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Мег а бол и чес к и е п р е в р а ще н и я к а те -
холаминов в а ж н ы для регулирования 
гомеостатического уровня их активных 
шорм и проявления их физиологиче-
ских эффектов. Они играют значитель-
ную роль в развитии различных видов 
патологии человека, в частности нерв-
ных, психических и сердечно-сосуди-
стых заболеваний [1, 2, 5] . Интенсив-
ные исследования метаболизма норад-
реналина (НА) , одной из основных 
функций которого является пейромеди-
ация в мозге и периферических симпа-
тических нервах, ведутся за рубежом и 
в нашей стране около 3 десятилетий. 
Обнаружены и в значительной степени 
изучены основные метаболиты НА, 
такие как норметанефрин ( Н М Н ) , 
ванилилминдальпая кислота ( В М К ) , 
3 - метокси-4-оксифепилэтилеигликоль 
(МОФЭГ) и 3,4-диоксифенилэтилен-
фиколь (ДОФЭГ) [9, 11, 12, 45, 71], 
•определены их концентрации в тканях 
и биологических жидкостях организма, 
найдены ферменты процессов метабо-
л и з м а : моноаминоксидазы (МАО), ка-
техол-О-метилтрансфераза ( К О М Т ) , 
ф ь д е г и д р е д у к т а з ы (АР) , альдегидде-
гидрогеназы ( А л Д ) , сульфатазы и 
глюкуронидазы [3, 4, 10, 14]. 

В настоящем обзоре предпринята по-
пытка систематизировать имеющиеся 
данные литературы о биохимических 
путях образования свободного и свя-
занного М О Ф Э Г из НА центральных и 
периферических норадренергических 
нейронов, о содержании свободного и 
связанного М О Ф Э Г в различных био-
логических жидкостях и относительных 
величинах центрального и перифериче-
ского вкладов в него и, наконец, о кли-
ническом значении исследования это-
го метаболита НА у человека. Первый 
вопрос рассмотрен на материале экс-
периментальных работ по изучению 

метаболизма НА в ткани мозга живот-
ных, второй и третий — на основе экс-
периментальных и клинических иссле-
дований содержания, роли и значения 
М О Ф Э Г у человека, результаты кото-
рых не нашли пока достаточного отра-
жения в отечественной литературе. 

В М К и МОФЭГ, основные экскрети-
руемые метаболиты катехоламинов у 
человека, составляют соответственно 
55—65 и 30—40 % от общего содержа-
ния веществ катехоламиновой приро-
ды в моче [44, 48]. Оба метаболита 
образуются в результате последова-
тельных реакций окислительного де-
замииирования и О-метилирования -
двух основных путей химических пре-
вращений катехоламинов в организме. 
После высвобождения активного НА в 
синаптическую щель до 80 % выделив-
шегося медиатора подвергается обрат-
ному захвату в нейроны [32], где под 
действием МАО дезаминируется с об-
разованием 3,4-диоксиминдального 
альдегида (ДОМА; см. схему) . То 
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же самое происходит и с НА, выделив-
шимся в эктоплазму из везикул, напри-
мер под действием резерпина. ДОМА 
быстро восстанавливается в ДОФЭГ, 
который легко проникает в экстрапей-
рональиые ткани и О-метилируется в 
МОФЭГ. С другой стороны, АлД мо-
гут окислить ДОМА до 3,4-диоксимин-
дальной кислоты ( Д О М К ) , а она в 
свою очередь под действием КОМТ 
превращается в ВМК. Часть активного 
НА после высвобождения достигает 
экстранейрональных тканей и цирку-
лирующей крови и подвергается О-ме-
тилированию в НМН, с которого начи-
наются альтернативные пути образова-
ния МОФЭГ и ВМК через 3-метокси-
4-оксимиидальный альдегид — про-
дукт деза минирования НМН под дей-
ствием МАО. 

Вскоре после открытия МОФЭГ 
[12] было показано, что он явлется 
основным метаболитом НА в мозге че-
ловека и животных [24, 29, 48], а 
ВМК образуется там в значительно 
меньших количествах: отношение кон-
центраций МОФЭГ-сульфат и ВМК, 
определенных методами газовой хро-
матографии и масс-спектрометрии в 
мозге крыс, оказалось равным 50:1 
[37]. Показано [6], что электролити-
ческое повреждение голубого пятна 
(locus coeruleus) — ядра головного 
мозга, содержащего преимущественно 
норадреиергические нейроны, — вызы-
вает у крыс параллельное снижение 
общего содержания НА и МОФЭГ в 
мозге, не изменяя уровня ВМК. Рас-
пределение НА и МОФЭГ в разных 
отделах головного мозга крыс отлича-
ется от такового ВМК: уровень НА и 
МОФЭГ наиболее высок в гипоталаму-
се, а ВМК сконцентрирована в поло-
сатом теле [38]. Д О М К , промежуточ-
ный продукт одного из путей, ведущих 
к ВМК, обнаруживается в мозге лишь 
в следовых количествах [24]. Следова-
тельно, можно сделать вывод, что ре-
акции, конечным продуктом которых 
является ВМК, не играют значитель-
ной роли в центральном метаболизме 
НА. 

Биохимические пути образования 
свободного и связанного МОФЭГ 

В норме как в ткани мозга, так и в 
симпатических нервах большая часть 
МОФЭГ образуется в результате пер-
воначального окислительного дезами-

пирования НА в Д О Ф Э Г и дальнейше-
го его О-метилировапия (I путь) и в 
значительно меньшей степени — через 
НМН, продукт О-метилировапия НА 
(II путь; см. рисунок). 

Справедливость этого утверждения 
для ткани мозга была показана в мно-
гочисленных работах, выполненных на 
животных. Исследовано [26] соотноше-
ние ДОФЭГ/МОФЭГ после внутриже-
лудочкового введения [3 5S] Na2S04* 
Скорость образования сульфокопъюга-
тов Д О Ф Э Г и МОФЭГ в мозге крыс 
достаточно высока, поэтому распреде-
ление [3 5S] между ними может отра-
жать относительное количество обра-
зующихся гликолей. В этих условиях 
метка поровну разделилась между 
М О Ф Э Г -су л ьф а т и ДОФЭГ- су л ьф а т. 
Эти результаты нашли подтверждение 
в близких к единице соотношениях 
ДОФЭГ/МОФЭГ, о п р еде л е и н ы х ме-
тодами газовой хроматографии и масс-
спектрометрии в гипоталамусе кроли-
ков, мышей и кошек [72]. Эти резуль-
таты рассматривают как доказательст-
во того, что большая часть МОФЭГ 
образуется по 1 пути (через Д О Ф Э Г ) . 

Анализ субклеточной локализации 
ферментов, участвующих в катаболиз-
ме НА [8], позволил выделить 2 фор-
мы АР из мозга крыс. Одна форма, 
связанная главным образом с мито-
хондриями, имела высокое сродство к 
НАД и НАДФ и практически не ипги-
бировалась пентобарбиталом и 5-окси-
индолуксусной кислотой (5-ОИУК). 
Вторая форма локализована в основ-
ном в цитозоле, имеет низкое сродст-
во к НАД и более высокое — к НАДФ, 
ингибируется пентобарбиталом и 5-
ОИУК. Изучали образование МОФЭГ 
in vitro в гомогенатах мозга в присут-
ствии этих кофакторов и ингибиторов 
в различных комбинациях. Около 70 % 
АР, участвовавших в синтезе МОФЭГ, 
было митохондриального происхожде-
ния, что также можно рассматривать 
как косвенное свидетельство в пользу 
I пути, который начинается с окисли-
тельного дезаминирования под дейст-
вием МАО, также связанной с мито-
хондриями. 

Однако в определенных условиях об-
разование МОФЭГ может протекать 
преимущественно по II пути, который 
начинается с реакции О-метилирова-
ния НА, выделившегося в синаптиче-
скую щель, до НМН, дезаминирующе-
гося затем в МОФЭГ. Этот сдвиг на-
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олюдали после применения различных 
iiрепаратов, влияющих на обратный 
захват. Так, [ 3 Н] тирозин вводили 
крысам, хронически получавшим бло-
катор обратного захвата — дезипра-
мин [63]. Длительное применение де-
сипрамииа значительно понижало уро-
вень образующегося в мозге |31Т] 
ДОФЭГ, практически не влияя на уро-
вень [ 3Н] МОФЭГ, т. е. в условиях 
блокады обратного захвата большая 
часть МОФЭГ образовывалась по II 
пути через НМН, а не через ДОФЭГ. 
В более ранней работе [18] [ 3 Н] НА 
вводили животным, получавшим пред-
варительно 6-оксидофамии, вызываю-
щий разрушение нервных окончаний. 
В этом случае образование [ 3 Н] 
МОФЭГ вдвое превышало таковое 
[ 3 И] ДОФЭГ, т. е. катаболизм экзо-
генного НА протекал в основном по II 
пути. Само по себе введение [14С] НА 
в мозг кошек и крыс в отсутствие ка-
<(их бы то ни было фармакологиче-
ских агентов вызывало аналогичный 
сдвиг: соотношение [14С] Д О Ф Э Г / 
/[1 4С] МОФЭГ было значительно мень-
ше единицы [24]. Причиной этого мог-
Ао быть насыщение систем обратного 
захвата экзогенным ITA, в результате 
чего большая его часть метаболизиро-
валась по II пути, т. е. подвергалась 
сначала О-метилироваиию, а затем 
окислительному дезаминироваиию. От-
мечены [43] снижение образования 
Д О Ф Э Г и усиление оттока НА в окру-
жающие ткани и кровь в присутствии 
дсзипрамииа или кокаина, блокирую-
щих обратный захват; при этом повы-
шался уровень НА и НМН в крови. 

Впутрижелудочковое введение [ 3Н] 
НА крысам, получавшим другой блока-
тюр обратного захвата — d-амфетамин, 
вызывало накопление в мозге [ 3 Н] 
МОФЭГ и [ 3 Н] НМН, причем уровень 
последнего возрастал более значитель-
но [64]. Метаболизм экзогенного ITA в 
этих условиях протекал в основном по 
II пути. Преимущественную аккумуля-
цию [ 3 Н] НМН, а не [ 3Н] МОФЭГ при 
применении d-амфетамина можно объ-
яснить эффективным ингибирующим 
действием этого блокатора на захват 
как НА, так и НМН. При нормальных 
условиях захват НМН в срезах мозга 
происходит очень быстро, причем 
НМН в отличие от НА не связывает-
ся с в нут р и к л еточ и ы ми фрак ци я м и, 
оставаясь доступным для действия 
МАО [30]. 

В приведенных выше работах ис-
пользовали фармакологические агенты, 
нарушавшие равновесие между про-
цессами захвата (I путь метаболизма 
ITA) и реакцией О-метилировапия в 
Н М Н (II путь) в пользу последней. 
Однако это равновесие можно сдви-
нуть и в другую сторону [18]. После 
введения [ 3 Н] ДА, превращавшегося 
в [ 3Н] НА, животные получали резер-
пин, который, как известно, вызывает 
разрушение везикул, выход НА в экто-
плазму и его иптрапейропальную инак-
тивацию под действием МАО. В этих 
экспериментах наблюдали двукрат-
ное усиление образования [ 3 Н] 
Д О Ф Э Г по сравнению с [ 3Н] МОФЭГ. 

Центральная сульфатация МОФЭГ. 
Свободный МОФЭГ, образовавшийся 
в мозге, частично переходит здесь же 
в связанную форму в результате ре-
акции образования сульфоконъюгатов. 
Местонахождение АТФ-сульфурилазы, 
аденозинфосфосульфокиназы и сульфо-
траисферазы, участвующих в этой 
реакции, точно неизвестно, однако все 
они присутствуют в ткани мозга, по-
скольку сульфоконъюгаты МОФЭГ 
синтезируются из неорганического 
сульфата in vitro в гомогеиатах мозга 
[24]. 

Выявленная корреляция между рас-
пределением НА и МОФЭГ-БОп в 
различных отделах мозга [38] позво-
ляет предположить, что сульфатация 
происходит в непосредственной анато-
мической близости к норадренергиче-
ским нейронам. Меньше известно о 
субклеточном распределении энзимов 
сульфоконъюгации. Во всяком случае 
сульфурилаза локализована экстраней-
ронально, поскольку введение [ 3 5 S| 
N a 2 S 0 4 в желудочки мозга приводит к 
образованию меченых сульфатов 
Д О Ф Э Г и МОФЭГ, несмотря на то что 
нервные окончания непроницаемы для 
N a 2 S 0 4 [24]. 

Молекула свободного МОФЭГ неог-
раниченно диффундирует через клеточ-
ные мембраны [40] и, следовательно, 
для этого метаболита связывание с 
сульфатной группой не является необ-
ходимым условием транспорта через 
гематоэнцефалический барьер, что 
характерно для других фенольных ме-
таболитов моноаминов. Существует 
мнение [24], что сульфоконъюгация 
МОФЭГ происходит в результате не-
достаточной специфичности ферментов 
сульфоконъюгации. Обнаружены зна-
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чительные видовые различия эффек-
тивности центральной сульфатации 
МОФЭГ. У крысы и морской свинки 
весь МОФЭГ содержится в ткани моз-
га в виде сульфоконъюгатов, у кошки 
МОФЭГ — SO< составляет 16% от 
суммарного количества МОФЭГ в тка-
ни мозга, у обезьян ( r h e s u s ) — 6 % 
[69], у человека — 2 5 % [36]. 

Уровень свободного и связанного 
МОФЭГ как показатель центральной 
норадренергической активности. По-
скольку большая часть НА мозга пре-
вращается в МОФЭГ, который здесь 
же подвергается частичной сульфата-
ции, уровень свободного и связанного 
МОФЭГ в ткани мозга должен являть-
ся показателем центральной норадре-
нергической активности, что подтверж-
дается результатами ряда исследова-
ний экспериментального характера. 

Сравнивали скорость синтеза [ 3Н] 
НА из [ 3Н] тирозина и [3 5S] МОФЭГ 
SO* из [3f)S | Na2S04 в гипоталамусе 
крысы после введения меченых пред-
шественников в желудочки мозга [77]. 
Используя препараты, влияющие на 
центральную норадренергическую ак-
тивность, удалось показать, что а-адре-
нергический агонист клонидин значи-
тельно понижал синтез как [3Н] НА, 
так и [3 5S] МОФЭГ - - S,04, а блока-
то р а-адренергических рецепторов фе-
ноксибензамин повышал уровень и то-
го и другого. Изменения скорости ме-
таболизма, обнаруженные этими неза-
висимыми методами, хорошо согласо-
вались между собой качественно и ко-
личественно. Результаты других фар-
макологических воздействий свидетель-
ствуют о количественной связи между 
образованием МОФЭГ — S 0 4 и кру-
гооборотом НА в центральной нерв-
ной системе. Блокаторы адренергиче-
ских рецепторов активируют обмен 
НА в центральной нервной системе и 
в различной степени повышают уро-
вень МОФЭГ [39], поскольку блокада 
рецепторов вызывает по принципу об-
ратной связи усиление секреции НА. 

