естествен-
ных киллеров. При этом больший эф-
фект вызывают соединения, в которых 
сиалозильный остаток связан с конце-
вой галактозой (ср. соединения 12, 13 
и 11). 

Поскольку наиболее активный гли-
<осф и 11 гол и п ид SiaLacCer я в л я ется 
)сновным ганглиозидным компонен-
том нормальной крови, возникает воп-
рос, почему этот ганглиозид пе бло-
кирует активность естественных кил-
леров в нормальной крови человека и 
животных? Результаты, приведенные 
в таблице, показывают, что ингибиро-
вание NK-активности зависит от кон-
центрации гаиглиозидов в среде. Наи-
более высока супрессорная активность 
гаиглиозидов при концентрации выше 
25 имоль/мл. Из данных литературы 
известно, что содержание липидпо-свя-
заипых сиаловых кислот в нормаль-
ной крови человека и животных мень-
ше 20 пмоль/мл [9, 11, 14, 15], в то 

время как в крови опухолепосителей 
оно возрастает в 2—2,5 раза [8, 9, 11, 
14]. Поэтому полученные нами данные 
о значительном ингибировании ЦТА 
естественных киллеров при концентра-
циях выше 25 имоль/мл свидетельст-
вуют о том, что подобный эффект мо-
жет наблюдаться при концентрациях 
г а и г л и о з и до в, \) е а л ы г о су ще ст в у ю и i и х 
в крови опухолепосителей. Следует 
также отметить, что именно ганглиози-
ды NeuAcLacCer и (NeuAc)2LacCer, 
проявляющие наибольшую ипгибирую-
щую активность, синтезируются в до-
вольно больших количествах многими 
опухолевыми клетками. Таким обра-
зом, полученные данные приводят к 
выводу, что повышение концеитра ци и 
этих гаиглиозидов в крови некото-
рых опухолепосителей может быть од-
ной из причин блокирования противо-
опухолевого иммунитета при злокаче-
ственном росте. 
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I N H I B I T I O N O F T H E CYTOTOXIC ACTIVITY 
O F NATURAL KILLER CELLS BY GLY-
C O S P H 1 N G O L 1 P I D S . E F F E C T O F CARBO-

HYDRATE C H A I N S T R U C T U R E 

E. V. Dyatlovitskaya, E. V. Sinitsina, Т. E. Klu-
chareva, V. A. Matveeva, L. D. Bergelson 

M. M. Shemyakin Ins t i tu te of Bioorganic Che-
mistry, Academy of Sciences of the USSR, 
All-Union Cancer Research Centre, Academy of 

Medical Sciences of the USSR, Moscow 

The ability of va r ious g lycosphingol ip ids to 
inhibit the cytotoxic act ivi ty of na tu ra l killer 
(NK) cells was studied. The inhibi tory effect 
was found to depend on the s t ruc ture and 

concent ra t ion of the g lycosphingol ip ids . G a n -
gl iosides SiaLacCer inhibited the NK act ivi ty 
most effect ively and their inhibitory effect de-
pended on the s t ruc tu re of sialic acids: the' 
N-acetyl form w a s more active than the N-gly-
coloyl form. E longa t ion of the ca rbohydra t e 
chain decreased the inhibi tory effect and mo-
nos ia logang l ios ides NeuGcGgOse 3 Cer and Neu-
AcGgOse 4 Cer were pract ical ly inactive. The in-
hibi tory abil i ty of d i s ia logangl ios ides depended 
on the s t ruc ture of the ca rbohydra t e chain a s 
well as on the s t ruc tu re and a t t achmen t s i te 
of the sialic acids. Previous ly it w a s found 
tha t gang l ios ide (NeuAc) 2LacCer , which is 
absent or very low in normal blood, is pro-
duced by a number of t umors and a longs ide 
with NeuAcLacCcr is present in elevated amo-
un t s in the blood of tumor-bear ing subjects . 
Elevated concent ra t ion of these gang l ios ides in 
the blood of t umor hos t s may inhibit apparen t -
ly the NK activi ty and thus contr ibute to the 
escape of t umor cells f rom host immune sur -
veilla nee. 

У Д К 616.379-008.64-07:616.(i81-008.939.633.2-074 

A. M. Тырышкин, Б. 10. Сальник 

О Б М Е Н А Д Е Н И Н Н У К Л Е О Т И Д О В В Т К А Н И С Е М Е Н Н И К О В К Р Ы С 
В У СЛ О В И Я X А Л J10 К С А Н О ВО ГО Д И А Б ЕТ А 

Томский медицинский институт 

Нарушение репродуктивной функ-
ции у людей и животных при диабете 
хорошо известно. В многочисленных 
исследованиях выявлены морфологи-
ческие изменения в ткани семенников, 
снижение уровня гопадотропинов в 
плазме крови и тестостерона в крови 
и ткани тестикул [9—11]. Возникио-
в с н и е п о в р еж д е н и й гам ето о б р а з о в а -
тельной и эндокринной функций орга-
на связано главным образом с на-
рушениями центральных звеньев гор-
мональной регуляции на уровне син-
теза и секреции гонадотропных гормо-
нов гипофиза и соответствующих ри-
лизинг-факторов в гипоталамусе. Эти 
основные функции тестикул в значи-
тельной мере зависят от состояния 
энергетического обмена органа, по-
скольку требуют большого количества 
энергии в виде АТФ. Ранее нами бы-
ло показано, что при аллоксановом 
диабете в ткани семенников крыс про-
исходят серьезные нарушения функ-
ционирования митохондрий — основ-
ных поставщиков энергии в аэробной 
клетке [5, 6]. 

В па стоя щей р а боге п р едет а в л с 11 ы 
результаты сравнительного изучения 
энергетического обмена в ткани се-
менников интактных и диабетических 
крыс по стационарным концентрациям 

адейи н нукл еотидов и неорганич с с ко го 
фосфата (Ф„). 

М е т о д и к а 
В экспериментах использовали беспород-

ных белых крыс-самцов с массой тела 200— 
230 г. Д и а б е т вызывали однократным под-
кожным введением аллоксана моногидрата 
("Reanal" , В Н Р ) из расчета 200 мг на 1 кг 
массы тела животного. Течение диабета кон-
тролировали по уровню глюкозы в крови, ко-
торый определяли орто-толуидииовым мето-
дом. Средняя концентрация глюкозы в крови 
крыс с аллоксаиовым диабетом составила 
16 ммоль/л (в контроле 5 ммоль/л) . После-
декапитации семенники быстро извлекали и 
погружали в жидкий азот. Экстракцию аде-
ниннуклеотидов проводили 6 % НСЮ 4 (соот-
ношение ткани и кислоты I : 6 ) . Концентрацию-
АТФ, АДФ, АМФ в кислотных экстрактах оп-
ределяли эизимати чески спетрофотометриче-
ским методом с использованием наборов фир-
мы "Boehr inge r" ( Ф Р Г ) . Содержание Фм в 
кислотных экстрактах измерили по методу [4]. 
Величину аденилатного энергетического заря-
да рассчитывали согласно [8]. Потенциал фос-
форилирования адениннуклеотидов и отноше-
ние действующих масс аденилаткиназы вычис-
ляли, как описано в работе [3]. Статистиче-
скую обработку результатов проводили с ис-
пользованием критерия t Стыодеита. 

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

В таблице представлены результа-
ты определения концентрации аденин-
нуклеотидов, Ф„ и параметры энер-
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готического оомеиа в ткани семенни-
ков интактных и диабетических крыс. 
В доступной литературе мы не обна-
ружили сведений о стационарном 
уровне АТФ, АДФ АМФ и Ф„ в тка-
ни семенников крыс в норме. В связи 
с этим мы сочли необходимым более 
подробно остановиться на результа-
тах, касающихся со д е р ж а н и я компо-
нентов адениловой системы у интакт-
ных животных, в сравнении с имею-
щимися в этом плане данными лите-
ратуры по ткани печени [3]. В ткани 
семенников интактных крыс весьма 
высок уровень АТФ, который состав-
лял 84% от общего внутриклеточно-
го фонда адениниуклеотидов. Содер-
жание АДФ и АМФ относительно не-
велико и составляло лишь 9 и 7 % 
соответственно от суммарного содер-
жания адениниуклеотидов, тогда как 
в печени соотношение АТФ, АДФ и 
АМФ было равно 61, 31 и 8 % соот-
ветственно. По абсолютным значени-
ям концентрация АТФ в ткани семен-
ников превышала таковую в ткани 
печени примерно в 3 раза, в то вре-
мя как уровень АДФ оказался в 2 ра-
за ниже, а содержание АМФ было 
сопоставимо с таковым в ткани пече-
ни. Содержание Фи в ткани семенни-
ков, по нашим данным, было в 4 раза 
ниже уровня Фн в печеночной ткани 
[3]. За счет повышенного уровня 
АТФ в ткани семенников оказались 
весьма высокими отношение АТФ/ 
А Д Ф и п о т е н ц и а л ф о с ф о р и л и р о в а и и 51 
адениниуклеотидов. Большая величи-
н а отношения действующих масс 
аденилаткиназной реакции свиде-
тельствует о том, что равновесие по-
следней резко сдвинуто в сторону об-
разования АТФ. По-видимому, это 
специфическая особенность ткани тес-
тикул, в которой, как известно, очень 
интенсив ио идут б и оси нтетические 
процессы, такие, как синтез РНК, 
Д Н К и тестостерона, нуждающиеся в 
постоянном притоке энергии в виде 
АТФ. О нормальном течении таких 
реакций косвенно свидетельствует вы-
сокая величина энергетического заря-
да аденилатной системы в наших экс-
периментах, поскольку известно, что 
регуляторные ферменты биосинтети-
ческих последовательностей, которые 
п отр е б л я ют AT Ф, об и а р у ж и в а ют 
очень высокую активность при энерге-
тическом заряде выше 0,85 | 8 | . Та-
ким образом, ткань семенников хара-
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ктеризуется высоким содержанием 
АТФ и отношением АТФ/АДФ, боль-
шим потенциалом фосфорилирования 
адениннуклеотидов, высоким энерге-
тическим зарядом аденилатной систе-
мы; адеиилаткиназная реакция резко 
сдвинута в сторону образования АТФ. 
Такие особенности обмена аденинну-
клеотидов, вероятно, отражают спе-
цифику работы органа. 

Во II серии экспериментов мы ис-
следовали влияние аллоксанового диа-
бета на обмен адениннуклеотидов и 
параметры энергетического обмена в 
ткани семенников крыс. Из таблицы 
видно, что при аллоксановом диабете 
3 и ачител ы ю из м е и ялись ста циона р-
ные концентрации АТФ, АДФ, АМФ 
и Фн. Так, уровень АТФ при диабете 
снизился на 5 4 % , содержание АДФ, 
наоборот, увеличилось на 5 2 % , а 
АМФ снизилось на 2 4 % , концентра-
ция Ф„ резко возросла — почти в 2 
раза. Суммарное содержание аде-
ниннуклеотидов оказалось на 43 % 
ниже контрольных значений, главным 
образом за счет значительного сниже-
ния уровня АТФ. Соотношение АТФ, 
АДФ и АМФ (в процентах от общего 
внутриклеточного фонда аденинну-
кл еотидов) состав ило 68:23:9 п ротив 
84:9:7 в контроле. При аллоксановом 
диабете было отмечено снижение ве-
личины потенциала фосфорилирова-
ния адениннуклеотидов и отношения 
действующих масс аденилаткиназы в 
4 раза, отношения АТФ/АДФ в 3 ра-
за. Величина энергетического заряда 
аденилатной системы была снижена 
на 1 0 % , 

Представленные данные свидетель-
ствуют о том, что аллоксановый диа-
бет приводит к существенному нару-
шен и ю э н ер го с н а б ж е н и я семе и н и ков. 
Снижение содержания АТФ в ткани в 
конечном итоге может быть обуслов-
лено двумя факторами: либо повы-
шенным распадом в ходе биосинтети-
ческих реакций, либо сниженным 
уровнем биосинтеза самого аденозин-
трифосфата. Судя по данным литера-
туры, в ткани семенников при аллок-
сановом диабете имеет место угнете-
ние биосинтетических процессов, что 
выражается в снижении концентра-
ции тестостерона в плазме крови и 
самом органе [11], угнетение интен-
сивности стероидогенеза [12], нару-
ш е н и и сперма т ore н н о й ф у н к ц и и се-
менников [10]. Наряду с этим ранее 

нами было показано существенное 
н а р у ш е и и е ф у и к ц и о и и р о в а и и я м и т о -
хондрий семенников, которые могли 
быть основной причиной снижения об-
разования АТФ в ходе окислитель-
ного фосфорилирования [5, 6]. Учи-
тывая эти факты, можно предполо-
жить важную роль последнего в ме-
ханизме снижения уровня АТФ в тка-
ни семенников диабетических крыс. 
Высказанное предположение косвен-
но подтверждается данными работы 
[8], в которой установлено, что ак-
т и в и ость р егул ято р и ых фер м е нто в 
биосинтетических реакций, в которых 
идет потребление АТФ, резко падает 
при снижении величины аденилатного 
энергетического заряда с 0,85 до 0,75. 
Суммарное содержание адениннукле-
отидов в клетке отражает функцио-
нальное равновесие систем синтеза и 
распада пуринов и пиримидинов, мно-
гочисленных синтетических и катабо-
лических реакций, в том числе реак-
ций обмена нуклеиновых кислот. При 
аллоксановом диабете в селезенке 
крыс отмечено снижение суммарного 
содержания адениннуклеотидов, АТФ 
и АДФ [7]. Такое «разрежение» пула 
аденилатов усугубляется деградацией 
пури новых оснований, играющих 
важную роль в поддержании уровня 
макроэргов путем их синтеза [2]. Од-
нако в наших экспериментах сниже-
ние суммарного содержания аденин-
нуклеотидов не находит объяснения в 
избыточной активности АМФ-дсзами-
назы, так как содержание Ф„, мощно-
го ингибитора этого фермента, в тка-
ни семенников при аллоксановом 
диабете возрастает по сравнению с 
контролем, а уровень АМФ, субстра-
та АМФ-дезаминазы, уменьшается. В 
этом случае более вероятным объяс-
нением данной ситуации кажется на-
рушение процесса образования АМФ 
и его превращения в АТФ, что наблю-
дается при недостаточности инсулина 
в организме животного [1]. 

Таким образом, данные литерату-
ры и результаты нашей работы сви-
детельствуют о том, что при аллокса-
новом диабете в ткани семенников 
крыс происходит серьезное наруше-
ние обмена адениннуклеотидов, веро-
ятно, за счет снижения синтеза АМФ 
и превращения его в АТФ в ходе ре-
акций окисл ител ьного фосфор ил иро-
вания. Такое понижение энергообес-
печения может быть одной из основ-
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пых причин известного повреждении 
сперматогенной и эндокринной функ-
ций семенников наряду с имеющими-
ся в литературе сведениями о нару-
шении при диабете регуляции функ-
ционирования органа гонадотропны-
ми гормонами гипофиза. 
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Con ten t of A T P and A M P , to ta l intracel-
lular pool of aden ine nucleot ides , the ra t io of 
adeny la t e cyclase a f f e c t i n g ra t io of A T P / A D P , 
e n e r g y c h a r g e of the adeny la t e sys tem as well 
as potent ia l of aden ine nucleot ides phosphory-
lat ion were decreased in tes t icu lar t i ssue of 
r a t s with a l loxane diabetes . At the s ame time, 
con ten t of A D P and ino rgan ic phospha te w a s 
increased as compared with control va lues . The 
da ta obta ined s u g g e s t t ha t e n e r g y metabo l i sm 
w a s dis t inct ly impai red in ra t tes tes unde r con-
di t ions of a l loxane diabetes , which a p p e a r s to 
occur as a resul t of decrease in A M P biosyn-
thesis and in t r a n s f o r m a t i o n of the nucleot ide 
into A T P d u r i n g oxida t ive phosphory la t ion . 
These a l t e r a t i ons in the pool of a d e n y l a t e s 
appea r to play an i m p o r t a n t role in impair-
men t s of spema togen ic and endocr ine func t ions 
of tes tes in diabetes . 
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С О С Т О Я Н И Е М И К Р О С О М А Л Ь Н О Й О К И С Л И Т Е Л Ь Н О Й 
С И С Т Е М Ы П Е Ч Е Н И К Р Ы С С О С Т Р Ы М О С Т Е О М И Е Л И Т О М 

Н И Ж Н Е Й Ч Е Л Ю С Т И 

Ташкентский медицинский институт 

Несмотря на довольно обширную 
литературу, посвященную изучению 
острых и хронических одонтогенных 
воспалительных процессов, вопросы 
органной патологии, в частности 
функциональное состояние печени, ис-
следованы явно недостаточно. В то 
же время органы полости рта и печень 
тесно связаны между собой, посколь-
ку участвуют в сложном физиологи-
ческом процессе пищеварения и явля-
ются производными одной эмбрио-
нальной основы 11]. Интоксикация 
организма, возникающая вследствие 
повреждения воспалительным про-
цессом т к а н с й ч ел юст н о - л и це во й о б -

ласти, также оказывает существенное 
влияние на функциональное состоя-
ние внутренних органов. Учитывая 
то обстоятельство, что печени принад-
лежит ведущая роль в осуществлении 
процессов детоксикации в организме, 
представляло интерес иследовать ак-
тивность ее микросомальиых фермен-
тов при остром остеомиелите нижней 
челюсти в эксперименте. 

М е т о д и к а 
В экспериментах использовали 66 белых 

крыс-самцов смешанной популяции с массой 
тела 180—240 г, с о д е р ж а в ш и х с я в виварии на 
обычном лабораторном рационе. К а ж д а я 
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Т а б л и ц а 1 

Продолжительность гексеналового сна у крыс 
с остеомиелитом нижней челюсти 

Срок развития остео- Продолжительность 
миелита гексеналового сна, 

мин 

Контроль 2 5 , 5 ± 1 , 8 7 

7 сут 4 8 , 1 7 ± 6 , 3 3 
Р < 0 , 0 1 

10 сут 84,67=1= 14,20 
Р < 0 , 0 1 

14 сут 66,14 ± 10,31 
Р < 0 , 0 1 

опытная группа состояла из 8—9 животных. 
Острый остеомиелит нижней челюсти вызыва-
ли путем поднадкостничного введения в тело 
кости взвеси суточной бульонной культуры 
Staf i l icoccus a u r e u s (штамм 209) в количестве 
1 млрд. микробных тел в 0,2 мл физиологиче-
ского раствора . Д л я косвенного с у ж д е н и я о 
состоянии микросомальной системы печени ис-
пользовали гексеиаловый тест, поскольку это 
д а е т возможность оценивать активность фер-
ментов in vivo [7, 11]. Гексеиал вводили 
внутрибрюшинно в дозе 100 мг/кг. П р о д о л ж и -
тельность сна оценивали по времени нахож-
дения крыс в положении на боку. Д л я прове-
дения биохимических исследований животных 
дека цитировали в холодной комнате , выде-
ляли микросомальную ф р а к ц и ю печени мето-
дом дифференциального центрифугирования 
(VAC-601) . В полученной фракции опреде-
ляли активность N-деметилазы амидопирина 
[9], гидроксилазы анилина [1], Н А Д Ф - И ци-
тохром-с-редуктазы [13], с о д е р ж а н и е цито-
хромов Р/)5о и Ь5 [15], микросомального белка 
[12]. Исследования проводили через 7, 10 и 
14 сут после введения культуры стафилококка . 
Результаты экспериментов о б р а б а т ы в а л и ме-
тодом вариационной статистики. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 
Как видно из табл. 1, при остром 

остсом исл ите нижней челюсти во 
все сроки исследования продолжи-

тельность гексеналового сна сущест-
венно возрастает. Так, через 7 сут 
эксперимента время сна увеличива-
лось на 8 9 % , а через 10 и 14 сут 
на 222 и 159% соответственно по 
сравнению с контролем. В связи с 
тем что гексеиаловый тест является 
косвенным показателем активности 
монооксигеназной ферментативной сис-
темы гепатоцитов, можно заключить, 
что при остеомиелите происходит 
значительное снижение процессов де-
токсикации в печени. Действительно, 
а кти в ность N - д е м ети л азы а м идо п и р и -
на, гидроксилазы анилина и ИЛДФ-
цитохром-с-редуктазы в микросомаль-
ной фракции печени крыс с острым 
остсо м иел ито м и и ж ней чел юсти б ы -
ла существенно ниже, чем у конт-
рольных животных, причем наиболее 
резкие изменения наблюдались на 
10-е сутки исследования (табл. 2). 
Та же закономерность отмечалась в 
отношении содержания цитохромов 
Р45о и В5. Следует отметить, что че-
рез 14 сут после начала эксперимен-
та происходит некоторое повышение 
активности микросомальиых фермен-
тов и содержания цитохромов Р450 и 
Ь5 по сравнению с предыдущим сро-
ко м и а б л юд е н и я, п р и чем а кти в ность 
N - де метилазы амидопир и и а практи-
чески не отличалась от таковой у 
контрольных животных. Известно, что 
реакции окислительного деметилиро-
вания и гидроксилироваиия являются 
основными путями детоксикации ксе-
нобиотиков, причем их интенсивность 
зависит главным образом от содер-
жания цитохрома Р 4 5 0 [5, 8] . 