Тесная корреляция между норадре-
нергической активностью и уровнем 
МОФЭГ в ткани мозга обнаружена у 
крыс при прямом воздействии на голу-
бое пятно. Повреждение этого ядоа 
вызывало с н и ж е н ие об щего МО Ф Э Г 
пропорционально степени разрушения, 
а стимуляция приводила к значитель-
ному подъему уровня МОФЭГ в тка-
ни мозга [24, 50]. 

Содержание МОФЭГ в ткани мозга 
отражает усиление норадренергиче-
ской активности, вызываемое некото-
рыми видами стресса [15, 41]. Элек-
трическое раздражение конечности 
усиливало обмен НА и повышало уро-
вень МОФЭГ — в мозге крыс 
[76]. Когда стрессу подвергали крыс 
с поврежденным locus coeruleus, уро-
вень МОФЭГ в ткани мозга оставался 
неизменным, а у крыс, получивших 
ложные повреждения, в условиях 
стресса уровень МОФЭГ в коре возра-
стал на 5 9 % [50]. Аналогично холо-
довой стресс повышал содержание 
МОФЭГ на 50% в мозге мышей [21] 
и на 19 % в мозге крыс [60]. Тяжелая 
физическая нагрузка (бег до изнемо-
жения) повышала уровень МОФЭГ 
в мозге крыс на 18% [75]. 

Таким образом, МОФЭГ — основ-
ной метаболит НА мозга — в норме 
образуется преимущественно в резуль-
тате первичного интранейронального 
окислительного деза минирования в 
ДОФЭГ, который затем О-метилирует-
ся в МОФЭГ, подвергающийся частич-
ной сульфатации; суммарный уровень 
свободного и связанного МОФЭГ 
служит показателем центральной но-
радренергической активности. 

Содержание свободного и связанного 
МОФЭГ в различных биологических 

жидкостях 

У человека измерение уровня 
МОФЭГ в ткани мозга невозможно и 
основным объектом исследования яв-
ляется содержание МОФЭГ в различ-
ных биологических жидкостях. Одна-
ко если в ткани мозга весь метаболит 
имеет центральное происхождение и 
служит показателем центральной но-
радренергической активности, то уро-
вень МОФЭГ в биологических жидко-
стях складывается из двух частей: 
первая имеет центральное происхож-
дение, вторая образуется из НА пери-
ферической нервной системы, который 
метаболизируется по тому же пути, 
что и медиатор центральных иорадре-
нергических нейронов. Первоначально 
большая его часть дезаминируется с 
образованием ДОФЭГ, легко диффун-
дирующего из клеток в окружающие 
жидкости и кровь [44]; последующее 
О-метилирование в МОФЭГ происхо-
дит в экстранейрональных тканях, поч-
ках и печени. Образовавшийся 
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МОФЭГ либо переходит в связанную 
форму (сульфаты и глюкурониды) в 
кишечнике, почках и печени, либо пре-
вращается в ВМК и в таком виде 
экскретируется с мочой. 

В большинстве работ, посвященных 
изучению роли и значения МОФЭГ у 
человека, ставилась задача выяснить, 
насколько велики относительные вкла-
ды центрального и периферического 
метаболизма НА в уровни МОФЭГ в 
биологических жидкостях, иными сло-
зами, какую информацию о централь-
ном и периферическом обмене НА 
может дать измерение этих уровней. 

Содержание свободного и связанного 
МОФЭГ в моче. Если у эксперимен-
тальных животных МОФЭГ превали-
рует среди экскретируемых с мочой 
метаболитов, то у человека основным 
Декретируемым метаболитом служит 
ВМК. Данные об относительном со-
держании МОФЭГ в мозге, спинномоз-
говой жидкости (СМЖ) и моче экспе-
риментальных животных и человека, 
полученные в 70-х годах [24, 44], да-
ли основания предположить, что ВМК 
является периферическим метаболитом 
НА и образуется в основном при деза-
минировании в печени НМН (продук-
та О-метилирования ITA, достигшего 
экстранейрональных тканей и цирку-
лирующей крови), а МОФЭГ образу-
ется из НА центральных и перифери-
ческих норадренергических нейронов, 
причем у обезьян и человека значи-
тельная часть МОФЭГ в моче имеет 
центральное происхождение и, следо-
вательно, скорость его экскреции с мо-
чой может служить показателем ме-
таболизма НА в мозге. 

Суммарное содержание МОФЭГ в 
моче здоровых людей колеблется, по 
данным разных авторов, в широких 
пределах: от 900 до 3500 мг за 24 ч 
[19, 24, 31, 35, 65]. На долю свобод-
ного МОФЭГ приходится менее 10 % 
общего его количества в суточной мо-
че, остальное составляют сульфаты и 
глюкурониды примерно в равных коли-
чествах [65]. Экскреция МОФЭГ с мо-
чой имеет суточный ритм: максимум 
достигается утром и в первой полови-
не дня, минимум — вечером или ночыо 
[781. 

У здоровых людей не обнаружено 
корреляции между уровнем МОФЭГ в 
моче и диетой, ростом, массой, пло-
щадью поверхности тела, диурезом, 
креатинином, а также курением и дру-

гими факторами [53]. Выявлены неко-
торое увеличение экскреции МОФЭГ с 
возрастом и зависимость от пола — 
мужчины экскретируют больше 
МОФЭГ, чем женщины [65]. 

Соотношение центрального и пе-
риферического вкладов в уровень 
МОФЭГ в моче. На основе результа-
тов исследования экскреции МОФЭГ 
у человека с применением метода изо-
топного разведения было высказано 
предположение о том, что до 80 %' 
МОФЭГ в моче образуется из НА моз-
га [25]. Определение уровня МОФЭГ 
в артериальной крови, поступающей в 
мозг, и в венозной крови из яремной 
вены показало наличие артериовепоз-
ной разницы в содержании МОФЭГ 
у обезьян [56] и человека [55]. Из 
расчета величины артериовенозной 
разницы и определения суточной экс-
креции МОФЭГ следовало, что у чело-
века из мозга поступает примерно 
60 % того количества, которое затем 
экскретируется с мочой. 

Приведенные выше данные о содер-
жании МОФЭГ в моче и его источни-
ках анализировали обычно на основе 
предположения, что образовавшийся в 
организме МОФЭГ далее не метаболи-
зируется, а лишь переходит в связан-
ное состояние (сульфаты и глюкуро-
ниды). Однако в последние годы было 
показано, что значительная часть 
МОФЭГ превращается в организме 
человека в ВМК. 

После внутривенного введения 
МОФЭГ — CD3 в виде рацемата или 
природного изомера здоровым людям, 
более половины дейтерия, экскретиру-
емого с мочой, обнаруживалось в виде 
ВМК — CD3 [16, 58]. Эти данные со-
гласуются с полученными ранее [52], 
в соответствии с которыми 62 % 
МОФЭГ, меченного тритием, превра-
щается в ВМК У ребенка с нейробла-
стомой. 

Количество образующегося в цент-
ральной нервной системе МОФЭГ, 
вычисленное по артериовенозной раз-
нице [55], составляет 60 % от содер-
жания МОФЭГ в моче. Если бы весь 
образующийся в организме МОФЭГ, 
не подвергаясь дальнейшему метабо-
лизму, экскретировался с мочой, то это 
означало бы, что 60 % МОФЭГ в моче 
и м е е т ц е н т р а л ь н о е п р о и с х о ж д е н и е , а 
остальные 40 % образуются на пери-
ферии. В действительности с мочой 
экскретируется менее половины обра-
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зующегося гликоля, другая его часть 
окисляется в ВМК (до 70% которой, 
возможно, образуется из МОФЭГ 
[46]) . С л едо в ател ь но, центральный 
вклад МОФЭГ составляет менее 30% 
[48, 57]. Доля МОФЭГ, метаболизи-
рующегося далее в ВМК, может варь-
ировать в зависимости от диеты, ле-
к а р ств е н н ы х препаратов, факторов 
внешней среды и т. п. [48]. 

Уровень сульфокопъюгата МОФЭГ 
в моче, по-видимому, может лучше от-
ражать центральную норадрепергиче-
скую активность, чем суммарный 
МОФЭГ [35]. Действительно в ткани 
мозга присутствует сульфотраисфера-
за [66], тогда как р-глюкуропилтранс-
фераза до сих пор не обнаружена, и 
некоторые отделы мозга содержат 
з 11 а ч иге л ь н ы е к о л и ч ест в а МОФЭГ 
SO/| [36, 42]. Обнаружена отчетливая 
корреляция между суточной экскре-
цией МОФЭГ — SOi (но не глюкуро-
пида МОФЭГ или ВМК) и тяжестью 
заболевания шизофренией [35]. Ин-
теллектуальный стресс вызывал подъ-
ем экскреции МОФЭГ — S O . [17]., а 
уровень глюкуронида МОФЭГ в моче 
повышался при эмоциональном стрес-
се, большой физической нагрузке, фео-
хромоцитоме [20, 65, 68, 73]. 

Содержание свободного и связанно-
го МОФЭГ в крови и СМ Ж. Содержа-
ние МОФЭГ в крови человека состав-
ляет приблизительно 10 иг/мл [33], а 
скорость его кругооборота — 1,22+ 
± 0 , 2 0 м к моль/ч [46]. Около 3 5 % 
МОФЭГ в крови человека и обезьян 
находится в свободной форме, осталь-
ное количество — в виде сульфатов и 
глюкуронидов [23]. Обнаружен суточ-
ный ритм содержания МОФЭГ в крови 
[59], совпадающий с суточными ва-
риациями его уровня в моче. Сравне-
ние скорости кругооборота МОФЭГ в 
крови с таковой экскреции НА, 
МОФЭГ и ВМК показывает, что уро-
вень МОФЭГ в крови составляет 2/з 
всего количества метаболизируемых в 
организме веществ катехоламиновой 
природы [48]. Поскольку время полу-
распада МОФЭГ равно 45—75 мин 
[46], уровень МОФЭГ в крови отра-
жает средний метаболизм НА на про-
тяжении нескольких часов. Обнаруже-
на высокая корреляция между содер-
ж а н и е м МОФЭГ в к р о в и и е г о у р о в -
нем в С М Ж [48]. 

Уровень МОФЭГ в С М Ж человека 
составляет около 8 нг/мл, причем 75— 

80 % находится в свободной форме 
[22, 29]. Молекула МОФЭГ довольно 
л и п о ф и л ь н а и легко диффундирует 
через мембраны в нервную ткань и из 
нее [40]; по-видимому, происходит сво-
бодный обмен между пулами МОФЭГ 
в крови, С М Ж и нервной ткани, кото-
рый, вероятно, обусловливает тесную 
корреляцию между уровнями МОФЭГ 
в них, отсутствие суточных колебаний 
МОФЭГ в теменной С М Ж (несмотря 
на наличие суточного ритма НА в 
ней), а также равномерное распреде-
ление экзогенного меченого МОФЭГ 
между кровыо и С М Ж [48]. Однако 
уровень свободного эндогенного 
МОФЭГ в люмбальной С М Ж выше, 
чем в крови: МОФЭГ образуется в 
центральной нервной системе и посту-
пает в С М Ж непосредственно из нерв-
ной ткани (в основном, как полагают, 
из спинного мозга). В норме у чело-
века 50—70 % МОФЭГ в С М Ж про-
исходит из центральной нервной си-
стемы, поэтому уровень МОФЭГ в 
С М Ж отражает скорость его образо-
вания в центральной нервной системе 
[481. 

Клиническое значение определения 
МОФЭГ 

Около 70 % МОФЭГ образуется па 
периферии из НА симпатических нер-
вов, часть МОФЭГ превращается за-
тем в ВМК. Следовательно, при забо-
леваниях симпатической нервной си-
стемы можно ожидать параллельного 
снижения уровня обоих метаболитов. 
У больных ортостатической гипотен-
зией, вызванной дегенерацией перифе-
рических симпатических нервов или 
латеральных рогов спинного мозга 
(как при идиопатической ортостатиче-
ской гипотензии), уровни МОФЭГ и 
ВМК в моче значительно снижены, 
причем между ними обнаруживается 
тесная корреляция [49]. 

О п р еде л е н и е МОФЭГ приобретает 
большое клиническое значение в свя-
зи с лабораторной диагностикой кате-
холаминопродуцирующих опухолей -
феохромоцитомы, нейробластомы и 
ганглионейромы. У больных обнаружи-
вается значительное повышение уров-
ней МОФЭГ в моче [51] и крови [45] 
з а с ч е т у с и л е н н о г о п е р и ф е р и ч е с к о г о 
образования гликоля, независимо от 
метаболизма НА в центральной нерв-
ной системе. Концентрация МОФЭГ 
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6 С М Ж у этих больных также увели-
чена в основном вследствие обмена с 
кровью [47]. 

Определение уровня МОФЭГ в мо-
че и других биологических жидкостях 
шире всего использовали при изучении 
депрессии. В различных подгруппах 
больных депрессией показано как 
снижение [54], так и повышение 
074] скорости базальной экскреции 
МОФЭГ, нарушение ее суточного рит-
ма [28], зависимость от таких факто-
ров, как диета и физическая актив-
гость [61, 62], которые в норме не 
оказывают влияния па уровень МОФЭГ 
в моче. У больных депрессией обнару-
жена корреляция между уровнями экс-
креции свободного кортизола и 
МОФЭГ [67] и между содержанием 
кортизола и МОФЭГ в плазме крови 
после приема дексаметазона [34]. По 
данным многих авторов [13, 27, 70], 
уровень экскреции МОФЭГ позволяет 
предсказать эффективность лечения 
трициклическими аптидепрессаитами 
(больные с низким содержанием 
МОФЭГ лучше реагируют на имипра-
мин, а с нормальным и повышен-
ным— па амитриптилин), а также те-
рапевтический эффект депривации сна 
т. 