Следует отметить, что в наших опы-
тах наиболее значительно угнеталась 

Т а б л и ц а 2 

Биохимические показатели микросом печени крыс в динамике острого остеомиелита нижней челюсти 
(M=fcm) 

Срок раз-
вития остсо-

миелита 

Цитохром, имоль/мг 
белка N-дсмстилаза ами-

допирина, нмоль 
HCOH/(м г -мин) 

Гидроксилаза ани-
лина, нмоль ами-

иофеиола/(мг • мин) 

НАДФ-цитохром-
с-редуктаза, 

имоль/(мг • мин) 

Срок раз-
вития остсо-

миелита 
Р4604 | ьб 

N-дсмстилаза ами-
допирина, нмоль 
HCOH/(м г -мин) 

Гидроксилаза ани-
лина, нмоль ами-

иофеиола/(мг • мин) 

НАДФ-цитохром-
с-редуктаза, 

имоль/(мг • мин) 

Контроль 
(п=9) 

1 , 0 5 ± 0 , 0 3 0,55=1=0,01 1,15=1=0,05 1,12=1=0,04 146,45 ± 6 , 9 8 

7 сут 
Р 

( п = 8 ) 
10 сут 

Р 
14 сут 

Р 
( л = 8 ) 

0,55=1=0,09 
< 0 , 0 1 

0 , 2 7 ± 0 , 0 5 
< 0 , 0 0 1 

0,51=1=0,05 
< 0 , 0 0 1 

0,33=1=0,03 
< 0 , 0 1 

0,21 =1=0,02 
< 0 , 0 0 1 

0,35=1=0,04 
< 0 , 0 1 

0,91 =1=0,02 
< 0 , 0 1 

0,83=1=0,03 
< 0 , 0 0 1 

1,04=1=0,02 
> 0 , 0 5 

0,69=1=0,08 
< 0 , 0 1 

0,59=1=0,06 
< 0 , 0 0 1 

0,63=1=0,06 
< 0 , 0 0 1 

100,4=1=6,84 
< 0 , 0 1 

73,25=1=5,31 
< 0 , 0 0 1 

109,33=1=4,96 
< 0 , 0 1 
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активность гидроксилазы анилина 
(на 4 7 % ) , тогда как активность N-

деметилазы амидопирина снижалась 
лишь на 28 % по сравнению с контро-
лем. Поскольку гидроксилаза анили-
на метаболизирует субстраты II ти-
па, а N-дсмстилаза амидопирина -
субстраты 1 типа, можно заключить, 
что метаболизм последних при ост-
ром остеомиелите нарушается в мень-
шей степени. Однако в связи с тем 
что цитохром F450 является основным 
компонентом мопооксигеиазной фер-
ментной системы печени, обезврежи-
вающей разнообразные эндо- и экзо-
генные токсичные вещества [6, 16], 
.снижение его содержания, несмотря 
на нормальную активность отдельных 
микросомальных ферментов, свиде-
тельствует о существенном угнетении 
процессов детоксикации в этом орга-
не. Подтверждением этому является 
увеличение продолжительности гек-
сеналового сна при остром остеомие-
лите нижней челюсти во все сроки 
наблюдения, которая намного превы-
шала контрольный уровень. 

Известно, что остеомиелит нередко 
сопровождается выраженной инток-
сикацией организма, возникающей 
вследствие поступления в кровь мик-
робных токсинов и продуктов распа-
да пораженных тканей. Это обуслов-
лено тем, что инфекция, локализован-
ная в воспалительном очаге, часто 
л р о р ы в а ет гр а и ул я ц и о и и ы й огр а ни ч и -
тельный вал и попадает в общий кро-
воток [2 | . Поскольку эндотоксины 
поглощаются и обезвреживаются в 
основном печенью [14, 18], вполне ве-
роятно, что этот фактор является 
о т в ет ст в с н и ы м за у г н ет е и и е процес-
сов детоксикации, наблюдаемое при 
остром остеомиелите нижней челюсти. 
П о данным ряда исследователей, внут-
ривенное введение животным эндоток-
сина Е. со 1 i значительно подавляет у 
них активность микросомальных фер-
ментов в гепатоцитах [20, 21]. Гибель 
значительного количества лейкоцитов 
под действием эндотоксинов бактерий 
может способствовать поступлению в 
кровь протеаз, способных, по-видимо-
му [4], инактивировать цитохром Р450. 
Изучая функциональное состояние пе-
чени у больных с остеомиелитом ниж-
ней челюсти, обнаружили нарушение 
функции печени [3 | . Причиной нару-
шения функционального состояния пе-
чени, вероятно, является токсико-ин-

фекционное воздействие на этот орган 
при остеомиелите, влекущее за собой 
обеднение гепатоцитов гликогеном и 
развитие тканевой гипоксии. В то же 
время как под влиянием эндотокси-
нов, так и при гипоксии происходит 
активация фосфолипазы А2, что со-
провождается нарушением гидрофоб-
ных свойств мембран гепатоцитов в 
результате расщепления их фосфоли-
пидов и вызывает снижение актив-
ности микросомальных ферментов и 
содержания цитохрома Р450 [Ю, 19]. 
Видимо, все вышеперечисленные фак-
торы в комплексе и приводят к зна-
чительному угнетению процессов мик-
росомальиого окисления, наблюдае-
мому при остром остеомиелите ниж-
ней челюсти. Поскольку в печени 
происходит деградация не только эн-
до- и экзогенных токсичных веществ, 
но и лекарственных препаратов, по-
видимому, при остром остеомиелите их 
метаболизм будет существенно за-
медлен. Это в свою очередь может 
вызывать различные токсические и 
побочные эффекты от их применения 
д а ж е в обычных терапевтических до-
зах. 

Таким образом, при остром остео-
миелите нижней челюсти у крыс наб-
людается увеличение продолжитель-
ности гексеналового сна, а также уг-
нетение активности мопооксигеиазной 
ферментной системы печени, ответ-
ственной за осуществление процессов 
детоксикации в этом органе, что сле-
дует учитывать при проведении фар-
макотерапии больных с этой патоло-
гией. 
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THE STATE O F M I C R O S O M A L OXIDATIVE 
SYSTEM IN L I V E R T I S S U E O F RATS W I T H 
ACUTE O S T E O M Y E L I T I S O F M A N D I B U L A 

N. K. Nadzhimuldinova, M. I. AzimovaA 
M. E. Krakovsky, A. Kh. Asirmetov 

Medical School, Tashkent 

Dura t ion of hexenal sleep and act ivi ty of 
ma in microsomal enzymes in hepa tocy tes were 
studied in exper imenta l osteomyel i t is of ra t 
mandibu la . Within 7, 10 and 14 days a f te r t h e 
osteomyel i t is development content of cytochro-
mes P-450 and b.5 as well as act ivi t ies of ami-
dopyr ine N-demethylase , ani l ine hyd roxy la se 
and N A D P H cytochrome с reduc tase were 
decreased in liver cell microsomal f rac t ion . As 
liver t issue monooxygenase enzymat ic system is 
inhibited in os teomyel i t i s the elevated pharma-
cological act ivi ty and toxicity of d rugs , meta-
bolized in liver t issue, should be cons idered 
under condi t ions of pract ical use of these 
d rugs . 

У Д К () 12.843.14:612.84.015.1 1:577.152.53 

И. А. Богданова, A. M. Герасимов, О. С. Комаров 

А К Т И В Н О С Т Ь Г Л У Т А Т И О Н : Д Е Г И Д Р О А С К О Р Б А Т 
О К С И Д О Р Е Д У К Т А З Ы В Т К А Н Я Х Г Л А З А К Р О Л И К А 

Центральный Н И И травматологии и ортопедии им. IT. Н. Приорова Минздрава СССР, 
II М М И им. Н. И. Пирогова, Минздрава Р С Ф С Р 

Фотохимическая генерация свобод-
ных радикалов, как предполагают, яв-
ляется важным механизмом фоторе-
цепторного акта в сетчатке [5] и их 
избыточное образование или недоста-
точное обезвреживание составляют 
основу патологии глаза при старчес-
кой катаракте, недостаточности ви-
тамина Е, ретролентальной фибропла-
зии, эмоционально-болевом стрессе, 
офтальмогерпесе [4, 6, 10]. Защита 
светопроницаемых тканей глаза от 
образования избытка свободных ра-
ди к а л о в о бесп еч и в а ется и а л и ч и е м 
с у п е р о к с и д д и с м у т а з ы, г л у т а т и о н: 
Н 2 0 2 псроксидазы, глутатионредукта-
зы, каталазы, аскорбиновой кислоты, 
глутатиона и а-токоферола [6—8, 11, 
1 6 ] . 

В настоящей работе впервые уста-
новлено, что в тканях глаза кролика 
присутствует глутатион: дегидроаскор-
бат оксидоредуктаза (КФ 1.8.5.1). 

М е т о д и к а 
И с пол ьз о в а л и пер ф уз и р о в а н н ые о х л а ж д е н -

ным раствором 0,15 М NaCl ткани глаз кро-
ликов породы шиншилла: склеру, роговицу,, 
сосудистую оболочку, цилиарное тело, р а д у ж -
ную оболочку, зрительный нерв, а т а к ж е хру-
сталик, стекловидное тело и содержимое пе-
редней камеры глаза. Ткани гомогенизировали: 
в пятикратном объеме 0,15 М NaCl, содержа-
щем 0,05 М калий-фосфатный буфер рН 7,4, 
на холоду в гомогенизаторе типа Поттера 
(хрусталик, стекловидное тело) или типа «По-
литроп» (другие ткани) в течение 5 мин. 
К полученным гомогенатам добавляли 0,1 % 
тритон Х-100 (конечная концентрация) и цент-
рифугировали в течение 10 мин при 600 g. 
Активность глутатион : дегидроаскорбат окси-
доредуктазы, глутатион : Н2О2 псроксидазы 
(КФ 1.11.1.9) и глутатионредуктазы (КФ 1.6. 
4.2) определяли как описано ранее [1], и рас-
считывали в микрокаталах окислившегося 
(глутатион : дегидроаскорбат оксидоредуктаза , 
глутатион : Н2О2 пероксидаза) или образовав-
шегося (глутатионредуктаза) восстановленного-
глутатиона на 1 кг белка. Содержание белка 
определяли по Л о у р и и соавт. [14] после об-
работки гомогеиатов 0,1 и. NaOI I и 0,5 % ра-
створом дезоксихолата натрия. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е ни е 

Глутатион: дегидроаскорбат окси-
доредуктаза выявлена во всех иссле-
дованных тканях глаза (см. таблицу) . 
По уровню удельной активности тка-
ни глаза кролика могут быть распре-
делены в следующей последователь-
ности: цилиарное тело > сосудистая 
оболочка >> радужная оболочка > 
зрительный нерв > роговица > 
склера > стекловидное тело > во-
дянистая влага > хрусталик. Удель-
ная активность глутатион: дегидро-
аскорбат оксидоредуктазы в цилиар-
ном теле почти в 8 раз превышает 
таковую в хрусталике, однако при 
этом она в 6 раз ниже, чем в печени 
(см. таблицу). В расчете на сырую 
массу ткани компартменты глаза от-
личаются по обеспеченности глутати-
он: дегидроаскорбат оксидоредук-
тазой не столь выражеиио и наимень-
шая величина приходится на склеру 
(данные не приведены). 

Такое соотношение может быть ука-
занием на сравнительно меньшее зна-
чение взаимосвязи глутатиона и ас-
корбиновой кислоты в компартмеи-
тах глаза, чем в других структурных 
образованиях организма, при нор-
мальных условиях функционирова-

ния. С другой стороны, чувствитель-
ность тканей глаза к повреждению в 
р езул ьтате фотох и м и ч еско й и р од у к-
ции свободных радикалов из-за низ-
кого уровня глутатион: дегидроаскор-
бат оксидоредуктазы здесь будет бо-
лее высокой. Свойство света повреж-
дать хрусталик, например, связыва-
ют именно с усилением образования 
0~ и возможностью обезврежива-
ния этого радикала при реакции с 
аскорбиновой кислотой [16]. Эта ре-
акция протекает иефермснтативио и, 
дублируя функцию супероксиддис-
мутазы, может, как предполагают, 
восполнить 7з ее мощности [12], а 
во внеклеточном пространстве, где 
диффузия супероксиддисмутазы зат-
руднена, вклад аскорбата в обезвре-
живание о^", вероятно, еще более 
высокий. Таким образом, глутатион: 
дегидроаскорбат оксидоредуктаза 
обеспечивает дублирование суперок-
сиддисмутазы и д а ж е ее замещение 
в микропространствах межклеточного 
матрикса соединительной ткани. 
Особый интерес в связи с этим пред-
ставляет присутствие глутатион: де-
гидроаскорбат оксидоредуктазы в сте-
кловидном теле и водянистой влаге— 
бесклеточных образованиях глаза. 
Хотя нельзя исключить полностью воз-

Актинность глутатион : дегидроаскорбат оксидоредуктазы и характеристика ферментной редокс-
систсмы глутатиона тканей глаза кролика 

Ткань 

Активность глу-
татион :дегидро-
аскорбат оксидо-

редуктазы, мккат 
на 1 к г белка 

Глутатионредукти-
за /глутатион.де-

гидроаскорбат 
оксидоредуктаза 

Гл у тати он ре ду кта-
за /глутатион : Н 2 0 2 

пероксидаза 

Глутатиоиредукта-
за /глутатион:де-
гидроаскорбат ок-
сидоредуктаза-)-
глутатион:Н 3 0 2 

пероксидаза 

Цилиарное тело 110,0=1=20,0 5,29=1=1,46 10,94 (4) 4,14 (4) 
(б) (5) 

Сосудистая 84,4 + 13,3 4,96=1=0,63 2 , 5 5 ± 0 , 3 8 1,59=1=0,19 
оболочка (7) (7) (6) (6) 

Р а д у ж н а я оболочка 80,0=1=6,7 4,04=1=0,89 1,72 (4) 1,25 (4) Р а д у ж н а я оболочка 
(6) (5) 

Зрительный нерв 76,7=1=13,3 1,50=Ь0,22 1,49=1=0,33 0,81=1=0,01 Зрительный нерв 
(6) (6) (6) (6) 

Роговица 70,0=1=9,0 5,23=1=0,56 8,72=1=2,13 4,81=1=0,71 
(6) (6) (6) (6) 

Склера 66,7=1=15,7 4,15=1=0,51 6,49=1=1,18 2,68=1=0,44 Склера 
(7) (7) (7) (7) 

Стекловидное тело 31,3 (3) 2,07 (3) 3,34 (3) 0,89 (3) 
Водянистая влага 31,3=1=1,7 2,00 (4) 0,73 (3) 0,59 (3) 

(6) 
Х р у с т а л и к 14,0=1=0,7 1,22=1=0,32 1,16=1=0,45 0,68=1=0,17 Х р у с т а л и к 

(7) (6) (6) (6) 

Печень 6 6 7 , 0 ± 1 0 4 , 0 
(7) 

2,00=1=0,26 
(7) 

П р и м е ч а и и е. В скобках — число проб. 
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можности попадания фермента из 
других тканей глаза при получении 
этих жидких сред, довольно высокий 
уровень активности глутатион: дегид-
роаскорбат оксидоредуктазы в них 
(в сравнении с хрусталиком, напри-
мер) свидетельствует в пользу нали-
чия внеклеточной глутатион: дегид-
роаскорбат оксидоредуктазы в стек-
ловидном теле и водянистой влаге 
п р и ж и з и е и но. Ф у н к ц и о н а л ь н а я р о л ь 
глутатион: дегидроаскорбат оксидоре-
дуктазы в глазу должна быть рассмот-
рена в нескольких аспектах вследст-
вие многообразия процессов и клеточ-
ных функций, регулирующих ее суб-
стратами — глутатионом и аскорбино-
вой кислотой. 

Поскольку аскорбиновая кислота 
восстанавливает радикал а-токоферо-
ла [ 15], глутатион: дегидроаскорбат 
•оксидоредуктаза является принципи-
ально важным звеном вовлечения ан-
тиокислителы-юй ферментной систе-
мы цитозоля [3 | в регуляцию процес-
сов перекисного окисления липидов 
б иол о г и ческих мембран. 

Как видно из соотношения глута-
тионредуктаза/глутатион: дегидроас-
корбат оксидоредуктаза (см. таблицу) , 
мощность первого этапа этой фер-
ментной редокс-цепи — восстановле-
ния глутатиона — выше, чем макси-
мально возможного окисления трипсп-
тида дсгидроаскорбиновой кислотой 
на втором этапе. Таким образом, ре-
генерация аскорбиновой кислоты за 
счет окисления НАДФ • Н сопряжен-
ной ферментной цепыо (глутатионре-
дуктаза + глутатион: дегидроаскор-
бат оксидоредуктаза) , вероятно, не 
лимитируется глутатионредуктазой во 
всех тканях глаза. Соотношение по-
тен циально возможной мощности 
фер меитативного окисления глутати-
она дсгидроаскорбиновой кислотой 
(г л у т атио и р е д у кт а з а/г л у т а т ион: де-
гидроаскорбат оксидоредуктаза) и 
перекисью в одорода (глут а тионр еду к-
таза/глутатион: II2O2 пероксидаза) в 
разных участках глаза неодинаково. 
В роговице, например, возможность 
образов а и ия о к и сл е ни ого глутатиоиа 
перекисью водорода примерно в 2 
раза м е и ы п е, чем д е г ид р о а с ко р б и и о в 
кислотой; в радужной и сосудистой 
оболочках это соотношение имеет про-
тив о и о л о ж и ы й х а р а кт е р. 

При учете активности обоих путей 
окисления глутатиона в отдельных 

тканях глаза выявляется недостаточ-
ность глутатионредуктазного участ-
ка, что видно из «глутатион-редуци-
рующего потенциала»: отношения ак-
тивностей глутатионредуктазы к сум-
ме активностей глутатион: дегидро-
аскорбат оксидоредуктазы и глутати-
он: Н2О2 пер оке иуд азы. Хрусталик, 
стекловидное тело, водянистая влага 
и зрительный нерв, имеющие низкий 
« г л у т а т и о и -редуцирую щ и й п о т е н ц и -
ал», должны рассматриваться как 
участки глаза, сравнительно более 
уязвимые к условиям и воздействиям, 
с т и м у л и р у I о щ им о б р а з о в а и и е О ~~ и 
Н2О2. При этом недостаточность сис-
темы антиокислительной защиты мо-
жет быть предпосылкой не только 
избыточного перекисного окисления 
липидов, но и окислительной дест-
рукции коллагена и гиалуроновой кис-
лоты межклеточного матрикса [3]. 
Помимо участия глутатион: дегидро-
аскорбат оксидоредуктазы в фермент-
ной системе антиокислительной за-
щиты, представление о функциональ-
ной роли этого фермента в глазу 
должно учитывать значение аскорби-
новой кислоты для синтеза коллагена 
[13], гипотеза о действии дсгидроас-
корбиновой кислоты как ингибитора 
клеточного деления [9] и участие 
окисленного глутатиона в регуляции 
тиол-дисульфидного состояния бел-
ков [2]. 

В целом наличие глутатион: де-
гидроаскорбат оксидоредуктазы в тка-
нях глаза, установленное в данной 
работе, объясняет механизм регене-
рации аскорбиновой кислоты и, со-
ответств снно, п р ичин у поддс р ж а н и я 
здесь высокого соотношения аскорби-
новой и дсгидроаскорбиновой кислот. 
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ACTIVITY O F G L U T A T H I O N E : DEHYDROAS-
CORBATE O X I D O R E D U C T A S E IN RABBIT 

EYE T I S S U E S 

I. A. Bogdanova, A. M. Gerasimov, O. S. I{o-
marov, N. N. Priorov 

Centra l Ins t i tu te of T r a u m a t o l o g y and Ortho-
pedics, Min i s t ry of Publ ic Hea l th of the U S S R , 

N. 1. P i rogov 11 Medical School, Moscow 

Glu ta th ione : dehydroascorba te oxidoreduc-
tase w a s detected in rabbi t eye t issues, act ivi ty 
of which w a s decreased as compared with 
tha t of g lu ta th ione reductase . The rat io bet-
ween g lu ta th ione reduc tase act ivi ty and the 
to ta l act ivi ty of the enzymes ca t a lyz ing g lu ta -
thione oxidat ion (g lu ta th ione : dehydroascorba te 
oxidoreductase and g lu ta th ione : H 2 0 2 peroxi-
dase) w a s above one uni t in cornea, ciliar 
body, sclera vascu la r tunic and iris of the 
eye; it w a s lower than one uni t in v i t rous 
body, lens, optic nerve and aqueous humor . 
Glu ta th ione : dehydroascorba te oxidoreductase is 
one of the key componen t in the eye antioxi-
dat ive sys tem; it r egu la t e s the rat io of oxi-
dized and reduced fo rms of ascorbic acid and 
g lu ta th ione . 

В. И. Ку лине кий, И. А. Ольховский, A. H. Ковалевский 

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

Г И П О Т Е Р М И Ч Е С К О Г О И А Н Т И Г И П О К С И Ч Е С К О Г О Э Ф Ф Е К Т О В 
А Д Е Н О З И Н А 

Кафедра биохимии Красноярского медицинского института 

Способность аденозина и аденино-
вых нуклеотидов защищать животных 
от острой гипоксии известна, однако 
данные о механизме этого феномена 
малочисленны и противоречивы [6,9 |. 
Ранее было высказано предположе-
ние, что в основе антигипоксического 
действия этой группы веществ лежит 
торможение окислительных процессов 
в клетках [9]. Снижение кислородза-
висимых реакций па уровне целост-
ного организма проявляется умень-
шением потребления кислорода 
(р0 2 ) —антикалоригенный эффект и 

температуры тела — гипотермический 
эффект [9, 20]. Механизмы этих эф-
фектов и их взаимосвязь ранее не ис-
следовались. 

За последние годы в биохимии и 
биохимической фармакологии адено-
зина достигнут значительный успех. 
Обнаружен транспорт аденозина в 
клетки [13, 14]. Установлено сущест-
вование различных типов аденозино-
вых рецепторов в плазматических 
мембранах многих, если не всех кле-

ток: па внешней стороне — А[ и Аг, 
или по другой номенклатуре Ri и R a ; 
на внутренней — Р-сайтов. Показано, 
что через Ai-рецепторы и Р-сайты осу-
ществляется ингибирование, а через 
А2 — активация аденилатциклазы [ 10, 
13—15, 17]. Аденозин дает множество 
биохимических и физиологических эф-
фектов [13, 14, 19, 21] и рассматри-
вается либо как межклеточный по-
средник действия гормонов [13], ли-
бо как «ответный метаболит» эффек-
ториой клетки [19]. Кроме того, су-
ществуют Р2-рецепторы и адениннук-
леотидов [17]. 

Задачей настоящей работы был би-
охимико-фармакологический анализ 
механизмов аптикалоригеиного, гипо-
термического и антигипоксического 
действия аденозина и выявление их 
взаимосвязи. 

М е т о д и к а 
Работа проведена на 420 мышах F | (СВА 

C57BL) обоего пола массой 19—23 г. Все ве-
щества вводили в объеме 10 мг/кг в опти-
мальных дозах : аденозин и изопропилнорадрс-

107» 



Рис. 1. Временная динамика эффектов аде-
нозима. 

По осям абсцисс — время (в мии) после инъекции 
аденозииа; обозначение осей ординат и кривых: 1 — 
выживаемость при гипобарической гипоксии в тече-
ние 20 мин (в %); 2 — прирост средней продолжи-
тельности жизни при гиперканиической гипоксии 
(в А мии); 3 — снижение потребления кислорода 
(в Л % ) ; 4 и 5 — уменьшение температуры «ядра» 
тела и поверхности кожи (в °С). а — эксперименты 
проводили при температуре воздуха 30—33 °С, в ос-
тальных случаях — при 20—22 "С. Звездочка — вы-
живаемость при гипобарической гипоксии оценива-
лась за 10 мин, за этот период выживаемость конт-
рольных животных в термонейтральных условиях со-
ставляла 0 + 1 0 % . Доза аденозииа во всех сериях — 
800 м к моль/к г. Темными символами обоз и а чеши ста-
тистически достоверные, а светлыми — недостоверные 
изменения. 

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

Введение мышам аденозииа вызы-
вает выраженное снижение р 0 2 и 
уменьшение температуры тела и по-
верхности кожи (рис. 1). Развитие 
антикалоригениого и гипотермическо-
го эффектов сопровождается значи-
тельным антигипоксическим действи-
ем препарата: средняя продолжитель-
ность жизни животных увеличивается 
в 3—4 раза при гиперкапиической и в 
4—5 раз при гипобарической гипок-
сиях; резко повышается и количество 
мышей, выживших за 20 мии гипок-
сического воздействия: с 0—3 % в 
контроле до 100 % при введении аде-
нозииа на обеих моделях гипоксии 
( р < 0 , 0 0 1 ) . Все эффекты аденозииа 
проявляются через 5—15 мин после 
введения и сохраняются в течение 
60—70 мин. 

Все исследованные эффекты адено-
зииа дозозависимы в выбранном диа-
пазоне доз (рис. 2), причем макси-
мальная доза, использованная нами 
(1600 мкмоль/кг) , нетоксична (она 
более чем в 13 раз меньше, чем ЛДзо 
аденозииа [6]) . В целом временные 
и дозовые кривые трех эффектов аде-
нозииа близки. 

В термонейтральных условиях все 
три эффекта аденозииа резко ослаб-
лены (см. рис. 1). Вероятно, они про-
являются полностью лишь при опре-

налин (изадрин) — подкожно, а дипиридамол 
(курантил) , теофиллин и пропранолол (ана-
прилин) — внутрибрюшинио; используемые 
препараты вводили за 10—15 мии до аденози-
иа. Большинство экспериментов проводили при 
температуре воздуха 20—22 °С, отдельную се-
рию — при термоиейтральиой температуре 
30—33 °С в микроклиматической камере 
МКК-3. Измерение р 0 4 , температуры «ядра» 
тела и поверхности кожи, а т а к ж е моделиро-
вание гипоксической гипоксии в барокамере 
(гипобарическая гипоксии) и в термокамере 
(гиперкапническая гипоксия) описаны ранее 
[1, 7] . цАМФ определяли методом радиоим-
мунного анализа, используя наборы фирмы 
" A m e r s h a m " (Англия) . Д л я измерения дыха-
ния гомогенат почек готовили в разведении 
1 : 1 0 , на среде : маннит — 0,225 М, сахаро-
за — 0,075 М, MgCl 2 — 1 мМ; KCI — 5 мМ; 
КН 2РО„ — 3 мМ, ЭДТА — 0,5 мМ, трис-
HCI — 0,5 мМ рН 7,4. Потребление кислорода 
исследовали через 5—6 мин после декапитации 
мышей на полярографе LP-7, используя среду 
дыхания такого же состава. Конечная концен-
трация белка в ячейке 4,5—6 мг(/мл. Белок 
определяли биуретовым методом. 

Результаты подвергали статистической об-
работке с использованием критериев F, /, %2 

с поправкой Иейтса. Проводили дисперсион-
ный и корреляционный анализ. 

J 4°С 

Рис. 2. Д о з о в а я зависимость эффектов аде-
нозииа. 

По оси абсцисс — доза аденозииа, lg [моль/кг]; обо-
значения осой ординат и кривых те же, что и на 
рис. I, за исключением гипотермического эффекта 
(3), который на данном графике выражен как 
Т = 1п(Тп — Т„), где Тп — температура «ядра» тела, 
Та — температура воздуха в °С; б — эффект адено-
зииа на фоне дипиридамола (8 мкмоль/кг); в — то. 

же на фоне теофиллина (50 мкмоль/кг). 
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Т а б л и ц а 1 

Влияние дипиридамола на эффекты аденозина 

Препарат и его 
доза (мкмоль/кг) 

Изменение потреб-
лении кислорода, 

А % 
Изменение темпе-
ратуры тела, Д °С 

Выживаемость и 
барокамере за 

15 мин, % 

Прирост средней 
продол ЖИТСЛЬПОС-
ти жизни мышей 

в термокамере, 
Л мин 

Аденозин (40) — 17,0=1=4,7а -1 0,2=1=0,2 —0,1=1=0,5 
Д и п и р и д а м о л (8) 1 7 , 0 ± 6 , 1 а — 1 , 2 ± 0 , 4 а — + 2,7=1=0,5а 

Д и п и р и д а м о л (8) + 
+ аденозин (40) - - 2 8 , б ± 5 , 8 М — 1,5=1=0,46 + Ю , 6 ± 1 , 2 б > в 

Аденозин (100) — —0,8=1=0,За 2 3 ± 12а — 

Д и п и р и д а м о л (2) — — 0 , 2 ± 0 , 3 0=1=8 — 

Д и п и р и д а м о л (2) + 
+ аденозин (100 — 3 , 0 ± 0 , 4 М 4 7 ± 1 3 < М 

П р и м е м а и и е. Выживаемость в барокамере животных контрольной группы за 15 мин со-
с т а в и л а 4—8 % . Здесь и в табл . 2 и 3 буквами а , б н е отмечены величины, статистически достоверно 
о т л и ч а ю щ и е с я соответственно от к о н т р о л я , эффекта аденозина , эффекта используемого ф а р м а к о -
п р е п а р а т а . Количество опытов в сериях 8—12. 

дел е м I ю м тонусе тер м о регул я то р ных 
механизмов [7]. 

Между всеми тремя эффектами 
лденозииа наблюдается тесная взаи-
мосвязь (/-=0,68—0,84; р < 0 , 0 5 ) , что 
свидетельствует о схожести их рецеп-
тор пых механизмов. Д л я дифферен-
цировки конкретного типа включаю-
щихся рецепторов (А или Р2) мы ис-
пользовали общепринятые подходы 
биохимико-фармакологического ана-
лиза: исследование эффектов адено-
зина на фоне ингибитора его клеточ-
ного захвата — дипиридамола [13, 14, 
18] и после введения блокатора А-(но 
не Р2 — | 10]) рецепторов — теофилл и-
на [10, 11, 14]. 

Дипиридамол в дозе 8 мкмоль/кг 
(но не 2 мкмоль/кг) сам вызывал 
умеренные антикалоригенный, гипо-
термический и антигипоксический эф-
фект (табл. 1). Антигипоксический 
эффект дипиридамола в термокамере 
ра нее объясняли взаимодействием 
этого вещества с бензодиазепиновы-
ми рецепторами [8]. Однако аитиги-

поксическое действие и другие изуча-
емые эффекты дипиридамола можно 
объяснить и вызываемым им накоп-
лением эндогенного аденозина [12]. 
Возможно, известное аитигипоксиче-
ское действие бензодиазепииов [8] 
в определенной степени связано с 
торможением ими клеточного захвата 
аденозина [21]. Эффект дипиридамо-
ла был аддитивен с действием малых 
доз аденозина (см. рис. 2, табл. 1), 
что свидетельствует об участии в ре-
ализации эффектов аденозина А-ре-
цепторов внешней поверхности плаз-
матических мембран клеток, так как 
эффекты стимуляции аденозином 
внутриклеточных Р-сайтов дипирида-
мол, наоборот, снижает [18]. 

А-рецепториый характер антикало-
ригенного, гипотермического и анти-
гипоксического аденозина подтверж-
дается также тем, что теофилл ии, сам 
не влияя на изучаемые показатели, 
снимал или резко уменьшал выражен-
ность этих эффектов (см. рис. 2, табл. 
2). Это согласуется с результатами, по-

Т а б л и ц а 2 

Влияние теофиллина (150 мкмо.ль/кг) на эффекты аденозина 

Препарат 
Изменение потреб-
ления кислорода, 

А % 
Изменение темпе-
ратуры тела, А °С 

Выживаемость в 
барокамере за 

20 мин, % 

Прирост средней 
продолжитель-

ности жизни в тер-
мокамере, А мин 

Аденозии 
Теофиллин 
Теофиллии + 

+ аденозин 

—61,3=1=4,5а 

+3,0=1=3,0 

—3,3=1=4,2^ 

—6,6=1=0,5» 
—0,3=1=0,4 

— 1 , 7 ± 0 , 4 М 

7 5 d = l l a 

7=1=7 

7 ± 7 а 

-1-36,8=1=5,1а 

—1,0=1=0,9 

- 1 - 1 8 , 1 ± 0 , 9 М 

П р и м е ч а и и е. Д о з а аденозина при исследовании антигипоксического действия в термо-
камере — 800 мкмоль /кг , в остальных с л у ч а я х — 400 мкмоль /кг . Выживаемость за 20 мин в баро-
камере животных контрольной группы составила 0 — 3 % . 
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Т а б л и ц а 3 

Влияние (З-адреностимулятора изадрина и (З-адреноблокатора пропранолола на выраженность эффектов 
аденозииа 

Препарат 
Изменение потреб-
лепии кислорода, 

А % 

Изменение тем-
пературы тела, 

Д °С 

Выживаемость в 
барокамере за 

20 мин, % 

Прирост средней 
продолжительнос-
ти жизни в тер-
мокамере, А мин 

1. Аденозин —73,4=h4,3 a —7,7=1=0,9а 8 3 ± 6 а 30,7=1=3,2а 

2. Изадрин + 4 1 , 3 ± 1 4 , 8 а + 0 , 2 ± 0 , 3 0=1=6 —1,9=1=0,4а 

3. Изадрии + аде-
— 1 , 5 ± 0 , 6 6 » D нозин — 2 7 , 3 ± 6 , 9 б , и — 1 , 5 ± 0 , 6 6 » D 0 ± 9 В +2,2=1=0,86>В 

4. Адепозии —21,9=h6,9 a —1,0=1=0,За 29=1=9а — 

5. Пропранолол —26,0=1=6,ба — 1 , 4 ± 0 , 4 а 46=Ы4 а - | -5 ,0=Ы,8 а 

6. Пропранолол + 
—3,2=1=0,4б,в + адепозин — 5 1 , 2 ± 5 , 5 М —3,2=1=0,4б,в 88=1=8б,п + 9 7 , 0 ± 5 , 7 б » в 

П р и м е ч а и и е. Доза аденозииа в сериях 1,3 и G (при изучении продолжительности ж и з н и 
в термокамере) — 800 мкмоль/кг , в сериях 4 и 6 (кроме опыта в термокамере) — 100 мкмоль/кг . Доза 
изадрина — 3 мкмоль/кг , пропранолола — 35 мкмоль/кг . Выживаемость в барокамере за 20 мин 
в контрольной труппе животных составила 0—3 % . 

лучеиными при исследовании гипотер-
мического эффекта аденозииа у крыс, 
по с другим, менее селективным бло-
катором А-рецептов — кофеином [20]. 
Следует подчеркнуть, что сродство 
теофиллипа к аденозиповым рецепто-
рам на порядок выше, чем к фосфо-
диэстеразе цАМФ [14], и что исполь-
зованная нами доза теофиллипа in 
vivo пе ингибирует фосфодиэстеразу 
цАМФ в тканях [11]. 

Учитывая, что А-рецепторы плаз-
матических мембран связаны с аде-
нилатциклазой [10, 14, 17] и что 
цАМФ стимулирует р 0 2 и процессы 
окисления в митохондриях [3], мож-
но предположить, что в основе анти-
калоригенного, гипотермического и 
а н т и г и п о к с и ч е с к о г о а д е 11 о з и н а л е ж и т 
ипгибировапие адеиилатциклазы и 
с н и ж е и и е в н утр и к л ето ч 11 о го п у л а 
цАМФ. 

Действительно, стимулятор (3-адре-
по р е це п то р о в и з а др и н, у вел ич и в а ю-
щий активность адеиилатциклазы, 
зи ач ител ы-ю умен ы и а л выражены ость 
эффектов аденозииа и обладал про-
тивоположным действием: у в е л и11 ивал 
р0 2 и снижал устойчивость к гипок-
сии (табл. 3). Напротив, блокатор (3-
адренорецепторов пропранолол вызы-
вал сходные с аденозином эффекты и 
усиливал его действие. Влияние бло-
катора, очевидно, связано с тем, что 
в ы з в а иная эндогенным и к а т е х о л ами-
нами активация (^-адренорецепторов и 
адеиилатциклазы снимается пропра-
нололом и в результате проявляется 
второй, ранее скрытый эффект — тор-
можение адеиилатциклазы вследствие 

стимуляции а 2 - а д р е 11 о р е цен то р о в [4]. 
Противоположное действие агонистов 

и а-адренорецепторов па термоге-
нез и устойчивость организма к ост-
рой гипоксии известно [2, 4, 5]. Ан-
тагонизм эффектов аденозииа с дей-
ствием изадрина и синергизм с вли-
янием пропранолола свидетельствуют 
в пользу того, что изучаемые эффек-
ты реализуются в результате тормо-
жен и я а кт и в 11 о ст и адеп и л а т ц и к л азы. 

Прямым подтверждением этой ги-
потезы является тот факт, что адено-
зин при введении мышам в дозе 
800 мкмоль/кг через 30—45 мии сни-
жает содержание цАМФ в скелетных 
мышцах со 107+16 до 6 0 ± 1 3 и в 
почках с 3 0 9 ± 3 6 до 1 7 2 ± 3 5 пмоль. 
на 1 г влажной ткани, т. е. на 40 % 
( Р < 0 , 0 1 ) . 

Таким образом, как показали ре-
зультаты анализа, исследуемые эф-
фекты адепозипа реализуются через 
Ai-подтип рецепторов. Причинами та-
кого явления могут быть следующие: 
1) эти рецепторы локализованы вие-
клеточно (потенцирование дипирида-
молом); 2) они относятся к А-типу 
(ингибироваиие теофиллином); 3) 
изучаемые эффекты сопряжены с тор-
можением адеиилатциклазы (ингиби-
руются изадрииом, потенцируются 
пропрапололом, развиваются одновре-
менно со снижением концентрации 
цАМФ в ряде тканей). Первые два 
факта делают маловероятным вклю-
чение Р-сайтов и Р2-рецепторов, а 
третья группа фактов исключает уча-
стие А2-рецепторов. 
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Вполне естественным является воп-
рос о том, какой из трех изученных 
эффектов является первичным. Ана-
лиз полученных результатов и дан-
н ы х л итер а тур ы свидетельствует о 
следующем: 1) антикалоригенный эф-
фект достигает максимума быстрее, 
чем гипотермический (см. рис. 1); 
2) в термонейтральных условиях ги-
п отер м и ч е с к и й э ф ф е кт умен ып а е гея 
значительно сильнее, чем остальные 
эффекты аденозина (см. рис. 1); 3) 
малые дозы аденозина вызывают зна-
чимый антикалоригенный эффект без 
изменения температуры тела (см. 
рис. 2) ; 4) с первых минут после инъ-
екции наблюдается снижение темпе-
ратуры кожи, что свидетельствует об 
уменьшении теплоотдачи через по-
верхность тела (см. рис. 1); 5) объ-
ем вентиляции легких снижается при 
стимуляции Ai-рецепторов | 2 2 | , что 
также приводит к уменьшению теп-
лопотерь; 6) аденозии может тормо-
зить окислительные процессы. Ранее 
это было показано в опытах in vitro 
[9]. В наших экспериментах введение 
аденозина мышам в дозе 400 мкмоль/ 
кг снижает потребление кислорода 
гомогеиатами почек в среднем на 
1 4 + 5 % ( р < 0 , 0 5 ) . Все это позволяет 
считать, что гипотермический эффект 
аденозина в основном обусловлен сни-
жением теплопродукции, т. е. антика-
лори г е и н ы м эффектом. Вероятно, по-
следний и коррелирующее с ним сни-
жение потребности организма в кис-
лороде играют важную роль в реали-
зации антигипоксического действия 
аденозина. 

Согласно гипотезе «ответного мета-
болита» [ 19], аденозин, накапливаю-
щийся в тканях при гипоксии и дру-
гих неблагоприятных условиях, спо-
собствует поддержанию жизнеспособ-
ности клеток путем торможения мо-
билизации катехоламииов и воздей-
ствия на микроциркуляцию. Вероят-
но, его защитное действие может опо-
средоваться также и ингибированием 
через А1-рецепторы аденилатциклазы, 
следовательно, торможением окисли-
тельных процессов. 
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ВIO С H ЕМ I СО - Р Н AR М А СО L О GIС AL ME-
C H A N I S M S AND I N T E R R E L A T I O N S H I P 1 

B E T W E E N ANT1CALORIGENIC, H Y P O T H E R -
MAL AND A N T I H Y P O X I C E F F E C T S O F 

A D E N O S I N E 

V. I. Kulinsky, I. A. Olkhovsky, A. N. Kova-
levsky 

Medical School, Krasnoya r sk 

Admin is t ra t ion of adenos ine into mice in-
duced a decrease in oxygen consumpt ion (anti-
calor igenic e f fec t ) , body t empera tu re (hypo-
thermal effect) and protected a g a i n s t acute 
hypoxia (ant ihypoxic ac t ion) ; all these e f f ec t s 
are closely correla ted. Isopropyl noradrena l ine 
and theophyl l ine prevented but propranolol and 
dipir idamol increased these e f fec ts of adeno-
sine. Being adminis tered into mice adenos ine 
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decreased both cAMP content (in sceletal 
muscles and kidney) and respira t ion in kidney 
homogena tes . These adenos ine ef fec ts appear 
to be realized via the fo l lowing chain: Ai-re-

cep tors -^decrease in cel lular cAMP content—^in-
hibition of t issue oxygen consumption—^deve-
lopment of an t ica lor igenic reactions—^hypother-
mal e f fec t s -^an t ihypoxic act ions. 

У Д К 615.38.015.2:615.246.2] :519.86 

lО. И. Казаков, Б. А. Шматков 

С Т О Х А С Т И Ч Е С К А Я М О Д Е Л Ь Г Е М О С О Р Б Ц И И 

Областная клиническая больница, Калинин 

Для оценки эффективности выведе-
ния метаболитов из организма при 
использовании экстракорпоральной де-
токсикации успешно применяется ма-
те м а ти ч еское м одел и р о в а н и е [1 —3 ]. 
0 д и а ко су щест в у ю щ и е многокамер-
ные модели не позволяют описать 
процесс гемосорбции в динамике и 
определ ить о пти м ал ьн ые парам ет р ы 
проведения ее, ввиду того что коэф-
фициент сорбции обычно рассматри-
вается как неизменная величина. Меж-
ду тем клинические и стендовые ис-
пытания показывают, что сорбент до-
статочно быстро насыщается, после 
чего явно прослеживается эффект 
«вымывания» элиминированных мета-
болитов. Кроме того, процесс экстра-
корпоральной детоксикации не явля-
ется детерминированным, а носит сто-
хастический характер (см. рисунок). 
Поэтому целями настоящей работы 
были математическое описание про-
цессов сорбции и десорбции холесте-
рина плазмы крови в динамике и вы-
явление оптимальных временных па-
раметров проведения гемосорбции. 

Описание модели. Введем следую-
щие обозначения: V — объем цирку-
лирующей плазмы крови (мл), F 
скорость перфузии (мл/мин), С0 — ис-
ходная концентрация свободного хо-
лестерина плазмы крови (ммоль/л) , 
С ( / )—концентрация холестерина в 
момент времени т. е. М ( t ) — C (/) V; 

М (t) 
m (0 = —у— F — количество холестери-
на, прошедшего через сорбент за 
1 мин, N — количество холестерина, 
которое способен осадить сорбент. 
Понятно, что последнее число явля-
ется достаточно большим, fro конеч-
ным. В (t)—количество пор, запя-
тых холестерином к моменту t. Есте-
ственно предположить В0 = 0, В (t) ^ 
^ А Л р — вероятность захвата моле-
кулы холестерина сорбентом в нача-
ле сорбции. Эта вероятность убывает 

в процессе детоксикации пропорцио-
нально количеству свободных пор в 

N — В (t) 
сорбенте Р (0 = jj— р. 

Г1 р оцесс в ы м ы в а и и я м ет а б о л и то в 
описан следующим образом, т — 
среднее время, которое элиминиро-
ванная молекула холестерина нахо-
дится в сорбенте. Предположим, что 
это время не зависит от скорости пер-
фузии. Тогда момент вымывания мож-
но описать показ ател ьн ы м законом 
распределения с функцией / ( 0 = 

е т Вероятность 

одной молекулы за время 
t 

десорбции 

А/ будет 

равна РЬ рв (А /) - 1 — е 
количество молекул 

A t 
B(t). 

jS_t 
х 

, а среднее 
холестерина: 

>B(t) — . 

Данная модель в целом соответствует 
теории Лэнгмюра. Далее мы получим 
функцию, описывающую математиче-
ское ожидание концентрации элими-
нированных метаболитов в зависимо-
сти от времени. Уравнение для сред-
него количества сорбированных и де-
сорбированных молекул метаболита 
за время с момента i до момента / + 
+ А / будет иметь следующий вид: 

! N —В (t)\ 
В (t + А t) — В ( / ) = m (t) A t ' 1 

N 

А / 
p - B ( l ) — . 0 ) 

0.67 

О 10 30 60 90 120 150 180 210 Гмин. 
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Сравнительные данные реальной и расчетной концентрации холестерина при различных условиях 
проведения гемосорбции 

Условия экспериментов 

Параметр № 1 {V— 1000, 
F = 20, М = 80, 

С0 = 1 , 7 6 ) 

№ 2 (V= 1000, 
F = 20, М = 80, 

С0 = 0,67) 
№ 3 ( V = 6 0 0 , 

F = 1 оо, М = 211, 
Со = 0,55 

№ 4 (V = 2 0 0, 
F = 1 0 0, М = 9 1, 

Со = 1,2 2) 

<СОТ теоретическая 
реальная 

Ошибка, % 

1,524 
1,524 

0 

0,564-
0,576 
—2,2 

0,454 
0,429 
—5,7 

1,01 1 
0,977 
+ 3 , 4 

П р и м е ч а и и е. С™ — концентрация холестерина в конце сорбции (ммоль/л), С() — исход-
ная концентрация холестерина (ммоль/л), V — объем плазмы крови (мл), F — скорость проведения 
сорбции (мл/мин), М — масса сорбента. 

Учитывая, что 

обозначая PW 

V dt = (С0 

М (/): 

v ' 

Р (0) F 

= М0—В (/) и 
В 

п = ' имеем 

Р ( 0 

х р — v 
Р (0 

(2) 

V 
Путь у т. е. примем за единицу 
время, за которое весь объем цирку-
лирующей плазмы пройдет через сор-
бент (при различных V и F единица 
времени будет различной). Обозна-

чим — = ко э ф ф и ц и е н т 11 е у ст о й ч и -
вости сорбента к процессу «десорб-
ц и я — сорбция». Обратная к этой ве-

1 
рт в теории Лэнгмюрано-личиие fi 

сит название константы, равновесия 
адсорбционного процесса. Учитывая, 

М (t) 
что С (0 —" ~ у — С0 — р (/), обозна-

чая у = • 
Мо 
N коэффициент из-

быточности холестерина в плазме от-
носительно емкости сорбента, полу-
чаем 

С (/) = С0 х 
2 \ 

X I -
1 + Ц -I- У + ~ 1 / ( 1 + |А + / У ) 2 -

Хоь(/) 

где 

« ( 0 
1 + е х р ( — p f V ( l -1- —4/у) 

I - exp ( - pt У( 1 + fx /у)2 - Ту) 

(3) 

(4) 

С 0 Для выявления значений р, т и у 
мы использовали количественные дан-
ные, полученные при проведении ря-
да стендовых испытаний с различны-
ми объемами циркулирующей плазмы 
крови, скоростями перфузии, объема-

ми сорбентов (см. таблицу) . Во всех 
случаях использовали сорбент СКН-
2 К. 