Гаким образом, исследование содер-
жания МОФЭГ в биологических жид-
костях и уровня его экскреции с мочой 
открывает новые подходы к изучению 
метаболизма катехоламинов. Включе-
ние МОФЭГ в сумму экскретируемых 
катехоламинов и конечных продуктов 
их метаболизма обеспечит более точ-
ную оценку общей секреторной актив-
ности симпатико-адреиаловой системы 
[1]. Изучение соотношений МОФЭГ: 
:НМН, МОФЭГ: НА, МОФЭГ:ВМК 
как показателей относительной актив-
ности процессов окислительного деза-
мйнироваиия и О-метилирования в 
и ф м е и при различных формах пато-
логии может иметь важное значение 
как для диагностики, так и для более 
у г л у б л е п 11 ого а н а л из а об м е и а аминов 
и функционального состояния симпа-
т и ко - а д р е и а л ово й системы в клинике 
и эксперименте. 
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P H Y S I O L O G I C A L AND CLINICAL IM-
P O R T A N C E O F 3-METHOXY-4-HYDROXY-
P H E N Y L ETHYLENEGLYCOL, M E T A B O L I T E 

O F N O R A D R E N A L I N E 

T. D. Bol'shakova, M. Ya. Shenderovich 
I Medical School, Moscow 

Biochemical p a t h w a y s of no radrena l ine con-
version into free and bound fo rms of 3-me-
thoxy-4-hydroxyphenyl e thyleneglycol ( M O P E G ) 
in cent ra l and per ipheral no rad rene rg i c neu-
rones, content of free and bound fo rms of 
M O P E G in va r ious biological f lu ids as well 
a s re la t ive a m o u n t of the subs tance in cent ra l 
and per ipheral pools and, at last , clinical im-
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por tance of the no rad rena l i ne metabol i te s tudy 
are reviewed. The f i rs t par t of the review 
cons iders the exper imenta l da ta of no radrena -
line metabol i sm in an imal brain , the second 
and third p a r t s deal with exper imenta l and 
clinical s tudies of content , role and impor tance 

of M O P E G in a h u m a n body. Perspec t ives of 
M O P E G studies for d iagnos t ic purposes as 
well as for the more accura te ana lys i s of ca-
techolamine metabol ism and of sympathoad-
renal system func t iona l s ta te under clinical 
and exper imenta l condi t ions are considered. 
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C. П. Аникеева, Л. Ф. Панченко, JO. М. Штернберг 

БИОХИМИЧЕСКИЕ И РЕГУЛЯТОРНЫЕ АСПЕКТЫ ФУНКЦИИ 
КЕТОНОВЫХ TEJ1 В ОРГАНИЗМЕ ( О Б З О Р ) 

В Н И Ц охраны здоровья матери и ребенка Минздрава СССР, В Н И Ц по медико-биоло-
гическим проблемам профилактики пьянства и алкоголизма, Институт питания АМН 

СССР, Москва 

Кетоновые тела (ацетоацетат и [3-3-
оксибутират) могут функционировать 
в организме как субстрат окисления, 
как предшественники липогеиеза и 
как регуляторы метаболизма. В по-
следнем аспекте кетоновые тела (КТ) 
могут рассматриваться как показа-
тель недостатка углеводов и прини-
мать участие в обмене веществ, обес-
печивая замещение углеводов при не-
достаточном поступлении их. Настоя-
щий обзор посвящен физиологической 
роли КТ в организме. Под термином 
« кетой о в ы е те л а » по д р а зу м ев а юте я 
ацетоацетат (Ац) и (3-оксибутират 
((3-ОБ), но при этом не имеется в ви-
ду ацетон, который является продук-
том иеферментативного распада аце-
роацетата и вряд ли играет сколько-
нибудь важную роль в метаболизме. 

Гиперкетонемил 

Концентрация КТ в крови людей и 
крыс при нормальном пищевом режи-
ме обычно составляет около 0,1 мМ, 
но она быстро повышается при изме-
нении состояния организма [1, 3, 4] . 
Именно широкий диапазон возможных 
изменений концентрации (почти до 30-
кратного) определяет чувствительность 
КТ как метаболических регуляторов. 
В норме у людей отмечаются хроно-
оиологические и циркадные ритмы из-
менения концентрации в крови Ац и 
[3-ОБ, причина которых неизвестна 
[77]. Утром наблюдается низкая кон-
центрация КТ, к концу дня она повы-
шается, достигая максимума около по-
луночи. Максимум концентрации КТ 
обмечается у людей и крыс при голо-
дании [42], повышении количества ли-
пидов в пище [49], па поздних сроках 
беременности [22, 59, 73] и в раннем 

неонатальном периоде [53, 62]. Содер-
жание КГ может возрастать также в 
результате метаболических рас-
стройств, что наблюдается при диабете 
различного генеза [20, 65] и при неко-
торых гипогликемических состояниях 
детского возраста, связанных с нару-
шением метаболизма глюкозы или гли-
когена [1] . 

Гиперкетонемию у человека опреде-
ляют как сумму концентраций Ац и 
р-ОБ в цельной крови свыше 0,2 мМ. 
По аналогии с понятием «лактатаци-
доза» кетоацидозом можно назвать со-
стояние, при котором содержание КТ 
в крови выше 7 мМ. Концентрация КТ 
представляет собой баланс между об-
разованием их в печени и утилизаци-
ей периферическими тканями. Вообще 
повышение уровня КТ в перифериче-
ской крови может рассматриваться 
как показатель ускорения кетогенеза 
в печени, которое затем нивелируется 
увеличением темпа их перифериче-
ской утилизации. Однако это положе-
ние выдерживается не всегда и гипер-
кетонемия может явиться результатом 
снижения утилизации КТ, а не изме-
нения скорости кетогенеза. Так, ути-
лизация КТ в периферических тканях 
снижается при лечении циклопропан-
карбоксилазой или дихлорацетатом 
[67], а т а к ж е при врожденном отсут-
ствии ключевых ферментов, участвую-
щих в метаболизме КТ, как это было 
описано для КоА-трансферазы 3-кето-
кислот, или в результате ряда метабо-
лических дефектов, связанных с инсу-
линдефицитными состояниями [65, 72]. 
В частности, высокая гиперкетонемия, 
обнаруженная при продолжительном 
голодании у людей, может быть в ос-
новном результатом накопления КТ 
почками и снижения потребления их 



скелетными мышцами [50]. После 
3 дней голодания концентрация КТ в 
крови составляет 2—3 мМ; в дальней-
шем она продолжает возрастать, до-
стигая плато на уровне около 8 мМ 
после 5—6 нед голодания, хотя ско-
рость кетогенеза в печени не увеличи-
вается. Более того, показано, что ги-
перкетонемия играет жизненно важ-
ную роль в поддержании метаболизма 
нервных клеток у человека, предупре-
ждая при длительном голодании фор-
мирование симптомокомплекса, на-
блюдаемого обычно при гипогликемии. 

Кетогенез и метаболизм углеводов 

В обзорах [42, 73] рассматривается 
регуляция кетогенеза в тканях млеко-
питающих, и поэтому здесь этот воп-
рос будет обсужден лишь кратко. Так 
как основная роль КТ — снабжение 
тканей (в первую очередь нервной) 
субстратом, альтернативным глюкозе, 
было бы, по-видимому, логично, если 
при переходе от состояния, в котором 
глюкоза является преобладающим 
энергетическим субстратом, к состоя-
нию, в котором выполнять эту роль 
должны КТ, концентрация последних в 
кровотоке возросла бы параллельно с 
уменьшением доставки углеводов. Д л я 
достижения такого положения конт-
роль синтеза КТ должен быть интегри-
рован реципрокным путем с механиз-
мами, обеспечивающими возможности 
окисления углеводов. 

Основными предшественниками КТ 
являются неэстерифицированные жир-
ные кислоты ( Н Э Ж К ) . Регуляция вы-
хода их из жировой ткани путем изме-
нен и я кон центр аци и ци ркул и ру ющи х 
гормонов (инсулин против глюкагона) 
или самих КТ может прямо влиять на 
скорость кетогенеза. Следовательно, 
снижение содержания глюкозы в кро-
ви, ведущее к снижению уровня инсу-
лина, будет стимулировать липолиз в 
жировой ткани и увеличивать приток 
Н Э Ж К в печень. Такой тип контроля 
получил название внепеченочной регу-
ляции. Могут быть ситуации (напри-
мер, стресс), когда липолиз в жировой 
ткани усиливается, но при этом имеют-
ся достаточные запасы гликогена в пе-
чени, и, следовательно, нет необходи-
мости в немедленном возрастании ке-
тогенеза. Так, если перфузируемая пе-
чень сытых и голодных животных по-
лучает одну и ту же нагрузку в виде 

длинноцепочечных жирных кислот, то 
в печени сытых крыс большая их часть 
эстерифицируется, печень же голодных 
крыс в основном окисляет жирные кис-
лоты до КТ. Эти и другие данные по-
казывают, что имеется внутри печеноч-
ная регуляция кетогенеза. 

Хотя о существовании взаимосвязи 
между кетогенезом и углеводным ста-
тусом печени было известно давно, ме-
ханизм ее выяснен лишь работами 
Мак-Гарри и соавт. [42, 43]. Ключе-
вым оказался тот факт, что малонил-
КоА — интермедиат липогенеза инги-
бирует карнитииацилтрансферазу 1 
(КФ 2.3.1.21), которая способствует 
т ран-спор ту д л и н но це по ч е ч н ы х а ц и л -
КоА в митохондрии, где они утилизи-
руются в цикле (3-окисления. Замедле-
ние этого процесса приводит к повы-
шению доступности ацил-КоА липид-
ного происхождения для эстерифика-
ции с образованием триацилглицеро-
лов, так как глюкоза, полученная из 
гликогена, — основной источник угле-
рода для липогенеза. Изменение кон-
центрации малонил-КоА является ме-
таболическим регулятором, формиру-
ющим углеводный обмен печени и ин-
тенсивность гликолиза в ней. 

Опыты с изолированными гепатоци-
тами крыс, получавших углеводы, под-
тверждают, что имеются реципрокные 
отношения как между липогенезом и 
кетогенезом, так и между эстерифика-
цией и кетогенезом [14]. Кроме того, 
при углеводной диете изменения в ско-
рости липогенеза приводят к обрат-
ным изменениям концентрации мало-
нил-КоА и скорости кетогенеза в ге-
патоцитах крыс [17]. В целом сочета-
ние внутри- и внепеченочного контро-
ля формирует механизм, при помощи 
которого скорость кетогенеза может 
чутко реагировать на изменения угле-
водного метаболизма и тем самым 
обеспечивать как эффективный суб-
страт окисления, так и специфический 
регуляторный сигнал для перифериче-
ских тканей. 

Пути утилизации КТ в перифериче-
ских тканях. Ферменты утилизации 

ацетоацетата и $-оксибутирата 

Первая ступень утилизации Ац 
его превращение в ацетоацетил-КоА — 
может быть осуществлено двумя фер-
ментами: КоА-траисферазой 3-кетокис-
лот (сукцинил-КоА: 3-оксокислота 
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КоА-траисфераза, КФ.2.8.3.5) и ацето-
ацетил-КоА-сиытетазой [68]. Как 
КоА-траисфераза 3-кетокислот, так и 
ацетоацетил-КоА-синтетаза найдены в 
различных тканях; обычно активность 
[КоА-трансферазы 3-кетокислот более 
1ем в 10 раз превышает таковую аце-

|то а дети л - Ко А - с и и тет а з ы. 
КоА-трансфераза 3-кетокислот выяв-

лена в митохондриях, тогда как ацето-
|а це т и л - Ко А - с и н тет аза — п р ей му щест-
ренно в цитозольной фракции клеток. 
Механизм реакции, катализируемой 
КоА-трансферазой 3-кетокислот, изуча-
ли на ферментах, выделенных из раз-
личных тканей (почка, сердце, мозг 
и скелетная мышца) крысы, коровы и 
свиньи. Значения Км КоА-трансфера-
зы 3-кетокислот для Ац и физико-хи-
мические свойства фермента в различ-
ных тканях крысы подобны, но не 
и де нт и ч н ы. Д л я Ко А-тр а нефе разы 
3-кетокислот показано субстратное ог-
раничение активности фермента Ац 
и р и ко и цент рации, п р ев ы ш а ю щей 
5 мМ, и это обстоятельство может 
иметь значение в ситуациях, связан-
ных с гиперкетонемией. 

Ацетоацетил-КоА подвергается рас-
щеплению с образованием ацетил-КоА 
в реакции, катализируемой ацетоаце-
тил-КоА-тиолазой (КФ 2.3.1.9). Ацето-
ацетил-КоА-тиолаза найдена в цитозо-
ле и митохондриях многих перифери-
ческих тканей [45]. Ее активность в 
митохондриях обычно выше, чем в ци-
тозоле, и коррелирует с активностью 
КоА-трансферазы 3-кетокислот, что со-
гласуется с ролью этих двух фермен-
тов в митохондриальных превращени-
ях Ац в ацетил-КоА в периферических 
тканях. Ацетоацетил-КоА-тиолаза об-
наружена также в печени, где при 
фактическом отсутствии КоА-траисфе-
разы 3-кетокислот ей принадлежит 
центральная роль в кетогенезе. Пред-
полагаемая роль цитозольных фермен-
тов в периферических тканях состоит 
в синтезе стероидов из ацетата или ли-
пидов из Ац [73]. Митохондриальные 
и цитозольные ацетоацетил-КоА-тио-
лазы имеют различные свойства. Так, 
митохондриальный фермент в отличие 
от цитозольного ингибируется К + . Эти 
два фермента имеют различные значе-
ния Км для ацетоацетил-КоА и КоА; 
ацетоацетил-КоА вызывает субстрат-
ное торможение митохондриального 
фермента, КоА — цитозольного. В моз-

крысы значение Км для ацетоаце-

тил-КоА в реакции с митохондриаль-
ной ацетоацетил-КоА-тиолазой состав-
ляет 11 мкМ, а с цитозольной -
23 мкМ. Митохондриальная ацетоаце-
тил-КоА-тиолаза периферических тка-
ней, так же как и печени, при хром а-
тографическом выделении на фосфа-
те целлюлозы дает несколько пиков, 
что подтверждает существование изо-
фер ментов. 

р-ОБ переводится в Ац при помощи 
3-оксибутиратдегидрогеназы — О Б Д 
(КФ 1.1.1.30). Эта реакция обратима, 
а фермент специфичен для D-(—)-изо-
мера. О Б Д найдена во многих перифе-
рических тканях [16] и так тесно свя-
зана с внутренней митохонд р и альной 
мембраной, что для ее выделения тре-
буется обработка фосфолипазой А или 
детергентом. Субъединица свободного 
от липидов фермента имеет молекуляр-
ную массу около 31 500 Д и лишена 
активности, которая может быть вос-
становлена добавлением фосфатидил-
холина. Фермент, экстрагируемый из 
мозга крысы, имеет значение Км для 
Ац 0,39 мкМ. Значения Км в реакции 
Ац и Н А Д Н различны для фермента, 
выделенного из мозга и из печени, что 
свидетельствует о наличии изофер-
ментных форм ОБД. 

Долгое время считалось, что окисле-
ние — основной путь использования 
КТ в тканях. Позднее при работе с КТ, 
меченными 14С, эта точка зрения под-
твердилась, но одновременно было по-
казано, что КТ могут быть важными 
субстратами липогенеза в некоторых 
тканях как in vivo, так и in vitro. Ис-
следования, в которых интактным жи-
вотным вводили КТ, меченные 3 = ИС, 
показали, что спинной и головной мозг 
крыс-сосунков [71] и молочные желе-
зы лактирующих крыс — основные ме-
ста включения КТ в липиды. В жировой 
ткани взрослых крыс и мышей вклю-
чение КТ в липогеиез весьма ограни-
ченно [60]. У эмбриона крысы обнару-
жена наибольшая скорость включения 
КТ в липиды в бурой жировой ткани, 
тогда как в мозге эта скорость была 
низкой [61]. Как и ожидалось, основ-
ное количество |4С, которым были 
мечены КТ, найдено в выдыхаемом 
С 0 2 [72], но небольшая часть метки 
оказалась включенной также и в бел-
ки. 

Как указывалось выше, при окисле-
нии КТ в митохондриях происходит 
образование ацетил-КоА, который за-
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тем конденсируется с образованием 
цитрата и вступает в цикл трикарбоно-
вых кислот. Аминокислоты могут при-
обретать радиоактивную метку в опы-
тах с меченными 14С КТ in vivo и in 
vitro в результате образования мече-
ных метаболитов из ацетил-КоА, ме-
ченного 14С. Альтернативным путем 
для цитрата в липогеиных тканях яв-
ляется переход в цитозоль, где он рас-
щепляется под действием АТФ-цитрат-
лиазы (КФ 4.1.3.8), давая ацетил-КоА 
для синтеза липидов. Ацетил-КоА так-
же может быть образован прямо из Ац 
в цитозоле, минуя митохондриальные 
pea кци и. Цитозол ьны й а цетоа цетил -
КоА может быть использован для обра-
зования оксиметилглутарил-КоА (син-
тез холестерина) или бутирил-КоА, ко-
торый выступает нередко как «затрав-
ка» липогенеза во многих тканях мле-
копитающих. Усиленный синтез бути-
рил-КоА эффективно восстанавливает 
ход р-окислеиия [52]. 

Утилизация L-( + )-3-гидроксибутирата 

Физиологически важным изомером 
считается D- (—) -3-гидроксибутират, 
найденный в циркулирующей крови и 
моче больных диабетом, однако и 
L-( + )-изомер также может быть ути-
лизован тканями млекопитающих. 

L- ( + ) -3-гидроксибутират окисляет-
ся препаратами почки, сердца, мозга, 
тонкого кишечника, и в этих тканях 
утилизация L-( + )-изомера ниже, чем 
D-(—)-изомера. В то же время L-( + )-
3-гидроксибутират — лучший предше-
ственник липидов, чем D-(—)-изомер 
или Ац у крыс-сосунков, тогда как 
D-(—)-3-гидроксибутират и Ац окис-
ляются быстрее, чем L-( + )-3-гидро-
ксибутират [71]. Более того, L-(-+-)-
изомер 3-гидроксибутирата эффектив-
но снижает концентрацию глюкозы 
при введении его собакам. 

Известный в настоящее время путь 
утилизации L- ( + ) -изомера отличает-
ся от такового D-(—) -3-гидроксибу-
тирата, так как 3-оксибутиратдегидро-
геназа специфична для D-(—)-изомера 
и пока нет данных о существовании 
митохондриальной р-гидроксибутират-
дегидрогеназы либо рацемазы, катали-
зирующей взаимопревращения L-( + )-
и D-(—) -3-гидроксибутирата. В почке 
овцы найдена цитозольная 3-гидрокси-
бутиратдегидрогеназа, которая ката-
лизирует окисление L-3-гидроксибути-

рата, но при этом значение Км доста-
точно высоко, что указывает на низкое 
сродство данного фермента к субстра-
ту по сравнению с митохондриальным 
D- (—) -специфичным ферментом [73]. 
Путь утилизации L-( + )-3-гидроксибу-
тирата может включать превращение 
L- ( + ) -3-гидроксиацил-КоА-дегидроге -
назой (КФ 1.1.1.31) с образованием 
ацетоацетил-КоА. Неизвестно, сущест-
вует ли 3-гидроксибутирил-КоА-син-
тетаза как отдельный фермент или 
она представляет собой проявление ак-
тивности других ферментов, таких как 
бутирил-КоА-синтетаза (КФ 6.2.1.2). 
Как D-( —)-, так и L-( + )-изомеры 3-
гидроксибутирата могут быть активи-
рованы и перейти в соответствующие 
ацил-КоА-дериваты, и таким образом 
может возникнуть дополнительный 
путь утилизации D-(—) -3-гидроксибу-
тирата. 

Факторы, контролирующие утилизацию 
кетоновых тел 

Считалось, что утилизация КТ в ор-
ганизме определяется в целом количе-
ством их в крови, однако, хотя соотно-
шение между утилизацией КТ и содер-
жанием в крови при низких концент-
рациях является линейным, при воз-
растании концентрации КТ образует-
ся плато, на котором утилизация до-
стигает максимума [36, 72]. Подобные 
соотношения между концентрацией КТ 
в крови и скоростью утилизации их 
были показаны путем измерения ар-
териовенозной разницы в отдельных 
тканях у различных видов млекопита-
ющих (мозг, сердце [71], скелетная 
мышца [60] и почка). 

Между Ад и р-ОБ имеются разли-
чия в скорости утилизации в предель-
ной концентрации, после достижения 
которой прекращается линейное увели-
чение скорости утилизации их, а также 
в путях их обмена в тканях. Интерпре-
тация данных о кругообороте метабо-
литов КТ в условиях целостного орга-
низма, полученных в экспериментах с 
введением болюсов и радиоактивных 
меток, затрудняется следующим об-
стоятельством. Несмотря на то что 
взаимопревращение Ац и р-ОБ в цир-
кулирующей крови может иметь место, 
КТ между собой не уравновешены пол-
ностью [9, 36, 42]. Часто при гиперке-
тонемических состояниях концентрация 
р-ОБ увеличивается в большей степе-
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пи, чем Ац, что может отражать как 
избирательные влияния на утилизацию 
одного из двух КТ, так и изменения в 
митохондриальном редокс-статусе, осо-
бенно в печени. Фактически это озна-
чает, что коэффициент р-ОБ/Ац указы-
вает на соответствие редокс-потенциа-
ла митохондриальиой НАД/НАДН-си-
стемы печени и периферических тканей 
[32]. Имеются некоторые данные о 
раздельной утилизации КТ, получен-
ные при изучении их оборота с помо-
щью радиоактивной метки [9]. Кроме 
того, установлено, что гепатэктомия у 
голодных крыс ведет к более быстро-
му снижению концентрации Ац, чем 
Р-ОБ. Последнее подтверждает, что 
использование в качестве субстрата Ац 
пер и ф е р и ч е с к и м и тканям и являете я 
предпочтительным. Артериовенозная 
разница по Ац (несмотря на его более 
низкую концентрацию) больше, чем по 
Р-ОБ, в мозге крысы и человека [76], 
мышце задней конечности крысы [61], 
предплечье человека [22] и сердце 
собаки. Аналогично этому Ац утилизи-
руется in vitro быстрее, чем р-ОБ, в 
мозге крысы [75], скелетной мышце 
[60], жировой ткани [67] и молочной 
железе [57]. Хотя имеющиеся в насто-
ящее время данные указывают, что 
для большинства тканей Ац является 
предпочтительным субстратом, есть 
исключение — в тонком кишечнике 
крысы нет различий между утилизаци-
ей р-ОБ и Ац [29]. 

На усвоение КТ тканями, помимо 
концентрации их в периферической 
крови, могут влиять и другие факто-
ры. Утилизация КТ, измеренная по 
скорости оборота при их введении, 
снижается при диабете у людей [65, 
72], крыс и собак [36]. Более того, 
утилизация Ац in vitro снижается в 
скелетной мышце и диафрагме крыс 
при диабете [60]. При продолжитель-
ном голодании утилизация КТ также 
может быть сниженной, о чем свиде-
тельствует тот факт, что введение 
Р-ОБ тучным людям, голодавшим бо-
^iee 3 дней, приводило к более выра-
женному повышению концентрации КТ 
по сравнению с уровнем, определяе-
мым натощак. Потребление КТ пред-
плечьем человека снижается при про-
должительном (3 нед) голодании [70]. 
Изучение тканей крысы in vitro пока-
зало, что утилизация КТ снижается в 
жировой ткани в отличие от скелетной 
мышцы и диафрагмы даже после 5 

дней голодания. Имеется доказатель-
ство того, что утилизация КТ мозгом 
может возрастать у крыс при длитель-
ном голодании, а также повышаться в 
неонатальном периоде у людей и крыс 
[19]; в обоих случаях наблюдается 
увеличение крутизны наклона линей-
ной зависимости между утилизацией и 
концентрацией. 

Действие гормонов и других метаболи-
тов 

Гиперкетонемия часто сопровождает 
состояния, связанные с дефицитом ин-
сулина или с ограничением доступно-
сти углеводов для метаболизма, в 
связи с чем возникает вопрос, насколь-
ко значим каждый из этих факторов 
при утилизации КТ. Глюкоза увеличи-
вает утилизацию Ац у крыс, подверг-
нутых эвисцерации и нефреэктомии, а 
также в жировой ткани крысы и чело-
века, мозге новорожденных крыс [47] 
и молочной железе этих животных 
[76]. В то же время глюкоза не влия-
ет на утилизацию КТ в сердце, ске-
летной мышце и диафрагме крыс. По-
казанные различия между мышечной 
и другими тканями, видимо, могут 
быть связаны с синтетической ролью 
КТ в жировой ткани, мозге и молоч-
ной железе. 

Инсулин может быть вовлечен в 
контроль утилизации КТ, так как при 
диабете утилизация их снижается. 
У крыс и собак с удаленной поджелу-
дочной железой при однократном вве-
дении инсулина отмечается усиление 
утилизации КТ [36]. Хотя инсулин in 
vitro почти не влияет на утилизацию 
Ац в мышечной ткани крыс, как здо-
ровых, так и больных диабетом [31, 
60], тем не менее в липидах жировой 
ткани крысы он повышает общую 
утилизацию КТ и включение их в 
ткань. Кроме того, включение Ац в ли-
пиды под действием инсулина возра-
стает в молочной железе, но суммар-
ное потребление его не увеличивается, 
так как окисление Ац при этом снижа-
ется [58]. Таким образом, инсулин мо-
жет оказывать некоторое, хотя и ма-
ловыражеиное, прямое влияние на 
утилизацию КТ в определенных тка-
нях, а также пролонгированное воз-
действие на концентрацию в клетке 
ферментов утилизации КТ. Так назы-
ваемая «резистентность к инсулину» 
при диабете или длительном голода-
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нии пока еще не объяснена полностью. 
При заданной концентрации инсулина 
усвоение глюкозы (в основном окисле-
ние и включение в липиды) снижается, 
а способность к связыванию инсули-
на возрастает в изолированных адипо-

I цитах, взятых от голодных крыс или 
крыс с диабетом [35, 50J. Так как кон-
центрация КТ в этих ситуациях увели-

I чивается, то возможно, что они явля-
ются фактором, сопряженным с рези-
стентностью к инсулину. 

КТ способны, видимо, реализовывать 
свое регулирующее воздействие по 
двум механизмам: путем модуляции 
связи инсулина с его рецепторами, 
препятствуя соединению инсулина с 
рецепторами на клеточной мембране, 
и шутем влияния на внутриклеточный 
метаболизм глюкозы [2, 3, 5]. р-ОБ в 
концентрациях свыше 2 мМ увеличи-
вал связывание инсулина в культуре 
лимфоцитов JMI-9 [46], но Олевский 
и Кобаяси [50] не смогли воспроизве-
сти этот эффект, а дальнейшие иссле-
дования показали, что КТ повышают 
связывание инсулина только тогда, ко-
гда оно находится на уровне ниже 
максимального, обусловленного аци-
дозом [46]. Возможно, что сами по се-
бе КТ ответственны за поддержание 
нормального связывания инсулина с 
рецептором при диабетическом кето-
ацидозе [20]. Представляется интерес-
ным вопрос, могут ли взаимодействия 
в молочной железе, где утилизация глю-
козы снижается под действием Ац, а 
добавление инсулина дает обратную 
реакцию, рассматриваться как модель 
резистентности к инсулину при гипер-
кетоне м и ч ее к их со сто я н и я х. 

До сих пор еще не найден какой-ли-
бо другой гормон, кроме инсулина, ко-
торый бы прямо действовал на утили-
зацию КТ. В некоторых отношениях 
глицерин ведет себя подобно инсули-
ну в тканях молочной железы крысы, 
вызывая увеличение включения Ац в 
липиды, но и общая утилизация КТ, 
и окисление Ац под действием глице-
рина снижаются [58]. Олеат — суб-
страт, который может рассматриваться 
как конкурент КТ, так как он также 
образует ацетил-КоА, не влияет на 
утилизацию Ац мышцами задней ко-
нечности или молочной железой [57] 
крысы. В то же время бутират ингиби-
рует потребление Ац в срезах коры 
почки крысы, поэтому КТ образуются 
фактически в присутствии высоких 

концентраций бутирата и олеата, что 
указывает на возможную конкуренцию 
между КТ и жирными кислотами в 
тканях почки. Ац снижает окисление 
р-ОБ, но не общее потребление его при 
перфузии мышц задней конечности 
крысы, не оказывая подобного дейст-
вия на диафрагму крысы [22]. Эти 
результаты могут отражать легкую об-
ратимость реакций утилизации КТ. 

Обратимость реакций 

Реакции, катализируемые О Б Д и со-
четанием КоА-трансферазы 3-кетокис-
лот с ацетоацетил-КоА-тиолазой, обра-
тимы in vitro. В условиях же in vivo 
в тех случаях, когда эти реакции, про-
исходящие внутри клетки, близки к 
равновесию, утилизация КТ может ре-
гулироваться как их собственной кон-
центрацией, так и количеством необхо-
димых кофакторов, а также продукта-
ми этих реакций. Поэтому утилизация 
Ац не снижается при уменьшении кон-
центрации ацетил-КоА, в связи с чем 
Ац способен играть определенную роль 
в поставке ацетил-КоА для цикла три-
ка рбоиовых кислот в условиях, когда 
альтернативные источники, в частности 
окисление жирных кислот, не обеспе-
чивают потребности организма. Подоб-
но этому, окисление р-ОБ будет повы-
шаться, если концентрация НАД+ и 
Ац снижается. Таким образом, в оп-
ределенных ситуациях обратимость 
ферментов утилизации КТ может рас-
сматриваться как механизм «буфери-
рования» пула ацетил-КоА. Концент-
рации КоА и сукцииил-КоА также мо-
гут оказывать влияние на утилизацию 
Ац, так как эти субстраты необходи-
мы для превращения Ац в ацетил-
КоА. Однако атомы углерода, мечен-
ные 14С и находящиеся первоначаль-
но в положении С-1 или С-3, ни в од-
ном из КТ не переходят в положение 
С-3 или С-1 соответственно, что было 
показано в опытах на собаках и ов-
цах. Это может указывать на отсутст-
вие рециклизации 14С через ацетил-
КоА и в свою очередь подтверждает 
отсутствие образования КТ из ацетил-
КоА в печени или периферических 
тканях интактиых животных. Обрати-
мость реакции ацетоацетил-КоА-
сиитетазы пока не исследована, но по 
аналогии с ацил-КоА-синтетазой Км 
предполагается близкой к единице. 
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Проницаемость и транспорт 

КТ должны перейти из циркулирую-
щей крови в ткани и войти в клетки, 
чтобы достигнуть участков, где проис-
ходит их дальнейший метаболизм — 
окисление в митохондриях или участие 
в липогеиезе в цитоплазме. Маловеро-
ятно, чтобы проницаемость ограничи-
вала окисление КТ в скелетной мышце 
крысы, так как их тканевые концент-
рации линейно связаны с плазменны-
ми; особенно высоки концентрации КТ 
в скелетной мышце крыс с диабетом, 
где их утилизация снижена [73]. На-
против, потребление КТ тканью может 
быть ограничено в скорости, что имеет 
место при утилизации в мозге. Кон-
центрация КТ в мозге крысы и цере-
броспинальной жидкости человека зна-
чительно ниже, чем в крови при голо-
дании и диабете. В мозге крысы транс-
порт КТ ускорен у сосунков, он также 
возрастает при поедании жирной пи-
щи и голодании; это наводит на мысль 
о возможной функции плазменной 
мембраны как точки регуляции утили-
зации КТ. Так как другие ткани, по-
мимо мозга и мышцы, не изучались, 
остается неизвестным, является ли ог-
раничение проницаемости для КТ спе-
цифическим свойством ткани мозга. 