Д л я расчета вероятности захвата 
метаболита [параметр р]С (!) бьтл 
взят из уравнений (3) и (4) и прене-
брегая величинами большего, чем А/, 
порядка (при малых At), получим 

С ( Д О « С 0 ( 1 р A t + о (Д /)). 

Тогда р можно искать из равенства 
1 С (A t) 

Со • В экспериментах № 1 
Р A t 
и 2, в которых соотношение объемов 
плазмы, сорбента и скорости перфу-
зии соответствовало их соотношению 
в условиях клиники, единицей време-
ни служит 50 мин. Следовательно, 
первое измерение концентрации холе-
стерина через 5 мин от начала сорб-
ции: соответствует / = 0,1 в условных 
единицах времени. Поэтому вероят-
ность захвата для холестерина рх с = 
= 0,312. Д л я определения величины 
параметра р, средняя предельная кон-
центрация холестерина описывается 
равенством 

С со '• С J о X 

х Г , 
Ч - М - Н - У ( 1 + М - у) 2 4/у 

(5) 

При условиях эксперимента № 4 сорб-
ция проводилась в течение 20 -30 мин. 
В этом случае средние значения кон-
центр а ци и хол естер и i г а дол жш >i б ы т ь 
близки к С оо, так как единицей вре-
мени здесь являлось 1 = 2 мин, время 
сорбции 20 мин соответствует 10 ус-
ловным единицам времени. Кроме то-
го, в этих экспериментах (№ 4) мас-
са сорбента была практически такой 
же, как в первых (№ 1 и 2), тем са-
мым величина параметра у уменьше-
на более чем в 5 раз. Считая, что у 
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при этих стендовых испытаниях бли-
[X 

зок к нулю, получаем С» = С 0 -p ip j i -
Взяв С оо как среднее значение С 
(5 мин) = С (2,5), С (10 мин) =С (5), 
С (20 мин) = С (10), С (30 мин) = 
= С (16) и усредняя величину [х по 
данным стендовых испытаний, полу-
чаем fi = 4,618. Отсюда ясно, что сред-
нее время удержания молекулы холе-
стерина сорбентом СКН-2К составля-
ет т = 0,694 условных единиц времени. 
Полученная малая величина пара-
метра т указывает на тот факт, что 
влияние процесса «вымывания» на 
результаты гемосорбции достаточно 
велико. 

Величину параметра у определяли, 
используя асимптоматическую форму-
лу (5) и найденные значения пара-
метра jli, используя результаты экспе-
риментов, где V — 1000 мл, F= 
= 20 мл/мин. 

у = 
Со 

С о С сх (1 + Ц) (6) 

Находя как среднее значение 
концентрации для С (90 мин) = С 
(1,8), до С (210 мин) = С (4,2), полу-
чаем у = 2,125, т. е. относительная ем-
кость сорбента для свободного холе-
стерина равна 0,828 ммоль/л. Таким 
образом, подставляя полученные зна-
чения в формулу (5) получим теоре-
ти ч еск и в ы ч и сл е н н ы е з н а ч е н и я кон-
центрации холестерина в конце гемо-
сорбции (см. таблицу) . 

Рассмотрим теперь основной для 
данной работы вопрос — определение 
времени сорбции, при котором теоре-
тическое значение концентрации холе-
стерина в плазме, рассчитанное по 
формулам (3) и (4), близко к ее 
асимптотическому значению Coo в 

формуле (5). 
Можно получить следующую оцен-

ку времени сорбции (она тем точнее, 
чем меньше величина избыточной кон-
центрации у): 

Т < 

х in 

где /е = 

Р 1/(1 + Н» + у)2 — ^У 
1 

\* + у + V ( i +v + y)2-
/е+ 1 

- 4 у-
X 

k— 1 (7) 

С (Г) 

Пользуясь формулой (7) для опреде-
ления времени сорбции свободного 
холестерина, подставляя в нее \х — 
= 4,618, у = 2 (концентрация холесте-
рина = 1 , 6 0 ммоль/л) , получим Т ^ 

1 / /е + 1 \ 
^ 2,207 1 п ( ° > 0 7 6 /г —1 ) и при к = 1 , 0 1 
(тот момент, когда средняя концентра-
ция отличается от предельной на 1 %) 
Т = 1,235. 

Обычно в клинике используют во 
время гемосорбции скорость перфу-
зии 100 мл/мин. В данном случае еди-
ницей времени будет являться при-
мерно та же величина, что в экспери-
ментах № 1 и 2—50 мии. Подставляя 
эту величину, получим, что время 
сорбции в реальном масштабе време-
ни 1 ч 2 мии. Таким образом, резуль-
таты наших исследований показыва-
ют, что время проведения гемосорб-
ции больным с нарушением холесте-
ринового обмена целесообразно огра-
ничить 1 ч. 

Кроме того, из формулы (5) можно 
получить величину х, которая харак-
теризует коэффициент полезного дей-
ствия сорбента. 

С оо 

С Г 

1 + И + У + 1 / ( 1 +Р + У)2-*У 
К (II, у). (8> 

Например, у = 2 (С= 1,656 ммоль/л) , 
х ( jli, у) = 0 , 1 3 6 . Если при задан-
ной концентрации увеличить ем-
кость сорбента в 5 раз, то у = 
= 0,4 и х (|а, у) = 0 , 1 6 8 , а при беско-
нечно большой емкости сорбента (у = 
= 0), х (jx, 0) = 0 , 1 7 8 , т. е. значитель-
ное увеличение емкости сорбента не 
приводит к существенному изменению 
коэффициента х. Используя формулу 
(8), можно однозначно решить т а к ж е 
вопрос о методике подключения сор-
бента, а именно, какой метод более 
целесообразен для повышения эффек-
та сорбции — последовательное под-
ключение гемосорбептов в процессе 
сорбции или же пропорциональное 
увеличение объема его. 

П р и м е р . С = 1,06 ммоль/л, у = 
= 1,28 (таковы средние данные, полу-
ченные при лечении 25 больных обли-
терирующим атеросклерозом артерий 
нижних конечностей с использованием 
угля СКН-2К) . При удвоенном объе-
ме сорбента х = 0,163, при последова-
тельной двукратной сорбции х = 0,279-
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Из этого вытекает, что эффект после-
довательной гемосорбцнн существен-
но выше. 

Таким образом, предложенная на-
ми стохастическая модель гемосорб-
цнн удовлетворительно описывает 
процесс «сорбция — десорбция» мета-
болитов, в частности холестерина 
плазмы крови, в динамике за период 
сеанса экстракорпоральной детокси-
кации. Выявлено, что целесообразное 
время проведения гемосорбции со-
ставляет 1 ч, после чего преобладает 
процесс вымывания элиминированных 

У Д К 

ТБК-тест является одним из наибо-
лее распространенных методов опре-
деления продуктов перекиспого окис-
ления липидов ( П О Л ) . Простота ана-
лиза, доступность используемого обо-
рудования и реактивов способствова-
ли его широкому применению в раз-
личных областях биологии и медици-
ны. В основе этого теста лежит опре-
деление количества окрашенного про-
дукта, образующегося при взаимодей-
ствии молекулы малонового диальде-
гида (МДА), одного из конечных про-
дуктов ПОЛ, с двумя молекулами 
тиобарбитуровой кислоты (ТБК) . Про-
веденные исследования показали, что 
большая часть МДА, реагирующего 
с ТБК, образуется из промежуточных 
продуктов П О Л непосредственно при 
анализе пробы. Такими продуктами 
могут быть гидроперекиси липидов 
[2], эндоперекиси [4], простагландин-
подобные бициклические эндопереки-
си [11]. Поэтому в настоящее время 
ТБК-тест рассматривается как метод 

метаболитов. Кроме того, данная мо-
дель позволяет объективно оценить 
эффективность работы гемосорбентов 
и выбрать наилучший метод подклю-
чения его. 
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оценки общего содержания продуктов 
ПОЛ. Однако исследования, подтвер-
ждающие возможность применения 
ТБК-теста с такой целыо [2, 6], про-
водились главным образом с ненасы-
щенными жирными кислотами и их 
гидроперекисями, для которых харак-
терно тождество результатов, полу-
ченных при анализе в аэробных и ана-
эробных условиях [3]. В то же время 
при анализе тканевых гомогепатов до 
90 % всего МДА может образовы-
ваться в результате свободноради-
кальных реакций, активирующихся 
при кипячении исследуемых образцов 
в присутствии кислорода [1]. По 
этой причине принципиальное значе-
ние имеет наличие корреляции меж-
ду количеством образующегося МДА 
и содержанием первичных продуктов 
ПОЛ. Приведенные ниже данные пе 
подтверждают наличия такой корре-
ляции при анализе биологического 
материала. Поэтому предложен ме-
тод проведения ТБК-теста, исключа-
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Т а б л и ц а I 

Влияние кислорода на определение МДА с помощью ТВ К в биологическом материале 

Уело 13 и я ана-
лиза 

Содержание М Д А , имоль на 1 г ткани (мл сыворотки) 
Уело 13 и я ана-

лиза 
печень 

перфузирован-
ная печень мозг сердце 

сыворотка 
крови 

Аэробные 
Анаэробные 

298 ± 1 4 (6) 
20=1=1 (6) 

195=1=11 (15) 
22=1=2 (15) 

218=1=25 (5) 
25=1=2 (5) 

162=1=2 (3) 
39=1=2 (3) 

12,5=1=0,4 (5) 
13,3=1=0,8 (5), 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число определений. Звездочкой отмечено Р < 0 , 0 5 . 

ющий возможность активации сво-
боднорадикальных реакций во время 
аналитической и роцедур ы. 

М е т о д и к а 

В работе использовали линолевую кислоту, 
L - a - д и л и н о л е и л — ф о с ф а т и д и л х о л и н («Р — L 
Biochemica ls , Inc.», С Ш А ) , трилиноленин («Se-
d a r y Res. Lab. Inc.», К а н а д а ) , холестериилино-
л е н а т («Naka r i a Chem, Ltd», Я п о н и я ) . 

Д л я получения соответствующей гидропе-
рекиси линолевую кислоту окисляли в при-
сутствии л и п о к с и д а з ы и затем очищали опи-
санным ранее методом [8]. О с т а л ь н ы е липи-
д ы окисляли на воздухе при комнатной тем-
пературе , р а с т в о р я л и в изопропиловом спирте 
и хранили при —70 °С. Гидроперекиси опреде-
ляли с помощью к р а с и т е л я лейкометиленового 
голубого [7] в 0,1 мл изопропилового спирта . 
Д л и определения эндогенных гидроперекисей 
в гомогенате печени п р е д в а р и т е л ь н о проводи-
ли э к с т р а к ц и ю по Фолчу [5]. Х л о р о ф о р м н у ю 
ф а з у у п а р и в а л и в токе аргона и остаток липи-
д о в р а с т в о р я л и в изопропиловом спирте. 

С о д е р ж а н и е М Д А в гомогенате тканей оп-
ределяли с помощью Т Б К с л е д у ю щ и м методом 
[9] : 0,2 мл 1 0 % гомогената ткани на 0 , 9 % 
NaCl д о б а в л я л и к смеси 1,5 мл 20 % уксусной 
кислоты, 1,5 мл 0,8 % Т Б К , 0,2 мл 8,1 % доде -
ц и л с у л ь ф а т а натрия и 0,5 мл НгО. Окислен-
ные липиды вносили в 0,1 мл изопропилового 
спирта . П р и проведении а н а л и з а в анаэроб-
ных условиях реакционную смесь без д о д е ц и л -
с у л ь ф а т а натрия п о м е щ а л и в стеклянные 
ампулы, б а р б а т и р о в а л и аргоном в течение 
5 мин, д о б а в л я л и а н а л и з и р у е м у ю пробу, до-
д е ц и л с у л ь ф а т натрия и з а п а и в а л и а м п у л ы в 
токе аргона . 

Пробы и н к у б и р о в а л и в кипящей водяной 
бане 60 мин и после о х л а ж д е н и я экстрагиро-
вали окрашенный п р о д у к т 5 мл смеси бута-
иол — пиридин ( 1 5 : I) . Оптическую плот-
ность измеряли при 532 им, д л я расчета коли-
чества М Д А использовали коэффициент мо-
лярной экстинкции Е= 1 ,56-10 5М 1 - с м - 1 . 

С о д е р ж а н и е М Д А в сыворотке крови опре-
д е л я л и флюориметрически методом [12] с по-
м о щ ь ю ф л ю о р и м е т р а «Hi tach i 650-10» (Япо-
ния) , в качестве с т а н д а р т а использовали тет-
раэктосиироиан . 

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

Согласно современным п р е д ст а в л е -
ниям, большая часть МДА, определя-
емого с помощью Т Б К в биологиче-

ском материале, образуется при на-
гревании исследуемой пробы в кислой 
среде в результате разрушения про-
межуточных продуктов ПОЛ, глав-
ным образом эндоперекисей [10, 11]. 

Вместе с тем наличие в исследуе-
мом материале инициаторов и субст-
ратов ПОЛ, а также достаточно вы-
сокая температура, при которой про-
водится ТБК-анализ , дают основание 
предположить, что часть МДА может 
образовываться в результате пере-
кисного окисления непосредственно во 
время анализа. 

Сравнение результатов, полученных 
при анализе в обычных и анаэробных 
условиях, исключающих возможность 
активации перекисного окисления, но 
не влияющих на реакции образования 
МДА из промежуточных продуктов 
П О Л [3 | , подтверждает этот вывод 
в случае тканевых гомогенатов; в то 
же время П О Л не наблюдается при 
анализе сыворотки крови (табл. 1). 
По-видимому, инициирование П О Л в 
условиях TDK-анализа обусловлено 
разрушением гидроперекисей липидов. 
по радикальному механизму. 

Для проверки этого предположе-
ния к гомогенату печени крыс добав-
ляли различные количества гидропе-
рекиси линолевой кислоты. Из рисун-
ка видно, что увеличение количества 
гидроперекисей в анализируемом об-
разце приводит к усилению образо-
вания МДА. Таким образом, в этом 
случае перекисиое окисление выпол-
няет роль своеобразного усилителя, 
«сигнал» на выходе которого зависит 
от содержания гидроперекисей. Тем 
ие менее проведение ТБК-анализа с 
целью определения первичных про-
дуктов П О Л в присутствии кислорода 
имеет смысл только в том случае, ес-
ли возмущающее влияние других фак-
торов, способных регулировать ско-
рость свободнорадикальных процес-
сов (концентрация а кт и ва тор ов, и и -
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гибиторов, субстратов и др.) , не ис-
казит данную зависимость. 

Д л я исследования влияния инди-
видуальных различий на результаты 
ТБК-анализа были использованы кры-
сы Вистар (160—240 г). Результаты 
проведенных экспериментов показали, 
что количество МДА, реагирующего 
с Т Б К при анализе гомогенатов пе-
чени крыс, содержащихся в сходных 
условиях, чрезвычайно варьирует 
(табл. 2). Из сравнения данных, по-
лученных в анаэробных и аэробных 
условиях, видно, что вариабельность 
результатов обусловлена различной 
интенсивностью ПОЛ во время ана-
лиза. Если учесть, что все животные 
имели приблизительно одинаково низ-
кий уровень гидроперекисей (см. 
табл. 2), вполне обоснованным явля-
ется вывод об отсутствии корреляции 
между результатами ТБК-анализа в 
аэробных условиях и содержанием 
первичных продуктов ПОЛ. Этот вы-
вод подтверждается и тем, что добав-
ление к анализируемым образцам 
равных количеств окисленных липи-
дов, содержащих значительно больше 
первичных продуктов ПОЛ, чем ис-
ходный биологический материал, не 
только не сглаживает имеющиеся раз-
личия, но и усиливает их (см. табл. 2). 

Приведенные данные свидетельст-
вуют о том, что результаты ТБК-аиа-

нмоль/мл 
100 н 

50 

cl— 2 

50 100 нмоль/мл 

Влияние гидроперекиси линолевой кислоты на 
результаты определения М Д А в гомогенате 
печени крыс в аэробных (1) и анаэробных (2) 

условиях. 
По оси абсцисс — концентрация гидроперекиси (в 
нмоль/мл); по оси ординат — количество М Д А (в 

пмоль/мл). 

лиза в присутствии кислорода значи-
тельно больше зависят от факторов, 
обусловливающих способность биоло-
гического материала подвергаться пе-
рекисному окислению, чем от содер-
жания продуктов ГТОЛ. Этим объяс-
няется значительная разница между 
результатами ТБК-анализа гомогена-
та перфузированной и неперфузиро-
ваппой печени (см. табл. 1), так как 
в результате перфузии удаляется ге-
моглобин крови, способный, вероят-
но, активировать радикальные про-

Т а б л и ц а 2 

Соотношение между количеством гидроперекисей липидов и ТБК-активными продуктами, определяе-
мыми в печени крыс в анаэробных и аэробных условиях (нмоль на 1 мл гомогената) 

Гомогеиат печени Экзогенные 
липиды 

Гом ore и ат + э к з о -
генные липиды 

Добавленная гидроперекись 
гидро-

перекиси 

ТБК-активные 
продукты о 

о. 
о) 

Т Б К - а к -
тивные 

ТБ К-активиые 
продукты 

гидро-
перекиси 

анаэроб-
ные ус-
ловия 

аэробные 
условии 

с о 
о. а 
ее о 
5 к 
u * 

продук -
ты анаэроб-

ные ус-
ловия 

аэробные 
условия 

Линолевая кислота 4,1 
1,6 

3.2 
2.3 

21,6 
10,2 

50 
50 

1,2 
1,2 

5,9 
4 ,5 

87,5 
16,8 

Фосфатидилхолин 4,9 
3,2 
2,4 

2,5 
3,0 
2,5 

10,7 
13,6 
26,4 

58 
58 
58 

3,5 
3 ,5 
3,5 

6,8 
6,8 
7,2 

28,4 
54,1 
69,3 

Холестеринлиноленат 2,4 
3,2 

2,1 
3,0 

13,4 
29,8 

55 
55 

7,1 
7,1 

10,0 
11,1 

27,5 
61,1 

Трилииолеиин 3,2 
2,4 
3,2 

2,1 
2,3 
2,7 

10,9 
17,1 
20,0 

51 
51 
51 

11,4 
11,4 
11,4 

14,1 
13,9 
13,6 

26,1 
39,1 
43,4 

П р и м е ч а и и е. Каждое значение представлено как среднее 3 определений. 
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цессы. Создание анаэробных условий 
предотвращает реакции перекисного 
окисления в процессе анализа биоло-
гического материала. Полученные в 
этом случае результаты определяют-
ся только содержанием промежуточ-
ных продуктов ПОЛ, разлагающихся 
при нагревании с образованием МДА 
(см. табл. 2). Таким образом, опре-
деление п р о м ежу то ч пых п р од у кто в 
ПОЛ с помощью Т Б К в гомогеиатах 
тканей следует проводить только в 
отсутствие кислорода. Поскольку су-
ществующие методические рекоменда-
ции по использованию Т Б К для ана-
лиза продуктов ПОЛ [2, 6, 9] не учи-
тывают эти факты, полученные с их 
помощью результаты не могут одноз-
начно рассматриваться как доказа-
тельство участия ПОЛ в развитии 
патологических процессов. 
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E S T I M A T I O N O F L I P I D P E R O X I D A T I O N 
P R O D U C T S U S I N G TBA-TEST U N D E R ANA-

E R O B I C C O N D I T I O N S 

V. A. Kostyuk, A. I. Potapovich 

Chair of H u m a n and Animal Phys io logy, 
Byeloruss ian S ta t e Universi ty, Minsk 

P roduc t s of lipid peroxidat ion were esti-
mated in aerobic and anaerobic conditions, 
us ing th iobarbi tur ic acid (TBA) test. The main 
amoun t of malonic d ia ldehydc es t imated in 
t issue homogena t e in presence of oxygen w a s 
found to develop du r ing the analyt ica l proce-
dure as a resul t of lipid peroxidat ion. At the 
same time, con ten t of lipid peroxidat ion pri-
m a r y produc ts did not corre la te with a m o u n t 
of malonic dia ldehydc in the sample s tudied. 
This s u g g e s t s tha t TBA ana lys i s may be car-
ried out only under anaerobic condit ions. 
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А. Г. Бслякович, Л. В. Лахина, Е. В. Панкратова, В. И. Теплицкий, 
Г. П. Чумакова 

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

В О Д Н О М М А З К Е И З Л Е Й К О Ц И Т О В Ч Е Л О В Е К А 

Институт биологической физики АН СССР, Пущиио 

Изучению дегидрогепаз в медицине 
уделяют большое внимание [4, 6—12, 
14]. Отчасти это определяется значе-
нием оксидоредуктаз в метаболизме 
лейкоцитов. Известные биохимические 
методы определения активности де-
гидрогепаз в лейкоцитах человека 
[4, 6, 7, 10, 12, 14] позволяют в од-
ном препарате клеток определить ак-
тивность 1 фермента. Предлагаемая 
методика позволяет путем последова-
тельной инкубации в различных сре-
дах 1 мазка из лейкоцитов определять 
активность нескольких дегидрогепаз 
в одних и тех же клетках, что приво-

дит к сокращению необходимого для 
и ссл едов a 11 и я кол и ч еств а л е й ко 11 итов. 
Поскольку в предлагаемой методике 
информативными показателями явля-
ются ire абсолютные, а относительные 
активности, то в данном методе в от-
личие от предыдущих [4, 6, 7, 10, 12, 
14] препарат готовили из произволь-
ного количества лейкоцитов. 

М е т о д и к а 

Принцип определения активности несколь-
ких дегидрогепаз в лейкоцитах заключается в 
следующем. Фиксированный в ацетоне мазок 
из лейкоцитов последовательно инкубируют в 
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Отношение С Д Г / Г Ф Д Г (а) и Н А Д - Н Д Г / 
/ Г Ф Д Г (б) лейкоцитов 32 здоровых доноров. 
По оси абсцисс — соотношение активности (в %), 

но оси ординат — число доноров. 