По вопросу о транспорте КТ в пе-
риферических тканях имеется лишь не-
сколько работ. КТ, возможно, прони-
кают через плазменные и митохондри-
альные мембраны путем диффузии как 
недиссоциированные кислоты [29, 54, 
60], но они также могут входить в ми-
тохондрии как анионы при помощи пе-
реносчика, подобного или идентично-
го тому, который используется пиру-
ватом [54]. Специфичность субстрата 
и температурная зависимость потреб-
ления КТ мозгом интактных крыс сви-
детельствуют о возможности существо-
вания переносчика такого рода. Более 
того, прон и к а ющая с пособи ость 
D-(—)-изомера выше, чем L - ( - f ) -изо-
мера 3-гидроксибутирата. Снижение 
окисления и включения в липиды ме-
ченных по 3-14С КТ в мозге крыс-со-
сунков в присутствии фенилпирувата 
может быть связано с торможением 
поступления КТ в митохондрии мозга. 
Этот факт, возможно, частично объяс-
няет некоторые нарушения при фенил-
кетонурии. Кроме того, фенилпируват 
может ингибировать ферменты утили-
зации КТ в мозге крыс-сосунков [13]. 

Активность ферментов 

Ферменты, необходимые для утили-
зации КТ, присутствуют во многих 
тканях. Наиболее велика их актив-
ность в почках, сердце и надпочечни-
ках, затем следуют околоушная и под-
челюстная железы, молочная железа 
и мозг. В печени активность КоА-
трансферазы 3-кетокислот очень низ-
ка, и в синтез КТ в этой ткани вовле-
каются ацетил-КоА-тиолаза совместно 
с ОБД. Однако такая ситуация возни-
кает не всегда. Примером могут слу-
жить некоторые виды гематомы крыс, 
а также печень эмбрионов и новорож-
денных, где активность КоА-трапсфе-
разы 3-кетокислот выше, чем в пече-
ни взрослых [24, 63]. Было высказано 
предположение, что именно низкая ак-
тивность О Б Д в мышце (по сравнению 
с двумя другими ферментами) может 
объяснить 5-кратное снижение скоро-
сти утилизации (3-ОБ относительно Ац 
[73]. 

При кратковременном (24—48 ч) пе-
реходе на рацйон, богатый жирами, го-
лодании или аллоксановом диабете 
[40] изменения активности ферментов 
утилизации КТ в мозге, сердце, поч-
ках, скелетной мышце и жировых 
бляшках минимальны или отсутству-
ют; это служит подтверждением того, 
что изменени я а кт и в н ости указан и ы х 
ферментов не являются первопричиной 
возрастания утилизации КТ в данных 
ситуациях, сопровождающихся гипер-
кетонемией. Имеется несколько сооб-
щений об изменении активности фер-
ментов после более продолжительных 
воздействий. 6-Дневное голодание у 
крыс увеличивает активность КоА-
трансферазы 3-кетокислот мозга. На 
10-й день диабета активность этого 
фермента в скелетной мышце снижа-
ется [23]. Такого рода изменения ак-
тивности ферментов соответствуют 
представлению о том, что данный 
фактор является первопричиной сни-
жения утилизации КТ. Кормление 
крыс жирной пищей повышает актив-
ность ацетоацетил-КоА-тиолазы в 
сердце и почке и КоА-трансферазы 3-
кетокислот в почке. Особенно велика 
чувствительность ферментов утилиза-
ции КТ к изменениям диеты в период 
в н у т р и у т р о б н о г о р а з в и т и я . При голо-
дании беременных крыс увеличивает-
ся активность О Б Д в развивающемся 
мозге плода [88], а при переводе бе-
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ременных крыс на высокожирный ра-
цион возрастает активность ацетил-
КоА-тиолазы и КоА-трансферазы 3-ке-
токислот в почке и мозге как плода, 
так и матери. 

В отличие от трех ферментов утили-
зации КТ, о которых шла речь выше, 
ацетоацетил КоА-синтетаза оказалась 
более чувствительной к изменениям в 
гормональном и пищевом статусе, ее 
активность соответствует уровню ли-
погенеза. Активность этого фермента 
в жировой ткани, а также в молочной 
железе [77] и печени [74] крысы сни-
жается после 12—48 ч голодания. Из-
менения активности в молочной желе-
зе, вызванные 24-часовым голоданием, 
быстро восстановились (2 ч) после на-
чала кормления [71]. В связи с этим 
оправдано предположить, что инсулин 
может контролировать адаптивные из-
менения активности ацетил-КоА-синте-
тазы в печени мыши. 

Органоспецифичность утилизации 
кетоновых тел 

У крыс-сосунков КТ направляются в 
мозг, где общая активность фермен-
тов их утилизации выше, чем в других 
периферических тканях в данном воз-
растном периоде. Основываясь на ве-
личинах активности ферментов окисле-
ния субстратов, молочную железу лак-
тирующих крыс можно рассматривать 
как основной пункт утилизации КТ, 
что соответствует изменениям массы и 
кровотока в ней [71]. В период позд-
ней беременности количество фермен-
тов утилизации КТ в тканях возраста-
ет и плод, таким образом, приобретает 
высокую способность к их утилизации 
[77]. Физическая тренировка, продол-
жающаяся в течение многих недель, 
ведет к увеличению способности ске-
летной мышцы окислять КТ [22, 73] 
наряду с увеличением концентрации 
КТ в крови во время и после работы у 
тренированных людей и крыс [22, 73]. 
Изменения ферментативной активно-
сти обычно связаны с изменениями по-
требности определенной ткани в суб-
стратах, обеспечивающих выполнение 
специфической нагрузки: синтеза мо-
лока в л актирующей молочной желе-
зе, синтеза холестерина и триацилгли-

iнерола в тканях плода [85], синтеза 
миелина в развивающемся мозге, об-
разования энергии в работающей ске-
летной мышце [106]. Возникает воп-

рос: какие сигналы вызывают эти из-
менения? У животных-сосунков таким 
сигналом может служить длительная 
гиперкетонемия, однако это условие 
не является обязательным для лакти-
рующих [79] или беременных крыс 
или крыс, подвергающихся физической 
тренировке. В лактирующей молочной 
железе или работающей скелетной 
мышце усиление утилизации КТ со-
провождается увеличением активно-
сти липазы липопротеинов. В настоя-
щее время практически отсутствуют 
данные, которые бы подтверждали, 
что различия в кинетических свойст-
вах ферментов утилизации КТ в тка-
нях могут влиять на направленность 
поступления в них этих метаболитов. 

Регуляция кетоновыми телами 
транспорта и утилизации 

других субстратов 

Будучи «окисленным топливом» и 
биосинтетическим субстратом, КТ в то 
же время могут регулировать достав-
ку и потребление других субстратов. 
Их регуляторное действие, позволяю-
щее оберегать другие источники энер-
гии, в частности глюкозу, особенно 
важно в условиях голодания или сни-
женного поступления углеводов. КТ 
могут контролировать как утилизацию 
глюкозы в периферических тканях, так 
и образование ее в печени и почках 
путем изменения доставки предшест-
венников. Они снижают выход алани-
на из мышцы и глицерина из жировой 
ткани [6]. Кроме того, доставка и ути-
лизация Н Э Ж К также контролирует-
ся КТ, которые тем самым могут регу-
лировать свое собственное образова-
ние. 

Впервые данные о том, что КТ мо-
гут снижать утилизацию глюкозы, бы-
ли получены Дрэри и Уиком [4], кото-
рые показали, что введение р-ОБ сни-
жает окисление глюкозы у кроликов. 
Эти данные были подтверждены в 
опытах на собаках, у которых введе-
ние КТ снижало окисление глюкозы и 
увеличивало гипергликемию. In vitro 
Ац или р-ОБ снижают утилизацию 
глюкозы, и каждый из них или оба 
вместе ингибируют окисление пирува-
та в миокарде [69], диафрагме, кам-
баловидной мышце [41], перфузируе-
мой т . gluteus [15], лактирующей мо-
лочной железе [58], подчелюстной же-
лезе, почке, мозге [54], тонком кишеч-



пике [42]. Общей чертой всех этих 
тканей является высокая скорость гли-
колиза и утилизации КТ, хотя их спо-
собность к утилизации КТ в целях 
синтеза варьирует в широких преде-
лах. Суммарным результатом этого 
взаимодействия между глюкозой и КТ 
в периферических тканях является 
экономия углеводов. 

Механизм подавления утилизации 
! глюкозы КТ в сердце крысы хорошо 

известен благодаря работам Рэндла и 
соавт. Этот механизм сводится к сле-
дующему. Образование ацетил-КоА из 
Ац в митохондриях приводит к увели-
чению образования цитрата, транспор-
тируемого в цитозоль, где он ограни-
чивает активность фосфофруктокина-
зы. Повышение концентрации фрукто-
зо-б фосфата сопровождается накоп-
лением глюкозо-6-фосфата, который в 
свою очередь уменьшает активность 
гексокиназы, что приводит к снижению 
потребления глюкозы. Ац также может 
иигибировать мембранный транспорт 
глюкозы в сердце в отсутствие инсули-
на. Поскольку изменение концентра-
ций цитрата и глюкозо-6-фосфата, а 
также снижение чувствительности фос-
фофруктокииазы к цитрату имеют ме-
сто во многих тканях [32, 48], меха-
низм ингибирования в них обычно при-
нимался аналогичным таковому в мио-
карде. Между тканями, однако, име-
ются различия, связанные с их специ-
фической функцией. Наиболее интерес-
ным с точки зрения регуляции являет-
ся тот факт, что инсулин и адреналин 
усиливают торможение потребления 
глюкозы в молочной [58, 73] и подче-
люстной железах. В то же время для 
демонстрации тормозящего действия 
КТ на гликолиз в камбал овидной 
мышце [41] и сердце [73] необходимо 
увеличить его скорость с помощью ин-
сулина. 

Кроме того, КТ могут иигибировать 
пируватдегидрогеназу. Возможно, что 
эта сторона их регуляторного дейст-
вия является основной в мозге [55] 
и тонком кишечнике [30], где именно 
окисление глюкозы, а не ее потребле-
ние контролируется КТ. Инкубация с 
КТ снижает относительное содержа-
ние активной формы пируватдегидро-
геназы при экстракции ее из жировой 

, ткани и перфузируемой мышцы задней 
конечности крысы [28]. Объясняется 
это, вероятно, тем, что увеличение со-
отношения ацетил-КоА/КоА в мито-

хондриях, обусловленное метаболиз-
мом Ац, возможно, активирует киназу 
пируватдегидрогеназы, увеличивая тем 
самым фосфорилироваиие фермента и 
снижая его активность [15, 37]. Кро-
ме того, возможно угнетающее дейст-
вие НАДН и ацетил-КоА [37]. 

КТ не являются единственными из 
имеющихся в циркулирующей крови 
факторов, ответственных за контроль 
утилизации глюкозы в периферических 
тканях. Из других регуляторов, кон-
центрация которых часто меняется при 
г и п е р кетой е м и и, особую роль и г р а ют 
инсулин и Н Э Ж К . Подобно КТ,. 
Н Э Ж К снижают утилизацию глюкозы 
в межжелудочковой перегородке серд-
ца крысы, но не оказывают такого дей-
ствия в молочной [57] и поджелудоч-
ной железах и скелетной мышце [27]. 
Так, например, при гиперкетонемии, 
связанной с голоданием или диабетом, 
увеличение концентрации жирных кис-
лот плазмы крови имеет определенное 
значение для сбережения запасов глю-
козы. Тем не менее на основании име-
ющихся данных именно КТ, а не 
Н Э Ж К следует рассматривать в каче-
стве ключевого регулятора утилизации 
глюкозы in vivo, особенно учитывая 
влияние КТ на контроль утилизации 
жирных кислот. 

Во-первых, при голодании и диабете 
концентрация КТ в крови крысы и че-
ловека, а также скелетных мышцах и 
сердце крысы изменяется более выра-
женно, чем концентрация Н Э Ж К . Во-
вторых, утилизация КТ в мышцах 
задней конечности крысы не меняется 
под влиянием жирных кислот [60], в 
то время как КТ снижают потребле-
ние и усвоение жирных кислот в серд-
це, диафрагме, скелетной мышце, а 
также эетерификацию жирных кислот 
в молочной железе крысы [57]. Более 
того, введение Ац снижает оборот и 
окисление Н Э Ж К у собак in vivo. Эти 
факты, а также данные о том, что КТ 
способны снижать утилизацию глюко-
зы в то время, как их собственная ути-
лизация под влиянием глюкозы не 
снижается, лежат в основе представ-
ления о преимущественном значении 
окисления КТ перед другими субстра-
тами. В-третьих, в некоторых тканях, 
включая мозг и молочную железу, 
жирные кислоты не окисляются в 
сколько-нибудь значительной степени 
и не угнетают утилизацию глюкозы в 
отличие от КТ. В-четвертых, КТ тор-
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иозят выход Н Э Ж К из жировой ткани 
и тем самым регулируют как свое соб-
ственное образование, так и доступ-
ность Н Э Ж К для периферических тка-
ней. 

Следовательно, КТ могут рассмат-
риваться как «сигналы» контроля ме-

таболизма, так как их концентрация 
][фи изменении физиологического стату-
са меняется значительно и быстро, что 
в свою очередь влияет на метаболизм 
других субстратов, особенно глюкозы 
к жирных кислот, в различных тка-
нях. 

Транспорт аланина 

Снижение концентрации аланина 
плазмы крови обычно сопровождает 
гиперкетонемию при голодании [22], 
беременности, диабете [65], травме и 
кетот и ческой гипогликемии. Введение 
р-ОБ человеку снижает концентрацию 
аланина в крови даже в тех случаях, 
когда его исходная концентрация бы-
ла достаточно низка в связи с голода-
нием или диабетом [65]. Гипоалаии-
пемия, вызванная введением КТ, ве-
роятно, обусловлена, как и при голо-
дании [22], снижением выхода алани-
на из мышцы, что согласуется с други-
ми изменениями, найденными при дан-
ном воздействии: пониженной концен-
трацией глюкозы в крови [6, 56], сни-
жением образования эндогенной глю-
козы [18] и экскреции азота. Следова-
тельно, КТ могут косвенно контроли-
ровать глюконеогенез и выход глюко-
зы из печени путем ограничения до-
ступности аланина — важного субстра-
та глюкогенеза in vivo [22]. Контроль 
реципрокных отношений между кон-
центрациями аланина и КТ в крови 
является сложным, так как введение 
аланина дает антикетотический эф-
фект и снижает концентрацию р-ОБ в 
крови у крыс и человека. 

Фелиг и соавт. [5] предположили, 
что КТ снижают выход аланина из 
мышцы, что обусловлено угнетением 
гликолиза, уменьшающим доступность 
пирувата для трансаминирования с 
аминокислотами. В этом случае экзо-
генный пируват должен обращать тор-
мозящее действие КТ на выход ала-
нина. Другое предположение, состоя-
щее в том, что КТ снижают выход ала-
нина путем ограничения катаболизма 
аминокислот с разветвленной цепыо, 
-ie получило должного подтверждения. 
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Тем не менее возможно, что КТ сни-
жают расход белка у человека, о чем 
свидетельствует уменьшение экскре-
ции азота, сопровождаемое гипоалани-
немией, при длительном введении КТ. 
Однако данные о прямом действии КТ 
на регуляцию расщепления белка до-
статочно противоречивы. 

Вместе с тем сами аминокислоты с 
р аз вет в л е н н о й це п ь ю м о гут сн и ж а т ь 
расщепление белка в скелетных мыш-
цах крысы [35]. Одним из доказа-
тельств этого является снижение экс-
креции азота у голодающих людей 
при введении им соответствующих раз-
ветв л е н и ы х ке то к и с л от. А н а л о г и ч н ы й 
эффект наблюдается и при введении 
аминокислот с разветвленной цепью 
травмированным крысам [26]. Воз-
можно, некоторые эффекты данных 
аминокислот связаны с образованием 
в процессе их метаболизма Ац и р-ОБ, 
однако более вероятно, что ответствен-
ными за сохранение белка in vivo яв-
ляются КТ, так как количество амино-
кислот с разветвленной цепью в кро-
ви крыс и людей вообще низко, а уве-
личение их концентрации при голода-
нии или диабете менее выражено, чем 
увеличение концентрации КТ. Кроме 
того, концентрация аминокислот с раз-
ветвленной цепыо у людей при дли-
тельном голодании снова возвращает-
ся к исходному уровню, в то время 
как содержание КТ в этих условиях 
остается повышенным [22]. Амино-
кислоты с разветвленной цепью не 
всегда эффективно тормозят распад 
белка; так, у людей, получивших трав-
му, высокая концентрация аминокис-
лот с разветвленной цепыо связывает-
ся с высокой скоростью распада белка 
и экскреции азота. 

Транспорт неэстерифицированных 
жирных кислот 

и метаболизм кетоновых тел 

Снижение концентрации Н Э Ж К в 
плазме при введении КТ, показанное 
на человеке [8, 64], крысе [31] и со-
баке, очевидно, обусловлено уменьше-
нием выхода Н Э Ж К из жировой тка-
ни. Антилиполитическое действие КТ 
часто, хотя и не всегда [8], сопровож-
дается возрастанием концентрации ин-
сулина в крови [52]. Поскольку инсу-
лин оказывает антилиполитическое 
действие на жировую ткань, снижение 
концентрации Н Э Ж К в крови может 



быть следствием как прямого воздей-
ствия КТ на жировую ткань, так и не-
прямого, обусловленного действием ин-
сулина. 

Оценка вклада инсулина в антили-
политическое действие КТ in vivo за-
труднительна, так как даже малые 
изменения концентрации инсулина, не 
оказывающие зам ет н о го в л и я н и я и а 
обмен углеводов, могут действовать па 
липолиз. Поскольку КТ, с одной сто-
роны, увеличивают выход инсулина из 
поджелудочной железы крысы in vitro, 
с другой стороны, не всегда дают уве-
личение количества этого гормона у 
интактных животных, то возможность 
их прямого действия на поджелудоч-
ную железу представляется сомни-
тельной. Отсутствие заметных измене-
ний в концентрации инсулина при вве-
дении КТ, однако, может быть связано 
с относительно низким содержанием 
его в периферической крови по срав-
нению с кровыо портальной вены и с 
транзиторной природой увеличения его 
концентрации. Последнее, возможно, 
обусловливает снижение уровня глю-
козы крови, часто наблюдаемое при 
введении КТ [3, 6, 76, 77]. Поэтому 
одновременное введение собакам Ац и 
глюкозы, обеспечивающее нормоглике-
мию, приводит к увеличению концен-
трации инсулина в течение всего пери-
ода инфузии. При этом снижение кон-
центрации глюкозы крови не является, 
по-видимому, следствием уменьшения 
ее расхода под действием КТ и может 
быть отнесено за счет снижения выхо-
да глюкозы из печени. Последнему, 
вероятно, способствует уменьшение 
транспорта предшественников глюко-
неогенеза, особенно аланина [62] и, 
возможно, глицерина [55], но остает-
ся неясным, является ли снижение вы-
хода глюкозы из печени результатом 
прямого воздействия КТ или при этом 
требуется участие инсулина. 

Осуществление а н т и л и п о л и т и ч е с к о -
го действия КТ через изменения кон-
центрации инсулина не является обя-
з а тел ь и ы м; КТ с 11 и ж а ют у р о в е и ь 
Н Э Ж К крови в ситуациях, когда кон-
центра ц и я и н су л и н а п о д д е р ж и в а ет с я 
иа постоянном уровне: при стрептозо-
циновом диабете крыс, получающих 
инсулин, сахарном диабете у детей 
[3], удалении поджелудочной железы 
у собак. В жировых бляшках и изоли-
рованных адипоцитах крысы р-ОБ ин-
гибирует липолиз, стимулированный 

голоданием или добавлением in vitro 
таких липолитических агентов, как 
норадреналин, АКТГ, теофиллин [14]. 
Хотя р-ОБ обычно используется в кон-
центрациях свыше 10 мМ, возмож-
ность его тормозящего действия была 
показана и при более низких физиоло-
гических величинах. Ац также дает 
липолитический эффект, по действие 
р-ОБ, возможно, более выражено, так 
как изменения количества НЭЖК у 
крыс в большей степени связаны с 
уровнем р-ОБ, чем Ац. Примечатель-
но, что липолиз в жировой ткани бы-
ка in vitro угнетается D- или L-изоме-
рами 3-оксибутирата, но не Ац |55]. 

Механизм торможения л и пол из а КТ 
неясен. Не исключена возможность 
действия КТ как на функцию, так и 
на образование цАМФ [44]. Хотя это 
предположение подтверждено данны-
ми о том, что р-ОБ тормозит накоп-
ление цАМФ, и липолиз в адипоцитах 
крысы, однако выявить механизм дей-
ствия р-ОБ на ферменты, ответствен-
ные за образование и расщепление 
цАМФ, не удалось [21]. Способность 
КТ угнетать липолиз не ограничивает-
ся только жировой тканыо; физиологи-
ческие концентрации Ац или р-ОБ ог-
раничивают липолиз в перфузируемом 
сердце крысы, стимулированный изо-
протеренолом или глюкагоном [33]. 

В настоящее время пет достаточно 
веских доказательств того, что конт-
роль синтеза КТ по механизму обрат-
ной связи играет важную физиологи-
ческую роль у интактных животных. 
Можно лишь умозрительно предста-
вить себе механизм саморегуляции ли-
полиза в жировой ткани -один в ви-
де прямого действия КТ, а другой в 
виде непрямого, через стимуляцию вы-
хода инсулина из поджелудочной же-
лезы. Возможно, эти два механизма в 
совокупности представляют собой 
предохранительную систему, обеспечи-
вающую снижение синтеза КТ в слу-
чае резкого повышения их концентра-
ции. 

В настоящее время известно, что 
многие ткани используют КТ пе толь-
ко как окислительные субстраты, но 
и как предшественники липогенеза. 
КТ выступают также в роли «сигна-
лов» недостатка углеводов, играя 
главную роль в интеграции метабо-
лизма целостного организма. Регуля-
торное действие их не ограничивается 
лишь утилизацией углеводов. Возмож-
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на роль КТ как регуляторов протео-
лиза. Доступность КТ как субстратов, 
а л ьте р н а т и в н ы х г л ю козе, м о г л а бы 
способствовать уменьшению расщепле-
ния белка, необходимого для образо-
вания предшественников глюкозы. 

На сегодня нет еще достаточно ве-
ских доказательств прямого действия 
КТ на метаболизм белка. С этих пози-
ций имело бы смысл проанализиро-
вать, как отражаются некоторые сто-
роны обмена КТ на метаболизме лей-
цина и наоборот. 

КТ могут также играть важную роль 
Э контроле и метаболизме жирных 
кислот, регулируя как доставку, так и 
периферическую утилизацию Н Э Ж К . 
Пока неясно, в какой степени метабо-
лизм КТ является частью механизма 
прямого торможения липолиза в жи-
ровой ткани и стимуляции выхода ин-
сулина из поджелудочной железы. 
В тех случаях, когда возможности 
окисления углеводов ограничены, ча-
сто наблюдается низкая концентрация 
инсулина, что можно рассматривать 
Как взаимодействие инсулина и КТ в 
процессе контроля метаболизма. Оста-
ются нерешенными вопросы, являются 
ли КТ причиной резистентности к ин-
сулину и является ли действие инсули-
на (длительное и кратковременное) 
существенным для утилизации кетоно-
вых тел in vivo, возможно, путем из-
менения активности ферментов утили-
зации КТ. Дальнейших исследований 
требует предположение о роли ацето-
ацетил-КоА-синтетазы как фермента, 
направляющего КТ в сторону синтеза 
липидов. Представляется, что наибо-
лее вероятной локализацией ацетоаце-
тил-КоА-синтетазы являются надпо-
чечники, так как их ткани обладают 
Высокой скоростью синтеза стеролов 
наряду с высокой активностью других 
ферментов утилизации КТ. Серьезного 
рассмотрения требует вопрос об ути-
лизации L-( + ) -изомера 3-оксибутира-
та периферическими тканями и в его 
возможной роли как липогенного суб-
страта и регулятора у интактных жи-
вотных. К настоящему времени боль-
шинство работ выполнено на крысах, 
и, хотя этот вид животных считается 
подходящей моделью для изучения ме-
таболизма у человека, в будущем сле-
дует обратить особое внимание на по-
иск доказательств справедливости это-
го положения. 
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JI. Д. Ворончихина, В. Т. Демьянова, Н. В. Манжаров 

ЭКСКРЕЦИЯ ПОЛИЛМИНОВ С МОЧОЙ У БОЛЬНЫХ 
С ТЕРМИЧЕСКИМИ ОЖОГАМИ 

Кировский Н И И гематологии и переливания крови 

Известно, что в организме обожжен- скпх процессов, направленных на вос-
ных одновременно происходят генера- становление пораженных травмой тка-
лизованный распад белков, ведущий к ней. В настоящее время установлено, 
их дефициту, и активация биохимиче- что полиамины непосредственно ока-

23 



зывают стимулирующее действие на 
синтез белка и являются показателя-
ми интенсивности биосинтетических 
процессов в организме [1, 13, 18]. 

Цель работы — изучение реакции по-
Лиамииов: спермина, спермидина и 
путресцина на термическую травму по 
выделению их с мочой в процессе око -
ло вой болезни. 

М е т о д и к а 

Полиамины определяли в суточной моче по 
ранее опубликованной методике [2]. П л о щ а д ь 
ожога вычисляли в процентах с учетом коэф-

ициента Франка: до 30 ед. Франка — легкие 
жоги, » от 31 до 60 ед. — средние, свыше 
) ед. — т я ж е л ы е поражения . Применяли комп-
жсиое инфузионио-трансфузионное лечение. 

Цифровой материал обрабатывали статистиче-
ски |7 | . Обследовано 38 больных (7 женщин 
и 31 мужчина; возраст от 21 до 79 лет) 
с ожогами различной тяжести . Исследования 
проводили многократно (от 3 до 7 раз) на 
к а ж д о й стадии ожоговой болезни; у 5 боль-
ных анализы повторяли ежедневно в течение 
всего периода пребывания в клинике. Из чис-
ла обожженных, находившихся под наблюде-
нием, умерли 10 больных, имевших средние и 
т я ж е л ы е поражения (от 47 до 91 ед.), из них 
6 человек в период шока, 3 в период токсе-
мии, 1 в период септикотоксемии. 

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

Выявлен различный характер коли-
чественных изменений фр а кциони ого 
состава полиаминов мочи в зависимо-
сти от исхода болезни. У больных с 
благополучным исходом уже в 1-е сут-
ки после ожога наблюдали повышен-
ное содержание пол и аминов в моче по 
сравнению с нормой. При этом у 
обожженных отмечали выведение 
80,7±9,80 мкмоль полиаминов за 1 сут, 
в том числе 9,1 ± 1 , 2 5 мкмоль сперми-
на, 36,5±5,39 мкмоль спермидина и 
35,1 ±4 ,31 мкмоль путресцина. Общий 
уровень экскретируемых полиаминов у 
здоровых людей в среднем составлял 
лишь 57,5±3,05 мкмоль/сут. 

Поскольку поли а м и н ы относятся к 
маркерам активности про л и ф е р а ти в -
пых процессов, то установленное нами 
избыточное выведение их с мочой име-
ет прямую связь с усиленным синте-
зам белка уже в 1-е сутки после ожо-
га.. Пусковой механизм быстрой акти-
вации биосинтетических процессов при 
этом вполне понятен, так как хорошо 
известно, что в ответ на ожоговую 
травму возникает компенсаторная 
нервно-рефлекторная реакция с акти-
вацией симпатико-адреналовой и гипо-

таламо-гипофизарно - надпочечниковой 
систем, сопровождающаяся резким 
увеличением выработки АКТГ и уси-
л е и и е м секреции гл ико ко рти кои дн ы х 
гормонов. Установлено [11, 14], что 
синтез полиаминов происходит путем 
декарбоксилирования аминокислот — 
орнитина, аргинина, лизина и находит-
ся под контролем гормональной систе-
мы. В частности, выявлено, что АКТГ 
[16] и гликокортикоиды [17] вызыва-
ют раннюю стимуляцию активности 
орнитиндекарбоксилазы — ключевого 
фермента синтеза полиаминов и па-
к о пл е и и е п у т ресци на, который усили-
вает образование спермидина в раз-
личных органах животных. Это под-
тверждается также экспериментальны-
ми исследованиями на крысах [6], по-
казавшими резкую активацию этого 
фермента в печени уже в первые часы 
и увеличение метаболического предше-
ственника полиаминов — диамина пут-
ресцина через 24 ч после термического 
ожога кожи животных. Об активации 
репаративных процессов в ряде орга-
нов уже с первых часов после ожога 
наряду с интенсивным катаболизмом 
свидетельствуют также данные [4, 8]. 

В последующие периоды ожоговой 
болезни наблюдали дальнейшее усиле-
ние гиперполиаминурии. Наибольшее 
увеличение экскреции полиаминов об-
наружено в стадии токсемии (рис. 1), 
что свидетельствует о значительной 
стимуляции биосинтетических процес-
сов в этот период и быстром выведе-
нии неутилизированных полиаминов, 
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Рис. 1. Характеристика экскреции полиаминов 
у обожженных при благополучном исходе в 
зависимости от тяжести поражения и стадии 

заболевания. 
П о оси о р д и н а т з д е с ь и на рис . 2 — к о л и ч е с т в о 
э к с к р е т и р у е м ы х п о л и а м и н о в (в м к м о л ь / с у т ) ; по оси 
а б с ц и с с — с т а д и я з а б о л е в а н и я : / — ш о к , 2 — ток-
с е м и я , 3 — с е п т и к о т о к с е м и и , 4 — в ы з д о р о в л е н и е . 
С т е п е н ь п о р а ж е н и я : 1 — л е г к а я , II — с р е д н я я , 
I I I — т я ж е л а я , а — о б щ и й у р о в е н ь п о л и а м и н о в в 
норме , б — у р о в е н ь с п е р д и м и н а в норме , в — уро-
в е н ь п у т р е с ц и н а в норме , г — у р о в е н ь с п е р м и н а в 

н о р м е . 
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Рис. 2. Сравнительная динамика экскреции 
полиаминов у здорового человека и у обож-

женного при благополучном исходе. 
П о оси а б с ц и с с — дни и с с л е д о в а н и я . 1 — у р о в е н ь 
п у т р е с ц и н а в норме , 2 — у р о в е н ь си ' ермидииа п 
норме , 3 — у р о в е н ь п у т р е с ц и н а при т е р м и ч е с к о м 
о ж о г е , 4 — у р о в е н ь с п е р м и д и н а при т е р м и ч е с к о м 

о ж о г е . 