средах, из которых к а ж д а я содержит по 1 суб-
страту исследуемых дегидрогеназ, а т а к ж е 
искусственный акцептор электронов — соль 
тетразолия. При окислении субстрата фер-
ментов лейкоцитов соль тетразолия восста-
навливается и продукты восстановления лока-
лизуются только в клетках мазка, фотометри-
рование которого в ходе реакции позволяет 
определить активность данного фермента [13]. 
Последующая инкубация этого же мазка в 
среде с субстратом другой дегидрогеназы по-
зволяет определить активность второго фер-
мента и т. д. 

Мазок готовили из лейкоконцентрата. Пос-
ле центрифугирования (5—7 мин, 1500 об/мии) 
5 мл венозной крови с 0,5 мл 1,34 % цитрата 
(или оксалата) натрия микропипеткой отби-
рали 70—100 мкл лейкоконцентрата с грани-
цы раздела двух сред (форменные элементы — 
плазма) , наносили каплю на стекло и вводи-
ли ее путем прикосновения в стандартный ка-
пилляр для определения гематокрита, заклеи-
вали с одного конца замазкой и повторно 
центрифугировали в том же режиме. Затем 
капилляр надрезали с помощью металлической 
пластинки, ломали и готовили из суспензии 
лейкоцитов мазок на стекле, вырезанном из 
предметного стекла, имеющем размеры кюве-
ты ФЭК. После подсушивания на воздухе при 
комнатной температуре мазок фиксировали в 
течение 30 с в 70 % растворе ацетона в 40 мМ 
фосфатном буфере ( 2 : 1 ) при рН 7,4, затем 
30 с отмывали мазок в таком же растворе без 

ацетона и без подсушивания помещали в 
первую среду инкубации. 

К а ж д а я среда инкубации содержала 40 мМ 
фосфат калия (как и в растворе фиксатора) 
при рН 7,4. Первая среда [для определения 
активности а -глицерофосфатдегидрогеназы 
( Г Ф Д Г ) митохондрий] включала в себя 15 мМ 
а-глицерофосфат , 0,4 мМ малонат и I мМ 
п-нитротетразолий фиолетовый (п-НТФ); "Rea-
п а Г , Венгрия) , вторая среда [для сукцинат-
дегидрогеиазы ( С Д Г ) ] имела 5 мМ сукцинат 
и 1 мМ п-НТФ, третья (для дегидрогеназ, 
окисляющих Н А Д - Н ) — 0,2 мМ п-НТФ, 
4 мМ малонат и 1 мМ п-НТФ. Приготовление 
исходного 20 мМ водного раствора п-НТФ 
обязательно включало фильтрование. Спект-
ральные характеристики п-НТФ представлены 
в работе [13]. Особое внимание обращали на 
постоянство значения рН и концентрации 
п-НТФ во всех средах. 

Скорость окислительно-восстановительных 
реакций измеряли с помощью фотоэлсктроко-
лориметра. Теоретическое обоснование воз-
можности использования Ф Э К в режиме, по-
зволяющем непрерывно регистрировать ско-
рость любой цветной реакции, а т а к ж е опи-
сание способа эксплуатации прибора (без тех-
нических изменений) в указанном режиме 
представлены в работе [2]. Поскольку восста-
новленная в ходе реакции соль тетразолия 
п-НТФ имеет максимум поглощения при 
А.-510 им [10], пользовались зеленым свето-
фильтром. Через 3 мин после помещения кю-
веты со средой и мазком в Ф Э К начинали 
измерять сигнал Aj строго в течение 2 мин. 
Сигнал А| измеряли на милливольтметре, под-
ключенном к выходу ФЭК, .либо на ленте са-
мописца КСП-4 (0—10 мВ), непосредственно 
соединенном с выходом ФЭК- Затем мазок 
переносили в кювету со второй средой (для 
С Д Г ) и тут ж е измеряли сигнал Д2 т а к ж е 
строго в течение 2 мин, после чего мазок пе-
реносили в кювету с третьей средой (для 
Н А Д - Н Д Г ) и спустя 3 мин начинали изме-
рять сигнал Аз в течение 2 мин. 

Информативными показателями являются 
относительные активности, определяемые как 

С Д Г : ГФДГ = — - : - ^ - - 1 0 0 % и так как / , = 

t2 = 2 мин, то С Д Г / Г Ф Д Г = А 2 /Аг 100 %, а 
т а к ж е Н А Д - Н Д Г / Г Ф Д Г = Аз/Л,-100 %. По-
скольку относительная активность не зависит 

Относительная активность (в % ) СДГ/ГФДГ и НАД- Н ДГ/ГФДГ в лейкоцитах здоровых людей 

о. о . 

О
пы

т о 
x о 

с * 
Мазок С Д Г / Г Ф Д Г Н А Д - Н Д Г / Г Ф Д Г 

О
пы

т о 
x 
о Мазок С Д Г / Г Ф Д Г Н А Д Х 

Х Н Д Г / Г Ф Д Г 

1 1 113 229 5 1 91 222 
2 117 233 в 2 97 218 
3 112 211 6 1 86 228 

Среднее 1 1 4 ± 2 % 224 ± 3 % 2 85 248 
значение 

2 1 100 178 7 1 98 182 
2 93 176 2 100 192 
3 107 197 8 1 100 220 

Среднее 100 ± 4 % 1 8 3 ± 3 % г 9 2 113 250 
3 1 109 241 10 3 100 189 

1 106 232 8 4 104 208 
4 1 82 242 9 5 115 233 

1 85 228 10 6 96 189 
1 87 235 
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от количества клеток на мазке, мазок готови-
ли из произвольного количества лейкоцитов. 

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

Все результаты, представленные в 
таблице и на рисунке, получены при 
помощи описанной выше методики на 
лейкоцитах крови здоровых людей -
допоров ст a 11 ци и пер ел ивания к рови. 
Д а и н ы е т а б л и ц ы п о з в о л я ют оцени т ь 
воспроизводимость результатов в раз-
ных условиях: опыт а) из одной пор-
ции крови определяли активность в 
лейкоцитах 3 мазков; опыт б) один 
и тот же мазок инкубировали пов-
торно; опыт в) активность определя-
ли на 1 порцию крови в день ее взя-
тия (мазки № 1) и через сутки (маз-
ки № 2) в условиях хранения крови 
при 4°С; опыт г) без замены сред в 
кюветах активность определяли в 6 
мазках. Эти данные свидетельствуют 
о хорошей воспроизводимости ре-
зультатов (ошибка 2 — 4 % ) , возмож-
ности сохранения крови донора до 
измерения в пей активности в тече-
ние суток, а также о возможности ис-
пользования одних и тех же сред для 
инкубации не менее чем 6 мазков. 

На рисунке показано распределе-
ние относительной активности у 32 
допоров. Активность С Д Г / Г Ф Д Г у 
всех доноров находилась в диапазо-
не 85—115 при среднем значении 100, 
активность Н А Д - Н Д Г / Г Ф Д Г была в 
диапазоне 180—240 при среднем зна-
чении 210. 

Известно, что ГФДГ и СДГ лока-
лизованы во внутренней мембране 
митохондрий, а Н А Д - Н является суб-
стратом для трех дегидрогепаз, ло-
кализованных в разных мембранах — 
внутренней и внешней мембране ми-
тохондрий, а также в мембранах эн-
доплазматического ретикулума [1, 5 | . 
Поэтому наиболее вероятно, что в 
лейкоцитах больных будет наблю-
даться отклонение от нормы актив-
ности НАД-Н Д Г / Г Ф Д Г и для клини-
ческих целей нахождение активностей 
5 дегидрогепаз (ГФДГ, СДГ, Н А Д Х 
Х Н Д Г ь НАД-Н ДГ2 , НАД-Н ДГЛ) 
может оказаться достаточной. 
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CO LOR I M E T R I C P R O C E D U R E FOR S E Q U -
ENTIAL E S T I M A T I O N O F S E V E R A L DE-
H Y D R O G E N A S E S IN O N E SMEAR O F 
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Activity of several dehydrogenases w a s 
es t imated by m e a n s of sequential incubat ion of 
a smear of human leukocytes in va r ious media 
con ta in ing specific subs t r a t e s for each enzyme 
and p-n i t ro te t razol ium violet as an acceptor 
of electrons. Pho tome t ry of 1 lie coloured pro-
ducts of redox reac t ions w a s carr ied out in 
the photoelectrocolorimeter , which w a s used for 
reg i s t ra t ion of s teady s ta te kinetics of all the 
reac t ions s tudied under usual condi t ions . Rela-
tive act ivi ty of succ ina te -a -g lycerophospha te 
dehydrogenases and NADH / « -g lycerophospha-
te dehydrogenases was es t imated with an error 
of 2-4 % in individual donors , while devia t ions 
of these va lues in leukocytes of the donors 
cons t i tu ted ± 1 5 % as compared with their 
middle level calculated in 32 donors . 
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С Т А Т И С Т И Ч Е С К А Я О Б Р А Б О Т К А Р Е З У Л Ь Т А Т О В О П Р Е Д Е Л Е Н И Я 
Р Е Ц Е П Т О Р О В С Т Е Р О И Д Н Ы Х Г О Р М О Н О В 

Ц Н И Л 4-го Главного управления при Минздраве СССР, Москва 

Многие успехи в фундаментальных 
исследованиях по биологии и медици-
не связаны с определением специфи-
ческой рецепции различных классов 
соединений в клетках-мишенях челове-
ка и животных. Наибольшее число 
публикаций, по-видимому, посвящено 
рецепторам стероидных гормонов, так 
к а к этот класс низком о л еку л я р ных 
биорегуляторов обладает широким 
спектром действия [5, 7], а их опреде-
ление находит применение в клиниче-
ской практике, в частности в онколо-
гии [5]. Теоретические вопросы связы-
вания (рецепции) лиганда белками-ре-
цепторами в общем виде разработаны 
достаточно подробно [2, 11]. Однако 
подходы к статистической обработке 
результатов количественного опреде-
лении рецепторов, в частности стерои-
дов, все еще являются предметом ди-
скуссий [9]. И если в эксперименталь-
ных исследованиях правильная стати-
стическая оценка результатов обычно 
не является проблемой, то в клиниче-
ских исследованиях при малом количе-
стве биопсийного материала (соответ-
ственно при малой выборке) это быва-
ет сделать затруднительно. В то же 
время правильная оценка результатов 
колич ествени ого о п р едел е ния р е цепто-
ров стероидов в биопсийном материа-
ле может иметь принципиальное значе-
ние при лечении больных с опухолями 
молочной, и возможно, предстательной 
желез [10, 14]. 

В данной работе предлагается один 
из подходов к простой статистической 
обработке результатов определения 
специфического связывания, что пока-
зано на примерах рецепции ряда сте-
роидных гормонов цитозольными 
фрак ц и я ми р а з л и * i н ы х о р г а и о в чело-
века и животных. 

М е т о д и к а 

В работе использовали меченные тритием 
стероиды фирмы «Amersham In te rna t iona l» 
(Англия) . Немеченые стероиды получены из 
фирмы «Sigma» (США). Рецепторы в цито-
зольных фракциях определяли по описанным 
ранее методам: [3Н]-Е2 [4], | 3 Н | - Д Г Т |Т|, 
[ 3Н]-Зр-диол [3]. 

Метод вычисления специфического связыва-
ния при насыщающей концентрации лиганда 
(по одной точке). При одной концентрации 
| 3 Н]-стероида и концентрации белка цитозоль-
пой фракции определяли общее связывание и 
неспецифическое связывание (в присутствии 
100-кратного молярного избытка немеченного 
лиганда) . Вычисляли отдельные величины спе-
цифического связывания как разницу м е ж д у 
к а ж д ы м значением общего связывания и к а ж -
дым значением неспецифического связывания. 
Из ряда полученных величии вычисляли взве-
шенное среднее стандартное отклонение 
(SD) и стандартную ошибку средней ( S E M ) . 
Вероятность различий м е ж д у величинами спе-
цифического связывания цитозольных фракций 
определяли, используя /-критерий Стыодента. 

Графическое определение стандартного от-
клонения /<д U В макс-

При одинаковой концентрации белка цито-
зольиой фракции и при нескольких повышаю-
щих концентрациях | 3 Н]-стероида определяли 
специфическое связывание и вычисляли велг -
чины X и SD для к а ж д о й экспериментальной 
точки, как указано выше. В кординатах Скет-
чарда 1131 по оси абсцисс для к а ж д о й экспе-
риментальной точки откладывали значения 
X±SD. Концентрацию свободного лиганда для 
вычисления значений по оси ординат вычисля-
ли как разницу м е ж д у общей (исходной) кон-
центрацией лиганда и величиной общего свя-
занного лиганда в к а ж д о й экспериментальной 
точке. Методом наименьших квадратов опре-
деляли коэффициенты уравнений регрессии 
для значений в к а ж д о й точке: Х-\-SD, X и 
X— SD. Проводили линии регресси до пере-
сечения с осями координат. Пересечение сред-
ней линии с осыо абсцисс дает взвешенное 
среднее значение максимального связывания — 
В макс, а отрезки по оси от значения В м акс ДО 
пересечения с двумя другими линиями регрес-
сии дают значения -\-SD и — S D . Из наклона 
к а ж д о й линии регрессии находили соответст-
вующие величины для Кл . 

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

При определении рецепторов любо-
го класса соединений исследователя 
прежде всего интересует величина 
В макс, которая определяется либо раз-
л и ч н ы ми г р а ф и ч с с к и м и м сто д а ми (ча-
ще всего по методу Скетчарда [13]), 
либо по одной точке при насыщающих 
концентрациях лиганда. В неменьшей 
степени важна и надежность получае-
мых результатов не с точки зрения 
правильности метода как такового (это 
вопрос особый), а с точки зрения на-
дежности статистики при оценке до-
стоверности отличий между величина-
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Т а б л и ц а 1 
Расчетные параметры специфического связывания (имп/мин) андрогенов и эстрадиола в тканях-

мишенях человека и крысы 

№ 
п/п Орган, лиганд 

Связывание лиганда 

Ч
ис

л
о 

зн
ач

ен
и 

й Специфичес-
кое связыва-

ние 

t 
д

л
я 

вы
бр

ан
-

ны
х 

па
р Досто-

верность 
отличий, 

Р 

№ 
п/п Орган, лиганд 

общее неспецифическое Ч
ис

л
о 

зн
ач

ен
и 

й 

X SD \SEM t 
д

л
я 

вы
бр

ан
-

ны
х 

па
р Досто-

верность 
отличий, 

Р 

1 М К , [ 8 Н]-Е 2 4431, 4688, 4517 819, 578, 725 9 3838 155 63 1,21 > 0 , 0 5 
2 М К , [ 3 Н]-Е 2 4860, 4165, 3893 731, 662, 606 9 3640 435 177 
3 ГМ, [ 8 Н]-Н а 2596, 3041, 3226 767, 544, 605 9 2316 298 122 < 0 , 0 0 0 5 
4 ГФ, [ 3 Н]-Е 2 1139, 1121, 1028 372, 367, 449 9 700 65 26 15,03 
5 Р М Ж , [ 3 Н]-Е а 2252, 2422, 2698 2010, 1510, 1948 9 735 265 108 1,03 > 0 , 0 5 
6 То ж е 2574, 2300, 3154 1944, 1644, 1708 9 911 402 164 
7 « « 8668, 8440, 9256 6074, 5288 6 3109 568 284 0,57 > 0 , 2 
8 « « 9226, 8908, 10093 5890, 6284 6 3318 588 294 
9 А П Ж , [3Н1-Е2 5480, 6329, 6126 4667, 4873, 4902 9 1164 400 163 1,55 > 0 , 0 5 

10 А П Ж 1 3Н|-Е 2 5548, 7164, 4334 342, 378 6 2051 1280 522 
11 ГМ, [:<Н|-Зр-диол 181, 182, 243 61, 71 6 136 32 16 6,15 < 0 , 0 0 0 5 
12 ГМК, [3Н|-ЗР-диол 290, 288, 300 71, 64 6 224 8 4 
13 ГФ, РН]-ЗР-диол 328, 298, 356 67, 86, 34 9 299 39 16 2,56 > 0 , 0 1 
14 ГФ, [8Н]-Зсг-диол 404, 396, 402 83, 55, 50 9 338 16 6 12,6 < 0 , 0 0 0 5 ГФ, [8Н]-Зсг-диол 404, 396, 402 

17,14 < 0 , 0 0 0 5 
15 Г Ф К , [3Н]-Зр-диол 588, 554, 501 89, 64, 61 9 496 20 8 
16 П Ж К , [ 3 Н]-ДГТ 1737, 1726, 1682 495, 572, 652 9 1142 73 30 6,09 < 0 , 0 0 0 5 
17 П Ж К , [ 3 Н]-ДГТ 2228, 2216, 2042 776, 778, 738 9 1398 92 37 
18 А П Ж , 1 3 Н|-ДГТ 1902, 2242 1897, 1838, 1806 6 196 190 95 2,28 > 0 , 0 1 
19 А П Ж , [ 3 Н]-ДГТ 1808, 2079, 1556, 1548, 1217, 1235 9 481 278 139 
20 Р М Ж , [3Н1-ДГТ 2328, 2830, 1906 102, 76, 142 9 2248 402 164 1,63 > 0 , 0 5 
21 РМЖ, [ 3 Н]-ДГТ 2202, 2284, 2246 206, 224, 256 9 2015 42 17 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: М К — матка крыс популяции Вистар, ГМ — гипофиз 
интактных самцов крыс, ГМК — гипофиз кастрированных самцов крыс, ГФ — гипофиз интактных 
неполовозрелых самок крыс, Г Ф К — гипофиз кастрированных неполовозрелых самок крыс, 
П Ж К — вентральная простата кастрированных крыс, А П Ж — аденома предстательной железы че-
ловека, Р М Ж — рак молочной железы человека. 

ми специфического связывания, по 
крайней мере при 95 % доверитель-
ном интервале [12]. Это принципиаль-
но важно как в экспериментальных ис-
следованиях, так и особенно для ре-
зультатов, получаемых в клинических 
лабораториях. 

Только в самое последнее время по-
явились исследования по теоретиче-
ским основам статистической оценки 
результатов рецепторного анализа 
стероидных гормонов [6, 12]. Однако 
все эти исследования связаны с ма-
шинной обработкой эксперименталь-
ных данных, причем величину стан-
дартного отклонения определяют, исхо-
дя из средней ошибки результатов по 
всем экспериментальным точкам при 
построении графика в координатах 
Скетчарда [12]. Метод расчета [6] по-
зволяет также получать данные с ве-
личинами ст a i! д а р т н о г о о т к л о и с и и я, 
однако в этом методе используют 
только средние величины в каждой 
экспериментальной точке графика 
Скетчарда, т. е. фактически учитыва-
ется стандартное отклонение средних 
величин. Нам кажется это не совсем 

правомерным, так как «разброс» экс-
периментальных данных в разных точ-
ках графика Скетчарда может суще-
ственно различаться [12]. Очевидно 
также, что в настоящее время в боль-
шинстве практических лабораторий ие 
имеется возможности проводить ма-
шинную обработку данных. 

Использование предлагаемого нами 
подхода графического определения ве-
личин стандартного отклонения для 
5Макс и равновесной константы диссо-
циации К л показано на двух приме-
рах. На рис. 1 приведены данные по 
графическому определению величии 
В макс и /Сд и их стандартных отклоне-
ний для рецепции [8Н]-Е2 цитозолем 
матки крысы, выраженные в коорди-
натах Скетчарда [13]. Д л я сравнения 
в подписи к рис. 1 приведены вычис-
ленные значения Вмакс и KJ{ и их стан-
дартных отклонений по способу [2]. 
Видно, что как вычисленные по спосо-
бу [2], так и полученные_графическим 
путем значения Вмакс и /Сд близки. На 
рис. 2 в тех же координатах приведе-
ны р ез у л ьт а т ы г р а ф и чес кого о преде-

122» 



Рис. 1. Определение рецепции [ 3 Н]-Ег в цито-
золе матки крысы по методу [13]. 

Аликвоты цитозоля с общей концентрацией белка 
1,80 мг-мл —1 инкубировали с одним [3Н]-Е2 при кон-
центрациях 5-10-Ю — 5-Ю" 8 моль-л-1 (общее связы-
вание) или в присутствии 100-кратного молярного из-
бытка диэтилстильбэстрола (неспецифическое свя-
зывание). Обработку проб проводили по [4], а рас-
четы — как описано в «Методике». Графически оп-
ределены: £м а к с«=2,022±0,72 имоль-л-1; /<д = 8 ,Ю± 
± 0 , 1 1 - Ю - 1 0 моль-л-1. Величины, вычисленные с ис-
пользованием метода [2]: £ м а к с = 1,997±0,033 нмольХ 
Хл —1; ^ д - 8 , 8 9 ± 0 , 3 7 - 1 0 - Ю моль'л- l . в каждой экс-
периментальной точке на графике указаны: среднее 
специфического связывания±стаидартиое отклонение, 
вычисленное, как указано в «Методике». Заштрихо-
ванная область на графике — область значений, учи-
тывающая стандартное отклонение величии специ-
фического связывания в каждой экспериментальной 

точке. 

ления В макс и /Сд и их стандартных от-
клонений связывания [8Н]-Е2 цито-
золем аденомы предстательной железы 
человека. Как и для матки крысы, гра-
фически определенные величины и вы-
численные по способу [2] очень близ-
ки. Следует, однако, отметить, что рас-
четы по способу [2] более трудоемки, 
чем предлагаемый графический метод. 
Кроме того, при графическом методе 
прямые, построенные методом наи-
меньших квадратов с учетом величии 
BdtSD в каждой экспериментальной 
точке, будут отсекать на оси абсцисс 
отрезок BMaKC±SD. Из прямых графи-
ка легко вычислить и значения Knd~SD. 
Такой метод графического определе-
ния величин значительно проще, чем 
предложенный ранее [8], поскольку 
позволяет графически определять ве-
личины стандартного отклонения сра-
з у И Д Л Я / С д , И Д Л Я В макс ( С М . р И С . 1 

и 2). 
Данные по определению специфиче-

ского связывания трех стероидов в 
различных органах крысы и человека 

B/FI02 

Рис. 2. Определение рецепции 3[Н]-Е2 в цито-
золе аденомы предстательной железы челове-

ка по методу [13]. 
Аликвоты цитозоля с концентрацией общего белка 
1,38 мг-мл—1 инкубировали с одним [ 3Н]-Е 2 (общее 
связывание) или в присутствии 100-кратного моляр-
ного избытка диэтилстильбэстрола (неспецифическое 
связывание). Графически определены: £ м а к с = 72,05± 
±3,00-10-11 моль-л-1; /С д -4 ,11±0 ,13-10-Ю моль-л-1. 
Величины, вычисленные с использованием метода 
[2]: В м п к с = 7 4 , 5 5 ± 2 , 0 9 • 10 и м о л ь - л - 1 ; К д - 4 , 7 б ± 
± 0 , 2 9 - Ю - ' 0 моль-л — i. Остальные обозначения — см. 

рис. 1. 

при насыщающих концентрациях ли-
гандов представлены в табл. 1. Стати-
стическую обработку результатов ана-
лиза специфического связывания ис-
пользовали при определении достовер-
ности различий между выбранными 
парами значений специфического свя-
зывания в одном органе для одного 
3 [Н]-стероида. Д а ж е при низких вели-
ч и н ах с пеци ф и ческого св я з ы в а и и я 
предлагаемый подход позволяет оце-
нить достоверность различий между 
такими величинами. Так, видно, что 
специфическое связывание [3Н] -3(3-ди-
ола в цитозолях гипофиза повышается 
при кастрации самцов и самок крыс (см. 
табл. 1), № 11-—14), так как различия 
статистически достоверны. В то же 
время различия между величинами 
специфического связывания [3Н"|-3(3-
диола цитозолем гипофиза двух групп 
самцов крыс, определенных независи-
мо в разное время, статистически не-
достоверны (см. табл. 1, № 13 и 14). 

Предлагаемый в данной работе под-
ход позволяет с помощью несложных 
расчетов определять величины Вмакс и 
/Сд и их величины стандартного откло-
нения при графическом выражении 
экспериментальных данных, а также 
величины ВМаск, SD и SEM при опре-
делении содержания рецепторов по од-
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Т а б л и ц а 2 
Сравнение параметров специфического связывания (имп/мин) андрогенов и эстрадиола в тканях-

мишенях человека и животных при различных выборках 

№ 
п / п Ткань, лиганд 

Специфическое связывание Специфическое < связывание с учетом вырожденности 
величин 

№ 
п / п Ткань, лиганд 

отдельные значе-
ния и величина X 

SEM I вариант I I вариант 
СО̂  X 
X СЧ № 

п / п Ткань, лиганд 
отдельные значе-
ния и величина X СП 

II с 
со 
II отдельные ве-

личины SEM 
отдельные ве-

личины 

SE
M

 г* я CS О) I 03 
D. 4> м о О =Г S И 

1 п ж к , [ З н ] - д г т 1242, 1165, 1085 1165, 1085, 1231 1242, 1165, 1231 
1231, 1154, 1074 1074, 1187, 1110 25 1074, 1187, 1030 35 30 
1187, 1110, 1030 

1074, 1187, 1030 

1142 26 30 
2 То ж е 1452, 1450, 1490 1450, 1450, 1440 1452, 1450, 1440 

1440, 1438, 1478 1478, 1266, 1264 43 1478, 1264, 1304 37 40 
1266, 1264, 1304 

1478, 1264, 1304 

1398 33 38 
3 РМЖ, [3Н]-Е2 2226, 2252, 2186 2252, 2186, 2728 2226, 2252, 2728 

2728, 2754, 2688 1688, 1804, 1830 163 2688, 1830, 1764 167 165 
1804, 1830, 1764 

2248 142 164 
4 То же 457, 379, 299 379, 299, 497 457, 379, 497 

497, 419, 339 339, 718, 640 69 339, 640, 560 46 58 
718, 640, 560 

479 49 57 
5 МК, [3Н]-Е2 3698, 3939, 3792 3853, 3706, 3869 3612, 3853, 3869 

3612, 3853, 3706 3963, 3698, 3939 46 3963, 3939, 3792 52 49 
3869, 4140, 3963 

3838 52 63 
б МК, [3Н]-Е2 4129, 4198, 4254 4198, 4254, 3434 4129, 4198, 3434 

3434, 3503, 3559, 3559, 3162, 3231 174 3559, 3231, 3287 172 188 
3162, 3231, 3287 

3640 154 178 
7 ГФ, [3Н]-Е2 1829, 2052, 1991, 2052, 1991, 2274 1829, 2052, 2274 

2274 , 2497, 2436, 2436, 2459, 2682 107 2436, 2682, 2631 135 121 
2459, 2682, 2621 

2316 105 121 
8 1М, [3Н]-Е2 767, 772, 690, 772, 690, 749 767, 772, 749 

749, 754, 672, 672, 656, 661 20 672, 661, 579 31 26 
656, 661, 579 

700 23 27 
9 ГФ, [Зн]-зр- 321, 349, 354, 349, 354, 313 321, 349, 313 

диол 313, 341, 346, 346, 319, 347 7 346, 347, 352 7 7 
319, 347, 352 

338 5,6 6,5 
10 ГФК, [Зн]-зр- 499, 522, 524, 522, 527, 465 499, 522, 465 

диол 465, 490, 493, 493, 472, 497 10,3 493, 497, 500 7,5 8,9 
472, 497, 500. 

496 7 8 

ной точке — при насыщающих концен-
трациях лиганда. За основу взят прин-
цип зависимости каждой величины об-
щего связывания от каждой величины 
неспецифического связывания при ис-
п о л ьз ов а и и и р а д и о а кт и в 11 ы х л и г а н -
дов — самого распространенного мето-
да определения рецепторов многих 
физиологически активных веществ, в 
том числе стероидов. При каждой кон-
центрации меченого лиганда учитыва-
ются все величины общего и неспеци-
фического связывания, т. е. все экспе-
риментальные пробы, каждая из кото-
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рых имеет свою ошибку определения, 
независимую от ошибок определения 
других проб в той же серии определе-
ний. Следовательно, при данной кон-
центрации лиганда специфическое свя-
зывание есть среднее взвешенное, вы-
численное из ряда величин специфиче-
ского связывания, полученных как раз-
ница между каждой величиной общего 
связывания и всеми значениями неспе-
цифического связывания. Исходя из 
того же ряда величин, вычисляют 
стандартное отклонение и стандартную 
ошибку средней. Теоретически при 



трех параллельных определениях обще-
го и неспецифического связывания 3 
з и а ч е н и я с п е ц и ф и ч ее к о го с в я з ы в а и и я 
из 9 вычисленных являются вырожден-
ными. Следовательно, если подходить 
строго, для расчета SD (или SEM) 
требуется учитывать лишь 6 из 9 зна-
чений специфического связывания, 
исключая 3 значения по известному 
принципу. Понятно также, что для ве-
личины среднего не имеет значения, 
вычисляют ли ее из б или 9 значений 
специфического связывания. Однако 
при выбраковке вырожденных величин 
воз м о ж с н су бъект и в и ы й п од ход 
(табл. 2). Чтобы это исключить, мы 
предлагаем использовать все 9 значе-
ний специфического связывания для 
расчета среднего, X («взвешенное 
среднее»), и дисперсии, но величину п 
рассчитывать, исходя только из п = 6, 
что фактически учитывает вырожден-
ность. То, что это практически приме-
нимо, показано в табл. 2, в которой 
приведены сравнительные данные ве-
личии SEM, вычисленные из 9 значе-
ний специфического связывания, т. е. 
•без учета вырожденности, а также зна-
чений SEM, вычисленных при 2 вари-
антах вырожденности 3 значений спе-
цифического связывания из 9 величин. 
Д л я сравнения приведены также зна-
чения SEM, вычисленные, исходя из 
стандартного отклонения для 9 значе-
ний специфического связывания, но 
значения п при вычислении SEM ис-
пользовали, уменьшая число членов 
выборки на число вырожденных вели-
чин. Значения SEM в случае использо-
вания отдельных величин с учетом вы-
рожденности могут существенно отли-
чаться в зависимости от варианта вы-
рожденности (см. табл. 2, № 1, 2, 4, 7 
и 8). Средние же величины SEM, вы-
численные, исходя из 2 вариантов вы-
рожденности, в большинстве случаев 
совпадают с теми, какие вычислены 
при /2 = 6 (см. выше), либо отличают-
ся незначительно, за исключением 
2 случаев (см. табл. 2, № 5 и 6). 

П р и малом кол и ч ест ве б и он с и й ного 
материала в клинических исследова-
ниях необходим обоснованный и до-
ступный с практической точки зрения 
подход к статистике при оценке до-
стоверности различий. Из табл. 1 вид-
но, как неправильно можно интерпре-
тир ова ть р езул ьта ты а и а л из а р ецеп-
торов, если сравнивать только величи-
ны среднего специфического связыва-

ния, что делается очень часто. Осо-
бенно характерен пример для случаев 
№ 9 и 10 (см. табл. 1). Более того, 
даже при низких величинах специфи-
ческого связывания, когда возмож-
ность о ш и б о ч и о й и н тер п р е т а ц и и р е -
з ул ьта то в возрастает, пр едл а га е м ы й 
подход позволяет использовать па-
дежную статистику (см. табл. 1, 
№ 1 1 — 14, 18 и 19). 

Таким образом, предлагаемый прин-
цип статистической оценки дает воз-
можность не только быстро и надежно 
устанавливать достоверность разли-
чий между величинами при анализе 
рецепторов стероидных гормонов в 
разных тканях человека и животных 
при насыщающих концентрациях ли-
ганда, по и просто оценивать довери-
тельные интервалы величин К я и 
В макс при графическом определении 
этих величин по методу Скетчарда 
[13]. Причем, видимо, такой подход 
применим при построении графиков не 
только в координатах Скетчарда, но и 
в других координатах, предлагаемых 
для анализа рецепторов стероидных 
гормонов [8, 15]. Очевидно, что дан-
ный принцип можно применить в лю-
бом случае, когда проводятся исследо-
вания по определению рецепторов раз-
личного класса соединений с вычисле-
нием специфического связывания ли-
ганда, а последнее вычисляется как 
разность между общим и неспецифиче-
ским связыванием этого лиганда. 
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STATISTICAL EVALUATION O F T H E DATA 
O F S T E R O I D H O R M O N E R E C E P T I R S ESTI-

MATION 

V. G. Degtyar, Yu. V. Miloserdov 

Centra l Research Labora tory , IV Depar tmen t , 
Min is t ry of Publ ic Hea l th of the USSR, Moscow 

Stat is t ical eva lua t ion of the da ta of steroid 
hormone receptors es t imat ion involved the 
principle of dependence of each exper imenta l ly 

obta ined m a g n i t u d e of total b ind ing (in pre-
sence of a s ingle labelled l igand) on the m a g -
ni tude of unspecific b ind ing (at the similar 
content of labelled l igand but in addi t ion of 
unlabelled subs tance excess) . The principle 
enabled to calculate: individual va lues of spe-
cific b inding as a di f ference between each v a l u e 
for total and unspecif ic b inding indepen-
dently on amoun t of parallel probes of to ta l 
and unspecific b indings , mean value of speci-
fic b ind ing us ing the calculated magni tudes , , 
s t a n d a r d deviat ion (dispersion) and s t a n d a r d 
error of mean value. Stat is t ical method allow 
ed to de termine d i f ferences between m a g n i t u d e s 
of specific b ind ing (content of receptors) at 
s a t u r a t i n g concen t ra t ions of l igand as well a s 
to es t imate s t a n d a r d deviat ion of KD and Vmax 
in a plot. The s ta t is t ica l principles were used 
for es t imat ion of specific b inding of 3 H-es t ra 
dil-17|3, 3IT-dihydrotestosterone and 3 H - 5 a - a n d -
rostan-3P, 17(3-diol in va r ious ra t t issues (hy-
pophysis, pros ta te , u terus) and h u m a n t i s sues 
( m a m m a r y g land t issue tumor , p ros ta te ade-
noma) . The principle developed may be used 
for es t imat ion of va r ious receptors of biologi-
cally active subs tances , where the specific 
b ind ing is calculated as a d i f ference be tween 
tota l and unspecif ic b inding. 

У Д К (> 1 (>. 153.963.3.43-092: | (> И). 153.1:577.152.531 -074 

E. Ф. Лунец, E. Ч. Сперанская, С. Д. Сперанский 

О П Р Е Д ЕЛ Е Н И Е А КТ И В Н О СТ И 
N A D H - М Е Т Г Е М О Г Л О Б И Н Р Е Д У К ГАЗЫ С П О М О Щ Ь Ю 

А М И Н О П Р О И З В О Д Н Ы Х О Р Т О Б Е Н З О Х И Н О Н А 

Белорусский университет им. В. И. Ленина, Минск 

Увеличение содержания метгемогло-
бииа в крови, сопровождающее как 
наследственные, так и токсические 
метгемоглобинемии, приводит к сни-
жению сродства крови к кислороду и 
уменьшению его количества в ткани, 
т. е. к развитию гемической гипоксии. 
Поэтому определение активности мет-
гемоглобинредуцирующих систем, от-
ветственных за поддержание низкого 
уровня мстгемоглобина в крови, имеет 
важное значение для медицинской 
практики. 

Известен ряд методов оценки актив-
ности NADH-метгемоглобинредуктазы 
[2, 7, 9]. Однако наиболее широко ис-
пользуемый метод с активируемым 
субстратом — метгемоглобинферроциа-
нидным комплексом — требует высо-
ких значений кислотности среды, что 
не соответствует реальным физиологи-
ческим условиям. Кроме того, при низ-
ких значениях рН па величинах актив-
н ости может сказ ы в а т ь с я с и и ж е и и е 
устой ч и в о ст и в о с ст а н о в л е и и ьт х форм 
пиридиновых иуклеотидов [8]. Ис-

пользование 2,6-дихлорфенол индофе-
нол а (ДХФИФ) подтверждает исдо-
ст а то ч н у ю спец и ф и ч н ост ь метода к 
NADI I-зависимому ферменту [9]. При-
менение Д Х Ф И Ф при оценке активно-
сти N A D Н - м етгем огл оби и р еду ктаз ы , 
по нашему мнению, не оправдано так-
же из-за высоких значений скоростей 
иеэнзиматического восстановления 
этого красителя глутатионом и аскор-
биновой кислотой, присутствующими в 
гемолизате в значительном количестве 
[5]. Поэтому использование окисли-
те л ь н о - в о с ст а и о в и т ел ь н ы х и и д и к а то-
ров для определения активности фер-
мента в сложных условиях гемолизата 
требует определенной осторожности. 

Недавно было показано, что амино-
производные ортобензохииона (ОБХ) 
могут являться акцентирующими суб-
стратами при окислении NADH и 
NADOH митохоидриальными и цито-
плазм ати чески ми NADH (Ф) Н-оксидо-
редуктазами [3, 5]. В результате фер-
ментативной реакции образуются про-
изводные диоксибензола, способные 
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восстанавливать ионы и комплексы ме-
таллов переменной валентности [8], а 
т а к ж е гемин и гемсодсржащие белки. 

В связи с этим нам представлялось 
интересным изучить взаимодействие 
производных ОБХ с метгемоглобинре-
дуцирующими системами эритроци-
тов, а также обосновать необходи-
мость использования этих веществ в 
качестве индикаторов при определе-
нии активности NADH-метгсмоглобин-
редуктазы. 

М е т о д и к а 
Эксперименты были выполнены на эритро-

цитах 10 кроликов. Взятие крови производили 
из сонной артерии под местной анестезией. 
Полученную эритроцитиую массу трижды от-
мывали 0,9 % раствором NaCl. Концентрации 
общего гемоглобина и метгемоглобина оцени-
вали по методу, описанному в работе [6]. 

Измерение спектров поглощения гемоглоби-
на, метгемоглобина, гемолизата, ОБХ, а т а к ж е 
кинетики восстановления О Б Х и метгемогло-
бина, окисления оксигемоглобина выполнено 
и а спектрофотометре «Specord М-40» ( Г Д Р ) . 
Кинетику восстановления метгемоглобина ди-
оксибензолом изучали на спектрофотометре ос-
тановленного потока Д-110 фирмы «Durrum» 
(США). Скорость восстановления метгемогло-

бина и О Б Х оценивали по снижению оптиче-
ской плотности в спектре гемолизата при дли-
не волны соответственно 625 и 525 им. 

Метгемоглобииообразование вызывали до-
бавлением к гемолизату эритроцитов азоти-
-стокислого натрия. Анаэробные условия созда-
вали путем барбатироваиия азота в течение 
15 мин через реакционную среду, в 1 мл ко-
торой содержалось 100 мкмолей калий-фос-
фатного буфера (рII 7,2), 28,9 нмоля гемогло-
бина, 302 нмоля ОБХ. 

В работе использованы 4-N- (п-сульфанили-
но)-5-метокси 1,2-бензохинон (АМОБХС) , син-
тезированный в МИЛ биоэнергетики кафедры 
физиологии человека и животных Белорусско-
го университета им. В. И. Ленина, NADH и 
N A D O H фирмы «Реаиал» ( В Н Р ) , остальные 
реактивы отечественного производства марки 
х. ч. и ч. д. а. 

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

Известно, что в эритроцитах эндо-
генными переносчиками восстанови-
тельных эквивалентов от NADH- и 
ЫАОФН-зависимьтх метгемоглобинре-
дуктаз на гемоглобин служат флави-
ны и цитохром вГ) [10]. В гемолизате 
по сравнению с интактными эритроци-
тами системы транспорта электронов 
к мстгемоглобину функционируют не-
достаточно эффективно. Поэтому для 
анализа активности этих ферментных 
систем оправдано применение искусст-
венных переносчиков, скорость исфер-
меитативного восстановления метгемо-
глобина которыми будет значительно 

превышать скорость ф е р м с и т а т и в н о й 
реакции восстановления самих пере-
носчиков. 

На рис. 1 представлена кинетика 
восстановления АМОБХС и метгемо-
глобина NADH-зависимой метгемогло-
бинредуктазой. Как видно из рис. 1, 
хинон значительно повышает скорость 
реакции по сравнению с контролем 
(в отсутствие переносчика). Эффект 
рибофлавина и K3Fe(CN)6 незначите-
лен. Весьма малое изменение концен-
трации АМОБХС в начале реакции 
свидетельствует о том, что фермента-
тивное восстановление хинона являет-
ся лимитирующей стадией процесса. 

N A D H + ОБХ М е т Н Ь р е д у к т а з > а 

— > NAD + O B X H 2 , (1) 

2 0 Б Х Н 2 + М е т Н Ь 2 0 Б Х + НЬ. (2) 

Д л я определения взаимодействия 
АМОБХС с восстановленным гемогло-
бином нами проведен сравнительный 
анализ кинетики иефсрмситативного 
восстановления метгемоглобина дио-
ксибензолом (прямая реакция 2) и 
кинетики окисления гемоглобина орто-
хиноном (обратная реакция 2). Иссле-
дования показали, что отношение кон-
стант второго порядка прямой (/с2) и 
обратной (к~2) реакции 2 (/С2//С-2) со-
ставляет 2,8-К)3 при 20 °С. Следова-
тельно, очень медленная реакция вос-
становления ОБХ гемоглобином прак-
тически не влияет на измеряемые зна-
чения активности фермента. 

Использование ортохинопов для опре-
деления активности NADI 1-метгемо-
глобииредуктазы оправдано несколь-
кими причинами. Во-первых, низкими 
скоростями неферментативного вос-
становления этих веществ глутатином 
и аскорбиновой кислотой относительно 
ДХФИФ. По нашим данным, отноше-
ние констант псевдопервого порядка 
восстановления хинона и Д Х Ф И Ф 
аскорбатом (к Д Х Ф И Ф / к АМОБХС) 
равно 10,4 при 20 °С, коистапта скоро-
сти реакции Д Х Ф И Ф с глутатионом 
составила 1,04=0,07 с"1 при той же тем-
пературе. Реакция между глутатионом 
и АМОБХС практически пе протекает. 
Во-вторых, отсутствием наложения 
спектров поглощения АМОБХС и мет-
гемоглобина в области 600 -630 им. 
Максимум полосы поглощения хинона 
лежит в области 500—510 нм, коэффи-
циент молярной экстинкции равен 
3-Ю 3 М"1 см - 1 . В-третьих, низкой рав-
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Рис. I. Кинетика восстановления мет-
гемоглобина гемолизатом эритро-

цитов. 
К — скорость реакции в отсутствие перс-
носчика; / - - в присутствии 300 нмолеи 
AMOI5XC; 2, 3 — в присутствии 300 нмолей 
рибофлавина и 300 имолей феррициаиида 
соотвстствеппо; I кинетика восстании 
лепи я АМОБХС в процессе ферментатив-

ной реакции. 

С/Со. опт. од. 
1.00' 

Рис.2 

400 800 

№}/Ш 

Рис. 2. Зависимость величины актив-
ности (Л) NADH-метгемоглобиире-
дуктазы от относительной концентра-
ции азотистокислого натрия |NO21 / 

/ [ H b j . 

ыовесной концентрацией диоксибензо-
ла при восстановлении метгемоглоби-
на в гемолизате. В-четвертых, специ-
фичностью ортохинонов к NADH-мет-
г с м с) глоб иир сду кт аз е. Уста ио вл ен о, ч то 
скорость восстановления метгемогло-
бина гемолизатом в присутствии 
АМОБХС и NADOH составляет менее 
10 % от скорости реакции в присутст-
вии АДН. 

У ч итывая особен iюсти or 1 редел ени я 
активности фермента NADH-метгемо-
глобииредуктазы (/I, в мг/мин на 1 г 
гемоглобина) в присутствии АМОБХС, 
нам и предложена следующая фор-
мула : 

где D0 и D — значения оптической 
плотности в спектре гемолизата при 
625 им соответственно в начале реак-
ции и в процессе ее, А/ — время от на-
чала реакции (в мин). 

П о н а ш и м да н мы м, а ктивность 
NADH-метгемоглобинредуктазы нор-
мальных эритроцитов кролика равня-
ется 1,04±0,39 ед. 

Использование NaNOa в качестве 
м етгем о г л о б и 11 о о б р а з о в а тел я м ожет 
усложнять процесс определения ак-
тивности фермента. Нами установлена 
зависимость значения активности от 
концентрации нитрита натрия. Как 
видно из рис. 2, увеличение содержа-
ния этого вещества в гемолизате при-
водит к резкому снижению скорости 
восстановления метгемоглобина, что 
обусловлено скорее разной реакцион-
ной способностью метгемоглобина и 
его комплекса с нитритом. Однако, ис-
пользуя данные, представленные на 
рис. 2, нам удалось установить опти-
м ал ы-ioe соотно ш ен и е ко н цент р а ци й 
нитрита и гемоглобина. Так, определе-
ние активности фермента целесообраз-
но проводить в пределах отношения 
концентраций этих соединений от 1 до 

400. При больших значениях этого 
параметра результаты будут сильно 
за и и жены. 