избыточное количество которых [15], 
а также продуктов их ферментного 
распада [12] токсично для организ-
ма. Вопрос о природе ожоговых токси-
нов недостаточно изучен. К факторам, 
обусловливающим развитие ранней 
ожоговой токсемии, относят [9, 10] 
среднемолекулярные пептиды плазмы 
крови, в составе которых, как установ-
лено [3], имеются полиамины. Меха-
низм интенсивного синтеза стимулято-
ров роста в этот период ожоговой бо-
лезни можно объяснить дальнейшей 
мобилизацией внутренних резервов, 
так как известно [5], что полиамины, 
образующиеся в ответ на травму, в 
свою очередь могут действовать как 
ч р ез в ы ч а й н ы е раздражи тел и, в ы з ы в а -
ю щ и е п о с л е д у ю щ у ю адаптационную 
реакцию иейроэндокриниой системы. 

В период септикотоксемии полиами-
нурия также держится на высоком 
уровне, однако ои постепенно снижа-
ется по мере выздоровления. Посте-
пенное ослабление напряженности био-
синтеза белка за счет собственного 
пластического материала в это время 
компенсируется вступающими в об-
менные процессы продуктами паренте-
рального питания, расщепленными до 
аминокислот, в том числе пред шест-
вен н и ков пол и а м и нов. 

На рис. 2 показан типичный пример 
динамики выведения полиаминов с мо-
чой у больного в возрасте 20 лет с 
ожогом 40 % поверхности тела при на-
личии 20 % глубоких ожогов. Величи-
на поражения с учетом коэффициента 
Франка составляла 80 ед. Больной вы-
здоровел. 

При благополучном исходе уровень 

полиаминов в моче возрастает парал-
лельно тяжести ожога (см. рис. 1). 
Существование прямой зависимости 
биосинтетических показателей от тя-
же ст и термического поражения было 
выявлено также в работе [6]. Содер-
жание полиаминов в крови этих боль-
ных было несколько выше, чем у здо-
ровых людей, —соответственно 19,6=1= 
± 1 , 4 7 и 16,2±0,62 нмоль/мл. Основ-
ной причиной отсутствия значительно-
го накопления полиаминов в крови, 
по-видимому, также является вовлече-
ние их в усиленный биосинтез белка. 

У большинства обожженных при ле-
тальных исходах, несмотря на обшир-
ные поражения, отмечали низкое со-
держание полиаминов в моче. В пер-
вые сутки после травмы отмечали вы-
ведение с мочой 21,1 ± 5 , 1 2 мкмоль по-
лиаминов (4 ,9±1,58 мкмоль спермина, 
8 ,9±2,17 мкмоль спермидина и 7 , 4 ± 
± 1 , 9 3 мкмоль путресцина), что было 
значительно ниже среднего уровня,ха-
рактерного для здоровых людей. Осо-
бенно низкий уровень полиаминов был 
у обожженных с ожогами сред-
ней тяжести (40—60 ед.) — 9 ,2±2 ,60 
мкмоль/сут (2,1 ±1 ,01 мкмоль сперми-
на, 4 ,2±1,61 мкмоль спермидина и 
2 ,9±0,82 мкмоль путресцина). Как 
видно из таблицы, низкое содержание 
полиаминов в моче сохранялось и в 
последние сутки (за исключением 
1 больного, умершего в период токсе-
мии). При тяжелой ожоговой травме 
(62—91 ед.) за это время низкая экс-
креция полиаминов сохранилась у 
3 больных, а у 2 обожженных наблю-
дали резкое повышение их уровня в 
моче. Вполне вероятно, что неадекват-
ная реакция полиаминов на тяжелое 
ожоговое поражение у пострадавших 
в атональном состоянии может быть 
связана с сильными стрессовыми явле-
ниями, приводящими не к интенсивной 
стимуляции функций орнитиндекар-
боксилазы, а к снижению ее активно-
сти и угнетению синтеза полиаминов. 
При этом важную роль, вероятно, иг-
рает различная реактивность организ-
ма пострадавших. По имеющимся све-
дениям [19], значительное снижение 
экскреции полиаминов у больных с по-
чечной недостаточностью сопровожда-
лось повышением их уровня в крови. 
Н е с м о т р я на то что у о б о ж ж е н н ы х , на -
ходящихся в крайне тяжелом состоя-
нии, тоже происходит нарушение функ-
ции почек, при сниженной экскреции 



Сравнительная характеристика экскреции полиаминов с мочой (в мкмоль/сут; M=hm) у больных 
с термическими ожогами в зависимости от исхода заболевания 

т а д и я з а б о л е в а н и я 
В е л и ч и н а 

п о р а ж е н и я , 
ед. 

И с х о д С п е р м и н С п е р м и д и н П у т р е с ц н н 
О б щ и й у р о -
вень п о л и -

а м и н о в 

Шок 31—60 Б 4 8 , 6 ± 2 , 3 2 1 , 5 ± 5 , 7 2 5 , 3 ± 2 , 5 5 5 , 4 ± Ю , 2 
Л 3 2 , 9 ± 2 , 5 3,7=1=2,0 3,4=1=2,6 10,0=1=5,4 

Более 60 Б 6 2 0 , 7 ± 9 , 5 78,8=1=34,4 42,4=1= 13,4 136,9=Ь 54,0 
Л 2 3,9 6,5 4,0 14,4 

1 32,6 92,0 83,6 208,2 
Токсемия 31—60 Б 6 1 4 , 4 ± 5 , 5 4 5 , 6 ± 2 0 , 8 69,8=1=33,5 129,8=1=59,2 

1 2 ,6 Г»,!) 4 ,5 14,0 
Л 1 5,6 33,8 125,0 164,5 

Более 60 Б 10 2 9 , 6 ± 6 , 0 104,9=1= 17,7 67,6=Ь 10,7 202,1=1=31,1 
Л 1 1,7 6,9 11,4 20,0 

Септикотоксемия 31—60 Б 
п 

11 1 0 , 6 ± 3 , 4 51,2=1= 13,8 57,2=1=17,2 119,0=1=34,5 

Более 60 
j 1 
Б 13 1 3 , 3 ± 2 , 1 57,4=1= 13,3 60,8=1=14,7 131,5=1=25,9 
Л 1 43,0 164,0 231,0 438,0 

П р и м е ч а и и е. Б — благоприятный исход, Л — летальный. 

полиаминов накопления их в крови не 
наблюдалось. Количество полиаминов 
в крови этих больных составляло 
16,1 ± 1 , 7 7 нмоль/мл, снижаясь в по-
следние сутки жизни минимум до 
10 нмоль/мл. 

Таким образом, полученные резуль-
таты в сочетании с известными данны-
ми свидетельствуют о прямой зависи-
мости полиаминурии от активности 
биосинтетических процессов у обож-
женных. Усиленный белковый синтез 
уже в первые 2 сут от момента трав-
мы наблюдается при благоприятном 
течении ожоговой болезни. Слабое 
протекание биосинтетических реакций 
характерно для большинства обожжен-
ных с неблагополучным исходом. Чрез-
вычайно высокий уровень полиаминов 
в моче также является неблагоприят-
ным прогностическим признаком. 
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E X C R E T I O N O F P O L Y A M I N E S W I T H U R I N E 
IN P A T I E N T S W I T H T H E R M I C B U R N S 

L. D. Voronchikhina, V. T. Demyanova, 
N. V. Manzharov 

I n s t i t u t e of H e m a t o l o g y a n d Blood T r a n s f u -
sion, Kirov 

Excre t ion of spermine , spe rmid ine a n d put-
resc ine wi th u r ine w a s s tud ied in 38 p a t i e n t s 
(21-79 y e a r s old) w i th thermic b u r n s of va-
r ious degree . Ce r t a in d i f f e rences were detec ted 
in excre t ion of the p o l y a m i n e s wi th u r ine 
d e p e n d i n g on sever i ty , s tep a n d ou t come of 
the disease . In the course of the d i sease both 
low and ex t r eme ly h igh level of the polyami-
nes, found in u r ine d u r i n g the rmic shock, w e r e 
u n f a v o u r a b l e p r o g n o s t i c a l l y . 
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Н. Е. Полякова, О. А. Громова, И. Б. Цырлов 

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ИНАКТИВИРУЮЩИХ АГЕНТОВ 
НА МИКРОСОМНЫЕ ЦИТОХРОМЫ Р-450 И Р-448 

Институт клинической и экспериментальной медицины СО АМН СССР, Новосибирск 

Микросомный гемопротеид — цито-
хром Р-450 — является ферментом, 
ответственным за связывание ксено-
биотиков и активирование молекуляр-
ного кислорода в реакциях моноокси-
геназиого типа [7] . О гидрофобной 
природе цитохрома Р-450 свидетель-
ствуют избирательная способность де-
тергентов солюбилизировать гемопро-
теид в функционально активном ви-
де [13], в ы р а ж е н н а я тенденция к по-
лимеризации изолированных и очи-
щенных от детергента мономеров ци-
тохрома [14], высокое содержание не-
п о л я р н ы х а м и н о к и с л от н ы х ост ат ко в 
[6], способность гемопротеида встраи-
ваться в микросомную [15] или фос-
фолипидную [12] мембрану. 

Изучение спектральных и каталити-
ческих свойств микросомного гемо-
протеида связано с выяснением роли 
гидрофобных взаимодействий цито-
хрома с компонентами мембраны. 
Уникальная способность гемопротеи-
да в восстановленном состоянии свя-
зывать СО с образованием спектраль-
ного комплекса с Хмакс при 450 нм от-
р а ж а е т свойство его нативной формы, 
т а к как ряд дестабилизирующих мик-
росомную мембрану обработок, веду-
щих к появлению обычной для гемо-
протеидов b-типа спектральной фор-
мы (так называемый цитохром 
Р-420) , сопровождается полной поте-
рей каталитической активности [16]. 
В настоящее время известны десятки 
обладающих гидрофобностью ве-
ществ, способных вызывать конверсию 
цитохрома Р-450 в Р-420. Как пола-
гают, в ы р а ж е н н а я лабильность цито-
хрома Р-450 обусловлена гидрофоб-
ным окружением гема в мембране 
микросом, которое обеспечивается как 
определенной копформацией самого 
гемопротеида, так и липидным компо-
нентом мембраны [21]. Однако боль-
шое разнообразие эффективных ре-
агентов за т р уд н я ет и и те р п р ет а ц и ю 
механизмов конверсии. 

Д л я комплексной оценки сравни-
ваемых гемопротеидов мы использо-
вали конвертирующие агенты с раз-

личной специфичностью действия па 
микросомы. При этом исходили из 
данных о том, что ter t -бутанол в кон-
центрации 10—20 % преимуществен-
но воздействует на липидный компо-
нент микросомной мембраны, а гуани-
дин в концентрации до 3 М селектив-
но повреждает белковую структуру 
[9] . Применение дезоксихолата нат-
рия (ДОХ) обусловлено его способ-
ностью в концентрации 0,7—2,5 мМ 
ослаблять гидрофобные взаимодейст-
вия компонентов микросомной мем-
браны [18]. Д л я выявления роли в 
конверсии изменения химического 
строения активного центра использо-
вали химическую модификацию гемо-
протеидов реагентом на SH-группы 
мерсалилом [8]. 

Мы сравнивали устойчивость к кон-
версии мембранно-связанных гемопро-
теидов в микросомах печени конт-
рольных, а т а к ж е индуцированных 
фенобарбиталом и 3-м ет ил хол а нтре -
пом крыс. Можно предполагать, что 
изменение содержания и каталитиче-
ских свойств микросомных гемопро-
теидов при индукциях определенным 
образом связано с изменением «упа-
ковки» цитохрома Р-450 (Р-448) в 
мембране [11, 17, 19]. 

М е т о д и к а 

В экспериментах использованы крысы-сам-
цы Wis ta r массой 180—200 г. Животных со-
д е р ж а л и на стандартной лабораторной диете, 
они получали воду ad l ibitum и голодали ночь 
перед к а ж д ы м введением индукторов, а т а к ж е 
перед умерщвлением. З-Метилхолантрен (40 мг 
на 1 кг массы тела) в минимальном объеме 
растительного масла или фенобарбитал нат-
рия (100 мг на 1 кг массы тела) в 0,9 % рас-
творе NaCl вводили внутрибрюшинно в тече-
ние соответственно 4 и 5 сут. Животных де-
ка цитировали. Получение микросомной фрак-
ции печени и определение микросомного белка 
биуретовым методом проводили, как описано 
ранее [18, 19], 

Дифференциальные спектры микросомных 
гемопротеидов измеряли на двулучевом скани-
рующем спектрофотометре «Hitachi-556» (Япо-
н и я ) с р е г и с т р а ц и е й н а X — Y с а м о п и с ц е 0 5 7 . 
При определении содержания в препаратах 
цитохромов Р-450 и Р-448 использовали коэф-
фициент экстинкции 91 м М - ' - с м - 1 , а для ци-
тохрома Р-420—111 м М - ' - с м - 1 [16]. 
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Во всех случаях измерения проводили в 
),1 М фосфатном буфере рН 7,4 при темпера-
туре 23 °С. При исследовании конвертирующе-
го влияния ter t -бутаиола, гуанидина, дезокси-
<олата натрия и мерсалила каждый из реаген-

тов в выбранной концентрации инкубировали 
: микросомами в течение 5 мин, затем в обе 
иоветы добавляли несколько кристаллов ди-

"ионита натрия и после записи изоэлектриче-
ской линии содержимое кюветы продували СО 
i течение 15 с. Регистрацию дифференциаль-

ных спектров проводили в каждом случае 
многократно, используя режим автоматиче-
ского сканирования в интервале 500—380 им. 