Таким образом, на основании наших 
и ссл с до в а и и й можно за к л ю ч ить, что 
использование амнионроизводпых ор-
тобензохинона, в частности АМОБХС, 
д а е т воз мо ж и о с т ь более э с)) ф с к т и в н о 
измерять активность NADH-зависимой 
метгемоглобинредуктазы непосредст-
венно в гемолизате эритроцитов. 
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E S T I M A T I O N O F NADH M E T H E M O G L O B I N 
R E D U C T A S E ACTIVITY IN H E M O L Y S A T E S 

O F ERYTHROCYTES 

E. F. Lunets, E. Ch. Speranskaya, S. D. Spe-
ransky 

Rate of methemoglobin reduct ion was in-
creased in ery throcyte hemolysa tes in presence 
of 4-N- (p-sulfani l ino) -5-rnetoxy-1.2-benzoquino-
ne. Kinetic p a r a m e t e r s of total react ion and of 
individual s teps showed that the subs tance and 
other ammo-der iva t ives of o r tho-benzoquinone 
could be used for es t imat ion of methemoglobin 
reduc tase activity. 
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В. А. Розанов, Г. А. Карпович, И. А. Мулюкина 

О Б И С П О Л Ь З О В А Н И И П И Р И Д О К С А Л Ь - 5 - Ф О С Ф А Т А 
ПРИ О П Р Е Д Е Л Е Н И И А М И Н О Т Р А Н С Ф Е Р А З Н О Й А К Т И В Н О С Т И 

В Т К А Н И Г О Л О В Н О Г О М О З Г А 

Одесский медицинский институт 

Роль пиридоксаль-5-фосфата 
(ПАЛФ) как кофермента аминотранс-
фераз детально изучена [1]. Имеются 
указания на необходимость использо-
вания ПАЛФ как компонента инкуба-
ционной среды при определении ак-
тивности аспартат (ACT)- и а лани н-
аминотрансферазы (АЛТ) в сыворот-
ке крови с диагностическими целями 
[3, 5]. В частности, приводятся дан-
ные о том, что преинкубация сыворот-
ки с ПАЛФ (0,1 мМ) приводит к от-
четливому увеличению определяемой 
активности ACT и АЛТ [7]. Комитет 
стандартизации по энзимологии Фран-
цузского общества клинической био-
логии также рекомендует эту концен-
трацию ПАЛФ как оптимальную Г10]. 
При более высоких концентрациях 
ПАЛФ отмечено его ингибирующее 
влияние на аминотрансферазную ак-
тивность, как полагают, вследствие из-
быточного связывания ПАЛФ с остат-
ками лизина некаталитических участ-
ков белковой молекулы фермента [9]. 

Однако все эти данные касаются 
определения аминотрансферазной ак-
тивности в сыворотке крови [5, 10] или 
изучения свойств чистых ферментных 

Т а б л и ц а 1 
Активность ACT и АЛТ (в микромолях пирувата 
на 1 г исходной ткани мозга за 1 мин) гомогена-
тов различных отделов головного мозгаТ крыс 
при определении стандартным методом и в при-
сутствии 0,05 мМ ПАЛФ ( М ± т ; /г— 6—8) 

Исследуемый 
показатель 

Отдел мозга 
Исследуемый 
показатель мозжечек кора ствол 

Стандартный метод 
Активность ACT 

Р 
Активность А Л Т 

Р 

19,93±1,89 114,20± 1,96 
< 0 , 0 5 

1,10±0,16 0,59±0,08 
<0,01 I 

19, И ± 2 , 3 7 
>0 ,05 

1,11±0,12 
< 0 , 0 1 

Активность ACT 
Р 

% активации 
Активность А Л Т 

Р 
% активации 

В присутствии 0,05 мМ ПАЛФ 
32,12±4,09 41,73 ±2,07 

>0 ,05 
I 09 

2,8Г» 1 п. is 
I 59 

>0 ,05 

126 
2,58±0,18 

>0 ,05 
337 

3 8 , 5 3 ± 1,80 
> 0 , 0 5 
I 0 I 

2,34±0,15 

1 1 1 

П р и м е ч а и и е. В этой и последующих табли-
цах представлена оценка достоверности различий 
между отделами мозга по отношению к минимально-
му показателю. 

препаратов [9]. В то же время в меди-
ко-биологических экспер и мен таль н ы х 
и ссл едо вани я х ам инотрансфера зну ю 
активность часто исследуют в тканях, 
в частности в головном мозге, в том 
числе в аутопсийном материале, в 
опухолевых тканях и т. д. В руковод-
стве по методам биохимических иссле-
дований в рекомендуемой модифика-
ции метода определения активности 
ACT и АЛТ ПАЛФ в числе компонен-
тов инкубационной среды не фигури-
рует [4]. 

В связи с изложенным выше мы про-
вели настоящее исследование с целью 
оценить характер влияния добавленно-
го ПАЛ В па определяемую активность 
ACT и АЛТ в гомогеиатах различных 
отделов головного мозга крыс. 

М с т о д и к а 

Объектом исследования были 16 белых 
крыс-самцов Виста р средней массой 180— 
220 г. Животных дека цитировали в течение 
3—4 мин, извлекали головной мозг, освобож-
дали его от мягкой мозговой оболочки и со-
судистых сплетений и разделяли на мозже-
чок, кору и стволовую (оставшуюся) часть 
мозга. 

Отделы мозга гомогенизировали в 0,05 М 
трис-ацетатиом буфере рН 7,4 в соотношении 
1 : 1 0 . Полученные гомогенаты дополнительно 
разводили тем же буфером в соотношении 
1 : 1 0 (для определения активности АЛТ) и 
1 : 100 (для определения активности ACT), как 
это рекомендуется в методическом руководст-
ве [4|. Активность ACT и АЛТ определяли по 
приросту пирувата (его 2,4-динитрофенилгид-
разоиа — 2,4-ДНФГ) модифицированным ме-
тодом Райтмаиа и Френкеля [4]. 

Опыты ставили (с использованием гомоге-
матов мозга одного и того же животного) в 
3 вариантах: 1) инкубация (37 °С, 30 мин) 
0,1 мл гомогената (что соответствует, учиты-
вая разведение, 1 мг исходной ткани в случае 
АЛТ и 0,1 мг — в случае ACT) в присутствии 
субстратно-буферной смеси с последующим 
определением прироста пирувата (стандарт-
ный метод); 2) инкубация 0,1 мл гомогената 
в тех же условиях в присутствии 0,05 мМ 
ПАЛФ; 3) инкубация 0,1 мл гомогената в тех 
же условиях, что и для 2-го варианта, по пос-
ле предварительной 10-минутной преинкубации 
гомогената с П А Л Ф в концентрации 0,25 мМ. 

В отдельной серии опытов исследовали 
влияние возрастающих концентраций ПАЛФ 
в тех же условиях, что для 2-го варианта. 
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В связи с возможной конкуренцией повы-
шенных концентраций П А Л Ф с образующими-
ся в ходе реакции пируватом за 2 , 4 - Д Н Ф Г 
112], контрольные пробы (инкубируемые в при-
сутствии кислого гидразинового реактива) со-
д е р ж а л и исследуемые концентрации П А Л Ф . 

Активность ферментов в ы р а ж а л и в микро-
молях пирувата на 1 г исходной ткани мозга 
за 1 мин. 

Опыты проводили в летнее время года. 
Результаты обработаны статистически по 

методу Стыодеита. 

25.0 
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2.5 

4.5 

4.0 
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3.0 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е н и е о 6.2512.52550100200 

Как видно из табл. 1, при определе-
нии аминотрансферазной активности в 
стандартных условиях (без добавле-
ния ПАЛФ) обнаруживаются отчетли-
вые отличия в активности ACT и АЛТ 
различных отделов головного мозга. 
В частности, при близких значениях 
активности ACT и АЛТ в мозжечке и 
стволовой части головного мозга, в ко-
ре больших полушарий активность 
обоих ферментов достоверно ниже. 

Добавление в среду инкубации 
ПАЛФ в возрастающих концентраци-
ях, начиная от близкой к физиологиче-
ской — 6,25 мкМ [2], приводило к от-
четливому увеличению активности 
ACT и АЛТ с насыщением при концен-
трации ПАЛФ 100 мкМ (см. рисунок). 
При этом активность АЛТ во всех ис-
следованных отделах мозга при повы-
шении концентрации ПАЛФ еще вдвое 
(200 мкМ) практически не изменялась, 
в то время как активность ACT суще-
ственно угнеталась. Последнее может 
быть связано с уже упомянутой [9] 
возможностью ковалентной модифика-
ции остатков лизина молекулы ACT, 
продемонстрированной в препаратах 
ACT из сердца свиньи в близком диа-
пазоне концентраций ПАЛФ (1 — 
2 мМ). 

Учитывая эти результаты, с целью 
дальнейшего более детального анали-
за активирующего влияния ПАЛФ на 
амииотрансферазную активность в го-
могеиатах различных отделов головно-
го мозга мы избрали концентрацию 
50 мкМ. 

Как видно из табл. 1, при добавле-
нии ПАЛФ в указанной концентрации 
отмечаются две основные закономер-
ности: степень активации АЛТ (отли-
чающейся низкой активностью по 
сравнению с ACT) заметно выше, чем 
степень активации ACT; степень акти-
вации обоих ферментов в коре боль-
ших полушарий (где определяется до-
стоверно минимальная их активность) 

О 6.25 12.5 25 50 100 200 

Влияние возрастающих концентраций П А Л Ф 
на активности ACT (/) и А Л Т ( I I ) . 

По оси ординат — мкмоли пирувата на 1 г ткани за 
1 мин; по оси абсцисс — концентрация ПАЛФ, мкМ. 

М — мозжечок; К — кора; С — ствол. 

выше, чем в других отделах мозга. 
Так, для ACT она составила 126 %, а 
для АЛТ — 337 %. Таким образом, 
низкая активность обеих аминотранс-
фераз в коре головного мозга сочета-
ется с наибольшим запасом их катали-
тической мощности, что проявляется 
при насыщении кофермеитом. Видимо, 
это связано с жестко детерминирован-
ным уровнем ПАЛФ в различных от-
делах мозга, что обеспечивается нерав-
номерным распределением пиридок-
салькиназы [2]. 

Представляет интерес определение 
аминотрансферазной активности в 
присутствии ПАЛФ после предвари-
тельной преинкубации гомогсиатов с 
ПАЛФ и без него. Как видно из 
табл. 2, в том случае, когда гомогена-
ты преинкубировали без ПАЛФ, по-
следующее проявление активности 
ACT и АЛТ в стандартных условиях 
было заметно слабее, чем при опреде-
лении активности без преинкубации. 
Однако наиболее существенно то, что 

Т а б л и ц а 2 

Влияние 10-минутной преинкубации с 0 ,25 мМ 
П А Л Ф на активности ACT и АЛТ (в мкмолях 
пирувата на 1 г исходной ткани за 1 мин) в гомо-
геиатах различных отделов головного мозга 

крыс ( М ± т ; я—6—8) 

Исследуемый 
показатель 

Отдел мозга Исследуемый 
показатель мозжечок кора ствол 

Стандартный метод (после преинкубации 
гомогенатоо без ПАЛФ) 

Активность ACT 16,07± 1,61 13,27 ±1,73 13,60± 1,54 
Р >0,05 >0,05 

Активность АЛ'Г 0,91 ±0,12 0,68±0,06 0,45±0,05 
Р <0,01 <0,05 

В присутствии 0,05 мМ ПАЛФ 
(после преинкубации с ПАЛФ) 

Активность ACT 15,104-1,79 12,72± 1.12 I l .40zt l .06 
Р <0,05 >0,05 

Активность А Л Т 0,52±0,05 0,38±0,03 0,29±0,04 
Р <0,01 >0,05 

130» 



Т а б л и ц а 3 

Влияние 10-минутной преинкубации гомогсна-
тов различных отделов головного мозга крыс 
с 0,25 мМ П А Л Ф на спонтанное накопление ке-
топродуктов (в микромолях условного пирувата 
на 1 г исходной ткани за 1 мин; М ± / п ; / г = 6 — 8 ) 

Исследуемый 
показатель 

Отдел мозга 
Исследуемый 
показатель мозжечок кора ствол 

Гомогеиат; разве-
дение 1:1000 

Р 
Гомогеиат; разве-

дение 1:10 ООО 
Р 

Инкубация гомогенатов без ПАЛФ 

2,40±0,44 2,08±0,78 
0,05 

13,40±1,90 

3,04±0,44 
0,05 

И,6б±1,99 13,40±1,90 20,17±4,89 
>0,05 >0,05 

Инкубация гомогенатов в присутствии ПАЛФ 

Гомогеиат; развс-
7,08±0,78 

>0,05 
195 

деиие 1:1000 
Р 

% активации 
Гомогеиат; разве-

дение 1:10 000 
Р 

% активации 

G9,00±2,33 
>0,05 
371 

6,81±0,48 

154 

56,57±6,84 

322 

7,45±0,78 
>0,05 
145 

72,83±3,25 
<0,05 
256 

преинкубация с 0,25 мМ ПАЛФ при-
водила к исчезновению эффекта после-
дующей активации аминотрансфераз-
ной активности при ее определении в 
присутствии ПАЛФ. 

Пытаясь выявить, какие биохимиче-
ские изменения в период преинкубации 
влияют на показатели аминотрансфе-
разпой активности мы определяли при-
рост реагирующих с 2,4-ДНФГ компо-
нентов в период преинкубации гомоге-
натов ,разведенных буфером в при-
сутствии 0,25 мМ ПАЛФ и без него. 
Как выяснилось, за этот короткий пе-
риод времени при пересчете на 1 мии 
в гомогеиатах мозга происходит значи-
тельное повышение концентрации по-
ложительно реагирующих с 2,4-ДНФГ 
компонентов, сравнимое с определяе-
мой стандартной активность ACT и 
АЛТ (табл. 3). Поскольку в этих усло-
виях отсутствует избыток субстратов, 
направляющих реакцию в желаемом 
направлении, характер равновесной и 
обратимой трапсаминазной реакции 
зависит от содержания эндогенных 
субстратов, в частности глутамата и 
аспартата, концентрация которых в 
тканях особенно велика. 

Таким образом, наблюдаемая в пе-
риод преинкубации амииотрансфсраз-
пая активность вполне может быть 
обусловлена приростом а-кетоглутара-
та. Эта активность также резко акти-
вируется при добавлении ПАЛФ, при-
чем активация наиболее выражена в 
мозжечке. 

Исходя из всего изложенного выше, 
можно заключить, что добавление 

ПАЛФ в состав инкубационной среды 
при определении аминотрансферазной 
активности в тканях является целесо-
образным; оптимальной концентраци-
ей ПАЛФ, по крайней мере для гомо-
генатов ткани мозга, следует считать 
100 мкМ. Однако мы полагаем, что 
определение активности ACT и АЛТ в 
присутствии ПАЛФ должно сочетаться 
с их определением в стандартных ус-
ловиях, без избытка кофермента, как 
это, например, делалось в работе [11] 
при исследовании плазмы крови у лю-
дей. В этом случае полученные резуль-
таты можно интерпретировать с точки 
зрения существующего в ткани запаса 
к а т а л и т и ч е с к о й мощности ф е р м е и т и ы х 
систем и степени насыщения апофер-
мента кофактором. 

При определении аминотрансфераз-
ной активности в тканях нецелесооб-
разно осуществлять преинкубацию го-
могенатов с ПАЛФ, так как в этом 
случае в отличие от сыворотки крови 
в силу высокой концентрации субстра-
тов возможно интенсивное накопление 
кетопродуктов в ходе преинкубации, 
что влияет на протекание последующей 
pea кции в пр и сутствии су бетр а тно-
буфериой смеси. 

Следует подчеркнуть, что определе-
ние внутриклеточной трапсаминазной 
а ктив ности, сильно р е а г иру ю щей на 
содержание ПАЛФ, может быть ис-
пользовано как чувствительный тест 
на обеспеченность организма витами-
ном Вб, как это убедительно показано 
в работе [8], однако в подобных эк-
спериментах на клиническом и особен-
но аутопсийном материале необходи-
мо учитывать возможное влияние ав-
толиза тканей, при усилении которого 
эффекта ПАЛФ на аминотраисфераз-
ную активность ослабевает [6]. 
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U S E O F P Y R I D O X A L - 5 - P H O S P H A T E IN 
E S T I M A T I O N O F A M I N E T R A N S F E R A S E 

A C T I V I T P IN BRAIN T I S S U E S 

V. A. Rosanov. G. A. Karpovich, N. Mulyukina 

Medical School, Odessa 

When aspar ta te - and a lan ine t r a n s a m i n a s e 
(AST and ALT, respectively) act ivi t ies were 
s tudied in homogena t e s of ra t cerebellum, brain 

У Д К 577.1:3 

В Проекте Ц К КПСС «Основные направле-
нии перестройки высшего и среднего специаль-
ного образования в стране» 1 отмечается, что 
главная задача высшей школы — поднять 
качество подготовки специалистов в учебных 
заведениях различного профиля на уровень 
современных требований. «Актуальные задачи 
радикального повышения качества советского 
здравоохранения настоятельно требуют улуч-
шения медицинского образования, значитель-
ного усиления теоретической и практической 
подготовки специалистов. Предстоит обеспе-
чить более тесную связь в преподавании ме-
дико-биологических наук и клнических дисцип-
лин. Выпускники должны владеть современ-
ными методами диагностики и лечения чело-
веческого организма как единого целого» 2 . 
Исходя из этих основополагающих требова-
ний, все нерешенные вопросы преподавания 
биохимии в медицинских институтах приобре-
тают актуальный характер . В связи с этим 
статью академика Т. Т. Березова, посвящен-
ную преподаванию биохимии в медицинских 
институтах, и последующую дискуссию, орга-
низованную редколлегией ж у р н а л а «Вопросы 

1 Известия, 1986, 1 июня. 
2 Там же. 

cortex and bra in stem (us ing a modif ied pro-
cedure by Ra i tman and Frenke l ) , addi t ion of 
5 0 j l iM pyr idoxal -5-phosphate ( P A L P ) in-
creased 2-3-fold the act ivi ty s tudied. With an 
increase in P A L P concent ra t ion f rom 6.25 f.iM 
up to 200 ц М AST- arid ALT-activit ies in-
creased dose-dependent ly , while a t 100-200 JLIM 
concent ra t ion of P A L P sa tu ra t ion of the reac-
tion occurred and 200 p,M of P A L P decreased 
the AST activity. 10 min pre incubat ion of 
these h o m o g e n a t e s wi thout and in presence of 
0.25 rnM P A L P led to a dist inct increase in 
a m o u n t of ke toder iva t ives reac t ing posit ively 
with 2,4-dini t rophcnyl hydraz ine , mos t marked ly 
elevated in the sample con ta in ing P A L P . At 
the same time, p ro longa t ion of the preincuba-
tion period under s t anda rd condi t ions in pre-
sence of an excess of the subs t r a t e s and 
50 jj,M P A L P did not cause any increase in 
AST- and ALT-activi t ies. Dur ing s tudies of the 
t r a n s a m i n a s e act ivi ty in brain biopsy, in the 
mater ia l obta ined a f te r neurosurg ica l opera t ions 
as well as in medico-biological exper iments , the 
act ivi ty should be es t imated us ing two sets of 
condi t ions: under s t a n d a r d condi t ions and in 
presence of 50-100 piM P A L P but wi thout 
pre incubat ion with P A L P . 

медицинской химии», следует считать своевре-
менной и необходимой. 

Действующая в настоящее время програм-
ма по биологической химии для студентов 
II курса медицинских институтов несколько 
устарела и не может в полной мерс отвечать 
требованиям, предъявляемым к теоретическим 
дисциплинам в деле повышения качества про-
фессиональной подготовки врачей разного про-
филя. 

При разработке новой программы необхо-
димо учитывать следующие важные моменты. 
П р е ж д е всего новая программа д о л ж н а иметь 
целенаправленный характер, что сможет обес-
печить более тесную связь в преподавании ме-
дико-биологических наук и клинических дис-
циплин. Иначе говоря, необходимо сблизить 
современные достижения биохимии как фунда-
ментальной дисциплины в медицинских вузах 
с практикой здравоохранения. Д л я этого д а ж е 
общие вопросы биохимии следует рассматри-
вать через призму их практического примене-
ния в настоящее время и в перспективе. По-
следнее предполагает более широкое включе-
ние элементов клинической химии и патологи-
ческой химии при изучении таких разделов, как 
обмен веществ и его регуляция, а т а к ж е био-
химия органов, тканей и биологических жид-

Д И С К У С С И И 
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костей. Кстати, такие элементы имеются и пре-
красном учебнике Т. Т. Березова и Б. Ф. Ко-
ровкина «Биологическая химия» (1982г . ) . Бо-
лее широкое включение элементов клинической 
и патологической химии в программу дикту-
ется еще и тем обстоятельством, что студенты 
11 курса в IV семестре приступают к изуче-
нию такой важной клинической дисциплины, 
как пропедевтика внутренних болезней. Такой 
подход не только обеспечит формирование у 
студентов диалсктико-материалистического ми-
ровоззрения на явления жизни в целом, что 
является главной задачей биохимии, но и по-
к а ж е т студенту место и роль биохимии среди 
медицинских наук и сс значение для решения 
многих важных вопросов практического здра-
воохранения. 

Существенным является вопрос координа-
ции плана преподавания биохимии с другими 
дисциплинами по вертикали и по горизонта-
ли. При этом следует хорошо обдумать, обос-
новать и четко сформулировать тот исходный 
уровень знаний (как теоретических, так и 
практических) по биохимии, который необхо-
дим студенту для дальнейшего изучения в 
медицинском институте таких предметов, как 
пропедевтика внутренних болезней, патологиче-
ская физиология, фармакология и др. Особое 
внимание следует уделить более полной ин-
теграции преподавания биохимии и биооргани-
ческой химии. Согласно действующей програм-
ме, в курсе биоорганической химии д о л ж н ы 
рассматриваться химическое строение, свойства 
и биологическая роль веществ, л е ж а щ и х в 
основе процессов жизнедеятельности (амино-
кислот, белков, липидов, углеводов, нуклеино-
вых кислот и др.) . Более полное освещение 
этих вопросов в курсе биоорганической химии 
исключит повторение этого ж е материала в 
курсе биохимии и даст возможность уделить 
больше внимания обмену веществ и его ре-
гуляции, вопросам биохимии тканей и биоло-
гических жидкостей с увеличением доли эле-
ментов клинической химии и патохимии. 

Возникает настоятельная необходимость в 
координации плана курса биохимии по гори-
зонтали с планом преподавания нормальной 
физиологии. Целый ряд разделов (кровь, пи-
щеварение, обмен веществ и энергии, питание, 
гормоны и др.) изучаются обеими дисциплина-
ми. Поэтому следует четко и однозначно опре-
делить объем и содержание этих разделов в 
курсах биохимии и нормальной физиологии в 
целях исключения дублирования материала . 

Не вызывает сомнения и тот факт, что в 
настоящее время общий уровень подготовлен-
ности студентов выше, чем было К) 15 лет 
назад. Поэтому традиционная форма изложе-
ния лекционного материала , носящая информа-
тивный характер, устарела и не может в пол-
ной мере отвечать современным требованиям. 
Необходимо перейти к проблемному изложе-
нию лекционного материала . Естественно, 
к а ж д о й лекции невозможно придать проблем-
ный характер, но при изучении наиболее важ-
ных и сложных вопросов проблемные лекции 
себя оправдывают. При этом необходимо учи-
тывать одно обстоятельство. Фактический ма-
териал проблемной лекции должен предвари-
тельно прорабатываться на практических замя-
тиях. Предварительная самостоятельная про-
работка студентами предусмотренного про-
граммой фактического материала приучает их 
к самостоятельной работе, что является пер-

воочередной задачей в деле повышения уров-
ня подготовки молодых специалистов. Прове-
дение после проблемной лекции семинарского 
занятия по вопросам, изложенным в лекции, 
закрепляет полученные знания, проверка ко-
торых д о л ж н а осуществляться на коллоквиу-
мах. Поэтому желательно в новой учебной 
программе по курсу биохимии выделить в се-
местре хотя бы 2 семинарских занятия по наи-
более сложным и в а ж н ы м разделам, которые 
бы предшествовали коллоквиумам. 

Существенного пересмотра требует и содер-
жание практических занятий. Введение про-
блемных лекций и более широкое включение в 
программу элементов патологической химии и 
клинической химии позволят использовать на 
практических занятиях ситуационные задачи. 
Р а з р а б о т к а и применение ситуационных задач 
будут способствовать развитию аналитическо-
го мышления у студентов и приучать их на 
основании анализа приходить к логическому 
умозаключению. Студенты II курса наряду с 
традиционными лабораторными работами, по-
строенными по принципу доказательства со-
д е р ж а н и я тех или иных органических веществ 
в исследуемом материале, д о л ж н ы изучать те 
наиболее в а ж н ы е унифицированные методы 
биохимических исследований, которые исполь-
зуются в настоящее время в современных 
клинических лабораториях . Однако в сущест-
вующих практических руководствах по биоло-
гической химии для медицинских вузов эти 
унифицированные биохимическе методы почти 
не представлены. Кроме того, приводить уни-
фицированные методы биохимических исследо-
ваний, используемых в клинике, без клииико-
д и а г и ости ческой и и тер п р ет а ц и и п о л учен н ы х 
данных, неэффективно, а т а к а я интерпретация 
для студентов II курса, не знакомых с клини-
ческими дисциплинами, невозможна. Отсюда 
возникает настоятельная необходимость введе-
ния в систему медицинского образования но-
вого курса основ патологической и клинической 
химии. Этот курс, как отмечает акад. Т. Т. Бе-
резов «...будет служить недостающим связыва-
ющим звеном, соединяющим воедино доклини-
ческие медико-биологические науки с клиниче-
скими, заполняя тем самым вакуум, который 
существует в настоящее время в подготовке 
врачей в нашей стране». Практические заня-
тия по курсу патологической и клинической 
химии должны включать в себя изучение 
основных унифицированных методов биохими-
ческих исследований, применяемых в клинике 
с их клинико-диагностической и дифференци-
ально-диагностической интерпретацией. Часть 
этих унифицированных методов может быть 
изучена на практических занятиях по биохи-
мии на II курсе. При этом обязательным ста-
новится расширение до определенных преде-
лов материала клинической патологической хи-
мии, включенного в курс биохимии на II кур-
се. Этот материал должен служить тем отправ-
ным пунктом, который будет способствовать 
более глубокому и основательному изучению 
патологической и клинической химии студен-
тами па старших курсах медицинских инсти-
тутов. 

Введение в систему медицинского образо-
вания нового предмета — основ патологиче-
ской и клинической химии на старших курсах 
медицинских институтов обеспечит более тес-
ную связь в преподавании медико-биологиче-
ских наук и клинических дисциплин,что будет 
способствовать повышению качества профес-
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сиоиальной подготовки врачей разного профи-
ля. 

Мы надеемся, что завершение дискуссии на 
страницах ж у р н а л а «Вопросы медицинской хи-
мии», подведение ее итогов и реальная по-
мощь со стороны ГУУЗ Минздрава СССР в 

решении актуальных вопросов преподавания 
биохимии в медицинских институтах принесут 
позитивные результаты, и в ближайшее время 
в план подготовки врачей разного профиля 
будет включен самостоятельный курс патоло-
гической и клинической химии. 

Т. Т. Березов ( М о с к в а ) 

Н Е К О Т О Р Ы Е ИТОГИ Д И С К У С С И И ПО П Р Е П О Д А В А Н И Ю 
Б И О Х И М И И В М Е Д И Ц И Н С К И Х И Н С Т И Т У Т А Х 

В Проекте постановления Ц К К П С С 
«Основные направления перестройки высшего 
и среднего специального образования в стра-
не», опубликованном 1.07.86, отмечается, что 
главная задача высшей школы — поднять ка-
чество подготовки специалистов в учебных за-
ведениях различного профиля на уровень со-
временных требов а ний. 

По вопросу о здравоохранении и медицин-
ской науке в том ж е постановлении отмечено, 
что «актуальные задачи радикального повыше-
ния качества советского здравоохранения на-
стоятельно требуют улучшения медицинского 
образования, усиления теоретической и практи-
ческой подготовки специалистов. Предстоит 
обеспечить более тесную связь в преподавании 
медико-биологических наук и клинических дис-
циплин. Выпускники должны владеть совре-
менными методами диагностики и лечения че-
ловеческого организма как единого целого». 

Редколлегия ж у р н а л а «Вопросы медицин-
ской химии» еще в 1984 г. организовала ди-
скуссию на статью Т. Т. Березова «Препода-
вание биохимии в медицинских институтах»1 , 
в которой была поставлена задача поделиться 
своими впечатлениями по поводу подготовки 
медицинских кадров и определения роли био-
химии в профессиональной подготовке врачей. 
Были т а к ж е поставлены вопросы по содержа-
нию программы курса биохимии, в которой 
определены основные цели и задачи биохимии, 
ее место в системе медицинского образования, 
организация лекционного курса, лабораторных 
и семинарских занятий, роль учебных фильмов 
и преподавателя в вузовском обучении. 

В статье подчеркивалось, что биохимия в 
последние два десятилетия достигла больших 
успехов в изучении химического состава жи-
вых организмов и природы химических процес-
сов на разных уровнях структурной организа-
ции живого организма. Выдающиеся открытия 
в биохимии и новейших ее разделах выдвинули 
биохимию в разряд фундаментальных научных 
дисциплин и сделали ее мощным орудием в 
решении многих важных проблем биологии и 
медицины. Овладение этими достижениями и 
знание основополагающих принципов в биохи-
мии способствуют формированию у будущего 
врача диалектико-материалистического пони-
мания сущности жизни. Отсюда важность и 
необходимость глубокого изучения биохимии 
студентами медицинских институтов. Нет не-
обходимости излагать очевидные истины, в ча-
стности вопроса о том, что «современная био-
логия говорит на языке биохимии». Следует 
подчеркнуть, что в последние два — три де-
сятилетия в науке так сложились обстоятель-
ства, что дальнейшее развитие медицины и 

1 Вопр. мед. химии, 1984, № 2, с. 132. 

биологии в значительной степени определяет-
ся методологическими принципами (подходами) 
и методическими приемами бохимии. 

Что ж е касается программы курса биохи-
мии в медицинских вузах, то почти вся ста-
тическая биохимия (химический состав и струк-
тура химических компонентов живых организ-
мов) преподается на курсах; так, бионеоргаии-
ческая химия, биофизическая биохимия и био-
органическая химия преподаются па I курсе. 
Н о поскольку все эти дисциплины преподают-
ся в течение только одного семестра (иногда 
неполного), чаще всего приводятся примеры 
структуры и функций отдельных классов орга-
нических веществ, что лишает студентов це-
лостного и общего представления о химиче-
ском составе ж и в ы х организмов. Более того, в 
программе по биооргаиической химии (а так-
ж е в учебнике Н. А. Тюкавкипой, 10. И. Вну-
кова «Биоорганическая химия». М., Медицина, 
1985 г.) от студента требуется знание не толь-
ко структуры, но и функций биомолекул. В ча-
стности, фрагментарно излагаются Р-окисле-
ние жирных кислот, синтез высших жирных 
кислот и д а ж е метаболические пути превра-
щения арахидоновой кислоты и биосинтез 
простаглаидииов, простациклинов и лейкотрие-
нов. В сущности представители биоорганиче-
ской химии в соответствии с программой основ-
ными объектами для изучения считают биоло-
гические полимеры (белки, нуклеиновые кис-
лоты, углеводы, липиды, смешанные биополи-
меры) и низкомолекулярные биорегуляторы 
(витамины, гормоны, антибиотики, терпены, 
алкалоиды и др . ) ; в то ж е время уделяется 
недостаточно внимания классической органиче-
ской химии. Действующая программа по био-
органической химии, как считает проф. Р. А. 
Юхновец (Полтава ) , перенасыщена вопроса-
ми, изучение которых необходимо лишь для 
о п р е д е л е н н ы х специальностей (фармацевтов , 
химиков-органиков и др.) . 

Как видно, биооргапичсская химия претен-
дует на изучение не только структуры биомо-
лекул, но и на их функции и обмен веществ, 
включая проблемы биорегуляции. Что ж е оста-
ется для биохимии? Оказывается , «основное 
содержание курса биологической химии в ме-
дицинском вузе составляет м е д и ц и н с к а я 
б и о х и м и я » . Это в корне неправильная уста-
новка; если это так, тогда в соответствии с 
программой медицинская биохимия (и, естест-
венно, биохимия) на 11 курсе «изучает молеку-
лярные основы физиологических функций че-
ловека, молекулярные механизмы патогенеза 
болезней (молекулярная патология) , биохими-
ческие основы предупреждения и лечения бо-
лезней, биохимические методы диагностики бо-
лезней и контроля эффективности лечения». 
В единой программе по биоорганической и 
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биологической химии много места занимают 
вопросы из курсов патофизиологии и терапии, 
хотя студент еще не знаком с такими понятия-
ми, как патология, болезнь и т. д. Примером 
являются , в частности, такие вопросы програм-
мы, как «Гиперхолестеринемия и ее причины», 
«Механизм возникновения желчнокаменной бо-
лезни (холестериновые камни») , «Лечение желч-
нокаменной болезни хенодезоксихолевой кисло-
той», «Биохимия атеросклероза. Механизм обра-
зования атеросклеротических бляшек (инфиль-
трационная теория)», «Биохимические основы 
лечения гиперхолестеринемии и атеросклеро-
за». В то ж е время в программе почти нет 
вопросов по химическому составу липидов, а в 
разделе «Обмен стероидов» от студентов тре-
буется «Представление о биосинтезе холесте-
рина». Н о почему ж е студент не должен знать 
весь ход биосинтеза холестерина? Эти знания 
в клинике помогут ему лучше понять молеку-

л я р н ы е механизмы развития патологии при 
атеро- и артериосклерозе. 

Не обоснована необходимость изучения в 
курсе биохимии таких вопросов объединенной 
программы, как основы молекулярной генети-
ки,. в частности проблемы молекулярной мута-
ции: замены, делении, вставки нуклеотидов, 
частота мутаций; как и проблемы иммуноло-
гии (имеется учебник и отдельный курс) , в 
частности «Понятие об иммунной системе 
•организма. Концепция иммунологического 
надзора . Наследственные и вторичные де-
фекты иммунной системы». Относятся ли эти 
проблемы к биохимии как к фундаментальной 
науке? Вряд ли. Но это и свидетельство того, 
что на старших курсах в медицинских вузах 
пе рассматриваются на профессиональном 
уровне биохимические и молекулярные основы 
многих болезней, включая наследственную па-
тологию, что еще раз свидетельствует о необ-
ходимости и целесообразности включения в 
учебные планы подготовки врачей курса кли-
нической биохимии. 

Подобный субъективный подход к изучению 
курса биохимии и рекомендуемый в програм-
ме в корне отличается д а ж е от определения 
предмета биохимии, излагаемого во всех учеб-
никах и энциклопедиях мира. «Биохимия -
наука, изучающая химическую природу ве-
ществ, входящих в состав живых организмов, 
их превращения, а т а к ж е связь этих превраще-
ний с деятельностью органов и тканей и це-
лостного организма». 

В учебнике А. Уайта и др. «Основы био-
химии» (М., Мир, 1981 г.) указано: «Выясне-
ние взаимосвязи биологической функции и 
молекулярной структурой и является главной 
задачей биохимии». Таким образом, биохимия 
должна оставаться фундаментальной биологи-
ческой наукой, достижения которой широко 
используются в народном хозяйстве и медици-
не. 

Не совсем понятны и отдельные заглавия 
программы. Например, «Обмен и функции 
углеводов», «Обмен и функции липидов», 
«Обмен и функции аминокислот», хотя спра-
ведливости ради укажем, что внутри каждого 
из этих разделов подробно рассматриваются 
проблемы обмена углеводов, липидов, амино-
кислот, включая пути анаболизма и катабо-
лизма этих биомолекул. 

Отсюда вытекает важный вывод: к со-
ставлению проектов программ курсов биологи-
ческой химии и биоорганической химии, опре-

деляющих не только состояние и перспективы 
развития этих научных дисциплин, но и в 
известной степени содержание и объем учеб-
ников, руководств и учебных пособий, сле-
дует привлекать максимальное число специа-
листов с большим опытом педагогической 
работы в вузах. Подобные проекты д о л ж н ы 
рассматриваться и проходить широкое об-
суждение коллективами соответствующих ка-
федр всех медицинских вузов страны и после 
внесения необходимых коррективов утверж-
даться ГУУЗ Минздрава СССР. Об этом ж е 
писал проф. М. И. К у ж м а н (Воронеж) в 
статье «К вопросу о преподавании биохимии 
в медицинских институтах» (Вопросы медицин-
ской химии, 1984, № 6) : «Не следует такое 
серьезное дело, как создание программы, до-
верять только одной кафедре.. . Проект ее 
должен быть доведен до сведения всех за-
ведующих кафедрами биохимии» и далее: 
«Специальная комиссия д о л ж н а высказать мне-
ние о полученных замечаниях и после этого 
утвердить программу. Только т а к а я програм-
ма не будет вызывать бурных противоречий 
и справедливых замечаний, которые высказыва-
ла юте я по всем утвержденным в последние 
годы программам». 

Нельзя не согласиться и с мнением проф. 
М. Р. Лифшица (Челябинск) , что содержание 
программы курса по биологической и биоорга-
иической химии «необходимо привести в со-
ответствие с количеством реальных часов, от-
веденных на реализацию этой программы». Он 
считает необходимым связывать теоретический 
курс биохимии с практической подготовкой 
врача. Д л я этого студента нужно «не только 
научить соответствующим методам исследова-
ния, но и показать границы их применения, 
толкования результатов в дифференциально-
диагностических целях и т. д. Это еще раз 
подтверждает необходимость введения курса 
клинической химии, ибо преподавание этих 
вопросов на II курсе, оторванное от конкрет-
ных форм патологии, бессмысленно». 

С аналогичными предложениями на страни-
цах журнала выступили профессора П. П. 
Бачинский (Днепропетровск) , Л . Г. Прокопен-
ко (Курск) , П. А. Верболович и соавт. (Алма-
Ата) , Р. А. Юхновец ( П о л т а в а ) . В частности, 
по мнению проф. П. П. Бачинского, создание 
отдельной программы по общей биохимии для 
студентов II курса и специальной программы 
для самостоятельного курса основ клиниче-
ской биохимии с введением его в учебный 
план является обоснованным, своевременным 
и практически необходимым. 

Вопросы о роли и месте биохимии в си-
стеме профессиональной подготовки врачей бы-
ли т а к ж е предметом пристального внимания I 
Всесоюзного семинара «Содержание и методы 
обучения биохимии в медицинских и фарма-
цевтических институтах» в Днепропетровске 
(25—27.11.86), организованного Минздравом 
СССР, Центральным методическим кабинетом 
по высшему медицинскому образованию Мин-
здрава С С С Р и Центральной проблемной учеб-
но-методической комиссией по химическим дис-
циплинам при ГУУЗ Минздрава СССР. В ра-
боте семинара приняли участие около 80 за-
ведующих кафедрами биохимии и биоорга-
нической химии медицинских и фармацевтиче-
ских институтов. Следует отметить также , что 
в отличие от названия семинара его програм-
ма включала обсуждение учебников и практи-
кумов по биооргаттической и биологической хи-
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мии, а также координацию преподавания био-
оргаиической и биологической химии. 

В ходе дискуссии по программным вопросам 
было выработано единодушное мнение об ор-
ганизации конкурса на разработку программ 
по двум курсам биохимии и биоорганиче-
ской химии, составление проектов новых про-
грамм комиссиями из представителей каждой 
науки, рассылка проектов во все медицинские 
вузы и окончательное утверждение с учетом 
предложений программы в ГУЗ Минздрава 
СССР. Об организации клинической биохимии 
было также принято единогласное решение 
просить Центральный методический кабинет по 
высшему медицинскому образованию Мииздра-
СССР при пересмотре плана подготовки врачей 
в тринадцатой пятилетке ввести в число обя-
зательных дисциплин учебного плана самостоя-
тельный курс по клинической биохимии; един-
ственное сомнение по данному вопросу выска-
зал проф. А. Я. Николаев (Москва), который 
не видит аргументов в пользу организации это-
го курса. 

Дискуссии в журнале «Вопросы медицин-
ской химии» подвергалась и организация лек-
ционного курса по биохимии. Имеются разные 
суждения как по объему фактического мате-
риала, так и по обеспечению его наглядными 
пособиями и учебными фильмами. Лекционный 
курс, до недавного времени рассматривавшийся 
как важнейшая форма обучения в вузе, в на-
стоящее время в связи с указанным выше по-
становлением о реформе высшей школы и со-
кращении рабочей недели студента до 26— 
28 ч на I—III курсах вузов будет существен-
но изменен. Я не готов дать по этому важно-
му вопросу окончательного суждения, хотя 
глубоко убежден, что для самостоятельной ра-
боты на кафедре (а к этому нас призывает 
реформа) студент должен самостоятельно изу-
чать основы науки, и для этого его надо снаб-
дить фундаментальными учебниками, наглядны-
ми учебными пособиями, учебными фильмами 
и вычислительной техникой, ЭВМ, работающи-
ми как в режиме репетитора (обучения), так 
и в режиме экзаменатора. Готовы ли сегодня 
наши кафедры, а также кадры биохимиков 
обеспечить подобный высокий уровень препо-
давания курса биохимии в медицинских вузах 
страны? Однозначного ответа требует наше 
время, наша партия, взявшая курс на перест-
ройку и ускорение, включая перестройку на-
шего мышления и делового подхода. Мне пред-
ставляется, что биохимики должны сами со-
здавать подобные учебные пособия и фунда-
ментальные учебники, отвечающие современ-
ным требованиям подготовки высококвалифи-
цированных врачей. 

По вопросу о содержании лабораторных и 
семинарских занятий по биохимии в медицин-
ских вузах все участники дискуссии имеют поч-
ти одинаковые и совпадающие точки зрения. 
В частности, утверждается, что лаборатор-
ный практикум должен включать, во-первых, 
работы, способствующие подтверждению тео-
ретических положений курса биохимии, и ,во-
вторых, работы, максимально приближенные 
к методам, используемым в биохимических ла-
бораториях в клинике. 

Участники дискуссии обратили внимание и 
на обеспеченность учебного процесса учебни-
ками и учебными пособиями. Серьезным недо-
статком, мешавшим совершенствованию учеб-
ного процесса, ряд биохимиков считали отсут-

ствие отечественных учебных руководств по 
биохимии, отражающих современное состояние 
науки. Проф. 11. А. Верболович и соавт. от-
мечают, что с выходом в свет учебника «Био-
логическая химия» Т. Т. Березова и Б. Ф. Ко-
ровкина «этот пробел устранен». По мнению 
ряда биохимиков, учебник отражает современ-
ное состояние биохимии и отвечает основным 
требованиям преподавателей и студентов. В 
ряде статей и официальных отзывов не толь-
ко перечислены недостатки учебника, опечатки, 
часто не зависящие от автора, педагогические 
просчеты, но и указаны пути их устранения. 
Много ценных предложений и критических за-
мечаний было сделано также участниками чи-
тательской конференции в рамках указанного 
семинара по обсуждению учебников и практи-
ческих руководств по биоорганической и био-
логической химии в Днепропетровске. Все эти 
критические замечания и пожелания примяты 
авторами учебника. 

Относительно роли технических средств 
обучения в педагогическом процессе участни-
ки дискуссии также единодушны. Во-первых, 
указывается на большую роль в усвоении фак-
тического материала курса наглядных средств 
обучения и наглядных пособий, включая учеб-
ные фильмы; во-вторых, отмечается, что в 
стране «имеется еще очень мало наглядных 
средств обучения»; в-третьих, предлагается со-
здать при Всесоюзном биохимическом общест-
ве «небольшую рабочую комиссию, которая 
должна составить тематику фильмов... опреде-
лить авторские коллективы и лаборатории Н И И 
и кафедры, на базе которых эти фильмы бу-
дут создаваться» (П. А. Верболович и соавт.) . 
Нет сомнения в важности проблемы нагляд-
ности преподавания курса биохимии. У пас 
имеется немало энтузиастов на кафедрах, раз-
рабатывающих современные наглядные посо-
бия, однако эти разработки издаются только 
местными издательствами для нужд своей ка-
федры. Попытки издать их массовым тиражом 
оказались неудачными из-за бюрократического 
отношения руководства треста «Медучпосо-
бие» Минздрава РСФСР к некоторым предло-
жениям. В качестве примера приводим заявку 
доц. 10. М. Мохира (Карагандинский медицин-
ский институт). Автор разработал оригиналь-
ные метаболические карты по классам орга-
нических веществ, по содержанию и нагляд-
ности превосходящие известные Берингеровские 
карты. По просьбе издательства треста «Мсд-
учпособия» я дал положительную рецензию на 
этот труд и согласие быть научным редакто-
ром. Со времени подачи заявки прошло у ж е 
более 5 лет, по сдвига нет, несмотря на по-
стоянные ежегодные обещания приступить к 
выпуску серии наглядных пособий. 

С выпуском учебных фильмов дело обсто-
ит еще хуже. Однако вряд ли имеет смысл 
создавать при ВБО еще одну «рабочую комис-
сию»; не лучше ли проявить инициативу в со-
здании современных учебных фильмов, моби-
лизовав для этого все имеющиеся резервы? 
Нам следует незамедлительно приступить к со-
ставлению программированного метода обуче-
ния, используя ЭВМ и компьютерную технику. 
Первые, пока еще робкие шаги в этом на-
правлении уже сделаны на ряде кафедр био-
химии. Это вселяет надежду, что персональ-
ные компьютеры получат широкое применение 
не только в научной, по и в педагогической 
деятельности преподавателя при активном уча-
стии студентов. 
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