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

Существуют многочисленные дан-
ные о существенной роли интактности 
структурного компонента микросом-
ной мембраны для реакций связывания 
Субстратов-ксенобиотиков цитохромом 
Р-450, его восстановления в Н А Д Ф Х 
кН-зависимой цепи переноса электро-
нов, а также для поддержания спек-
тральных свойств этого гемопротеида 
[2]. Поскольку индукция микросом-
ных монооксигеназ барбитуратами и 
1|юл ^циклическими ароматическими 
у г л е во д о р о д а м и в к л ю ч а ет и з м е н е и и е 
активности лимитирующих реакций и 
Спектральной характеристики цито-
хрома [3, 17, 20], можно было пола-
гать, что индукторы частично реали-
зуют свое влияние через изменение 

Рис. 1. Сравнение устойчивости контрольных 
И индуцированных микросомных гемопротеи-

дов к конверсии ter t-бутаиолом. 
П о оси а б с ц и с с — м м о л ь t e r t - б у т а н о л а / н м о л ь гемо-
п р о т е и д а ; по оси о р д и н а т — %. П р и н и м а л и з а 
1 0 0 % : Р-450 ^ — 0 ,83±0 ,05 н м о л ь / м г б е л к а , 

Р - 4 5 0 - . , , — 2 ,03±0 ,11 н м о л ь / м г б е л к а , Р-448 v — 
ФЬ MX 

1,56±0,09 н м о л ь / м г б е л к а . П у н к т и р — к о н т р о л ь н ы е 
п р е п а р а т ы м и к р о с о м (1 мг б е л к а / м л ) , с п л о ш н а я 
л и н и я — Ф Б - м и к р о с о м ы (1 мг б е л к а / м л ) , точеч-
н а я — М Х - м и к р о с о м ы (1 мг б е л к а / м л ) . Т е м н ы е 
к э у ж к и — и с х о д н ы е м и к р о с о м н ы е г е м о п р о т е и д ы 
(Р-450 ^ , Р-450 ф Б , Р-448 м х ) , с в е т л ы е — и н а к -
т л в и р о в а и н ы е г е м о п р о т е и д ы (Р-420 „ , Р-420 
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Рис. 2. Сравнение устойчивости контрольных 
и индуцированных микросомных гемопротеи-

дов к конверсии гуанидииом. 
П о оси а б с ц и с с — м м о л ь г у а н и д и н а / н м о л ь гемо-
п р о т е и д а ; по оси о р д и н а т — % к к о н т р о л ю . Ос-
т а л ь н ы е о б о з н а ч е н и я зд'есь и па п о с л е д у ю щ и х ри-

с у н к а х те ж е , что на рис . 1. 

взаимоотношения гемопротеида с ком-
понентами мембраны. Известны дан-
ные о различной устойчивости микро-
сомных цитохромов Р-450 и Р-448 к 
воздействиям, дестабилизирующим 
мембрану [ 1, 11, 19]. 

Поскольку tert-бутанол в определен-
ном пределе концентраций преимуще-
ственно повреждает фосфолипидный 
компонент мембраны [9], мы исполь-
зовали этот реагент для выявления 
роли фосфолипидов в конверсии цито-
хрома Р-450 в контрольных препара-
тах микросом (Р-450к) и в микросо-
мах, выделенных из крыс, индуциро-
ванных денобарбиталом (Р-450ФБ) 
и 3-метилхалантреном (Р-448Мх). 
Как видно на рис. 1, кривые измене-
ния содержания активной и инактиви-
рованной форм цитохромов пересе-
каются при соотношении спирт/гемо-
протеид 2,06, 0,84 и 1,16 ммоль/нмоль 
соответственно, что свидетельствует о 
наибольшей чувствительности к tert-
бутанолу цитохрома Р-450 фб , а наи-
меньшей — Р-450к. По-видимому, это 
непосредственно связано с увеличе-
нием синтеза и относительного содер-
ж а н и я микросом ных фосф о л и п и дов 
при введении крысам фенобарбитала 
[2, 22]. Кроме того, во всех случаях 
наблюдается значительное превыше-
ние цитохромом Р-420 исходного уров-
ня цитохромов Р-450к, Р-450 фб , и 
Р-448мх. Полученные данные под-
тверждают результаты предыдущих 
работ [4, 19], свидетельствующие об 
отсутствии стехиометрии при конвер-
сии в условиях направленного воздей-
ствия на ф о с ф о л и п и д н ы й компонент 
микросомной мембраны. 

С о г л а с н о принятым п р е д ст а в л е -
ииям, соли гуанидина вызывают в 



Рис. 3. Сравнение устойчивости контрольных 
и индуцированных микросомных гемопротеи-

дов к конверсии деоксихолатом натрия. 
П о оси а б с ц и с с — м к м о л ь Д О Х / м м о л ь г е м о п р о т е и -

д а : по оси о р д и н а т — % к к о н т р о л ю . 

белках изменение пространственного 
расположения части звеньев полипеп-
тидной цепи и перегруппировку ряда 
внутримолекулярных водородных свя-
зей, которая сопровождается экспони-
рованием функциональных групп; та-
ким образом, выявляется зависимость 
функциональной активности простети-
ческих групп (в данном случае гемо-
вой группы) от состояния полипеп-
тидного компонента цитохрома [9]. 
При добавлении гуанидина в возра-
стающих концентрациях к контроль-
ным и индуцированным фенобарбита-
лом микросомам наблюдается сниже-
ние содержания Р-450к и Р-450Ф Б 
без увеличения пика абсорбции при 
420 им, пока изменение молярного от-
ношения гуапидин/гемопротеид не до-
стигнет величины 0,48 ммоль/нмоль 
для Р-450ФБ и 1,2 ммоль/нмоль для 
Р-450к (рис. 2) . Максимальный уро-
вень инактивированной формы цито-
хрома в этих группах достигается при 
соотношении 0,97 ммоль/нмоль в мик-
росомах индуцированных животных и 
2,4 ммоль/нмоль в препаратах кон-
трольных микросом. Последующее 
снижение абсорбционных пиков как 
при 450 пм, так и при 420 им, очевид-
но, связано с окислительной деграда-
цией гемовой группы цитохрома Р-420 
при повреждении структуры гемопро-
теида гуанидином, так как показано, 
что обработка гуанидином приводит к 
образованию высокоспиновой формы 
Р-420, которая неспособна к реконвер-
сии и подвергается окислительному 
распаду [10, 21]. Практически пол-
ная устойчивость Р-448мх к гуапиди-
ну (см. рис. 2) может объясняться 
устойчивостью структуры самого фер-
мента либо более гидрофобным мик-
роокружепием гемовой группы 

Рис. 4. Сравнительная устойчивость контроль-
ных и индуцированных микросомных гемопро-
теидов к конвертирующему влиянию мерса-

лила. 
П о оси а б с ц и с с — н м о л ь м е р с а л и л а / н м о л ь г е м о п р о -

т е и д а ; по оси о р д и н а т — % к к о н т р о л ю . 

Р-448мх в микросомной мембране 
(подобно наблюдавшемуся в опытах 
с хаотропным агентом KSCN [11] ) . 
В пользу последнего предположения 
свидетельствуют результаты экспери-
ментов с изолированными и высоко-
очищенпыми цитохромами Р-450 и 
Р-448, в которых в отличие от микро-
сомных препаратов показана относи-
тельно большая устойчивость Р-448 к 
гуанидину по сравнению с Р-450. 

Известно, что дезоксихолат в кон-
центрации 0,7—2,5 мМ вызывает по-
степенную конверсию Р-450к в эпзи-
матически неактивную форму и сни-
жение субстратсвязывающей и элек-
тронакцептирующей способности ге-
мопротеида вследствие повреждения 
гидрофобной зоны мембраны, вклю-
чающей активный центр гемопротеида 
[18]. При добавлении возрастающих 
концентраций Д О Х к микросомам ис-
следуемых групп (рис. 3) показано, 
что для достижения равного содержа-
ния активных и инактивированных 
форм гемопротеидов необходимо ис-
пользовать соотношение дезоксихо-
лат/гемопротеид (в мкмоль /нмоль) , 
равное соответственно 0,6 и 1,2 для 
индуцированных фенобарбиталом и 
3-метилхолантреном микросом и толь-
ко 1,6 — для контрольных препаратов 
микросом. Это свидетельствует о 
большей устойчивости Р-450к к дейст-
вию детергента. Сходный эффект tert-
бутанола (см. рис. 2) и Д О Х (см. 
рис. 3) позволяет сделать вывод, что 
ответственными за поддержание спек-
тра цитохрома Р-450 гидрофобными 
связями являются связи гемовой груп-
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ты цитохрома с жирнокислотными 
цепями фосфолипидов [18J. 

Использование реагента на тиоло-
вые группы мерсалила при исследова-
нии конверсии контрольных и индуци-
рованных микросомных цитохромов 
рыло описано ранее [8]. Нами полу-
чены результаты, в принципе подтвер-
ждающие эти данные (рис. 4). Так, 
характерно резкое снижение содержа-
ния Р-450.К и Р-450 <г>б и возрастание 
уровня Р-420к и Р-420 ФБ в отличие 
«фт плавного снижения содержания 
Р-448мх. и роста уровня Р-420мх. Из 
рис. 4 видно, что наибольшей чувст-
в и тел ь но ст ь ю к конвертирующему 
влиянию мерсалила в расчете моляр-
ного отношения мерсалил/гемопротеид 
характеризуется цитохром Р-450фБ, 
а наименьшей — Р-450к. На основа-
нии данных, полученных на изолиро-
ванных гемопротеидах, можно заклю-
чить, что именно такая последова-
тельность отражает реальную относи-
тельную чувствительность цитохрома 
к конвертирующему влиянию SIT-pea-
гента. 

В работе [8] равное содержание в 
препарате активной и инактивироваи-
ной форм наблюдали при молярном 
соотношении мерсалил/цитохром, рав-
ном 60 для индуцированных фенобар-
биталом, 70 для индуцированных 3-ме-
Тилхолантрепом и 90 для контрольных 
микросом. В наших опытах эти соот-
ношения равны с о о т в е т с т в е н но 120, 
1,46 и 190 нмолей мерсалила/нмоль ге-
мопротеида (см. рис. 4). По-видимо-
му, двукратное расхождение эффек-
тивных концентраций реагента объяс-
няется тем, что в работе [8] сначала 
восстанавливали микросомные гемо-
протеиды дитионитом и продували 
суспензию СО, а затем обрабатывали 
мерсалилом, а в наших опытах под-
вергали воздействию SH-реагента 
окисленные микросомы. Известно же, 
что комплекс Na2S204—Р-450—СО бо-
лее чувствителен к конверсии, чем 
окисленный гемопротеид. 

X а р а ктерно, ч то в нутр и сравнивае-
мой группы гемопротеидов наблю-
дается такая же относительная чувст-
вительность к конвертирующему эф-
фекту мерсалила, как и при действии 
ДОХ, т. е. Р-450 Ф Б > Р - 4 4 8 М х > 
> Р - 4 5 0 к (см. рис. 3 и 4). Ранее по-
казано, что при обработке микросом 
анионными детергентами и SH-реаген-
та ми появляется цитохром Р-420, 
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имеющий ЭПР-сигнал низкоспинового 
железа и способный реконвертиро-
вать в Р-450 в присутствии пол иолов 
или восстановленного глутатиона 
[10, 21]. Полагают, что сульфид слу-
жит лигандом гема цитохрома Р-450 
и конверсия цитохрома Р-450 в Р-420 
при обработке сульфгидрильными 
ядами — следствие прямой атаки эти-
ми реагентами SH-лиганда [5]. 

В этой связи совпадение относи-
тельной у сто й ч и в ост и микросомных 
гемопротеидов к действию мерсалила 
и дезоксихолата натрия позволяет 
считать, что ответственные за поддер-
жание спектра гемопротеида SH-rpyn-
пы находятся в гидрофобной зоне, об-
разован ной фосфол и п ида м и мембра-
ны; менее вероятно участие полипеп-
тидных цепей апофермента. Об этом 
свидетельствует расхождение относи-
тельной чувствительности изолирован-
ных цитохромов к мерсалилу и гуани-
дину, а также необходимость исполь-
зовать большие концентрации мерса-
лила для конверсии этих гемопротеи-
дов. 

Таким образом, показано, что воз-
действие различных гидрофобных реа-
гентов вызывает единообразный фе-
номен — конверсию цитохрома Р-450 
(Р-448) в энзиматически неактивную 
форму. Между тем нельзя предпола-
гать одинаковый механизм конвер-
сии, поскольку в каждом случае на-
блюдается специфичная для данного 
реагента динамика инактивации мик-
росомного гемопротеида. По-видимо-
му, в зависимости от конкретного реа-
гента точкой приложения может быть 
либо фосфолипид, либо ассоциирован-
ная с ним белковая или простетиче-
ская часть цитохрома Р-450. В этой 
связи результаты изложенных выше 
экспериментов с tert-бутанолом и гуа-
нидином, используемых в пределах 
концентраций, примененных в рабо-
те [9], позволяют предложить модель, 
когда по динамике конверсии цито-
хрома Р-450 в инактивированную фор-
му Р-420 в условиях in vitro можно 
сделать вывод о преимущественном 
повреждении фосфолипидного (см. 
рис. 1) или белкового компонента 
(см. рис. 2) микросомной мембраны. 

Представленные в статье данные 
с в и д е т е л ь с т в у ю т о р е ш а ю щ е й р о л и 
«первичной мишени», т. е. макромоле-
кулы, атакуемой конвертирующими 
агентами. Поскольку среди последних 



известны продукты внутриклеточного 
метаболизма и проникающие в клет-
ку токсичные ксенобиотики и яды, 
можно наметить подходы для понима-
ния инактивации микросомных моио-
оксигеназ как клеточного явления. 
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I N F L U E N C E O F V A R I O U S A G E N T S ON T H E 
M I C R O S O M A L C Y T O C H R O M E S P-450 AND 

P-448 

N. E. Polyakova, O. A. Gromova, /. B. Tsyrlov 

Ins t i tu t e of Clinical and Exper imenta l Medi-
cine, Siber ian Branch of the Academy of Me-

dical Sciences of the U S S R , Novosibirsk 

The proper t ies of te r t -butanol , sodium deo-
xycholate , guan id ine and mersalyle to conver t 
microsomal cy tochromes P-450 and P-448 into 
enzymat ica l ly inact ive form P-420 were stu-
died under comparab le condi t ions . Phenobar -
bi tal- induced cytochrome P-450 w a s especially 
sensi t ive to the inf luence of all the a g e n t s 
s tudied, while cy tochrome P-450 f rom un t rea ted 
an ima l s w a s the least sensit ive; the 3-methyl-
cholanthrene- induced cytochrome P-448 exhibit-
ed the least sensi t ivi ty to guanid ine . The 
dynamics of c h a n g e s in content of active and 
inactive hemoprote in fo rms a f te r in vitro t reat-
ment with the sui table a g e n t migh t serve a s 
a cri terion for es t imat ion whether the phospho-
lipid or protein component of microsomal 
membrane w a s damaged . 

У Д к (> 16-005.1 -036.11 -036.882-08-03().8-07:() 16.12-008.933.15-39 

В. Т. Долгих 

ВЛИЯНИЕ ОСТРОЙ СМЕРТЕЛЬНОЙ КРОВОПОТЕРИ 
НА ПЕРЕКИСНОЕ О К И С Л Е Н И Е Л И П И Д О В СЕРДЦА 

В ПОСТРЕАНИМАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ 

Омский медицинский институт 

В раннем восстановительном перио-
де независимо от причины, вызвав-
шей клиническую смерть, отчетливо 
выявляются фазные изменения со сто-
роны сердечно-сосудистой системы: 
кратковременная (5—10 мип) гипер-
динамия сменяется относительной 

нормализацией кровообращения, а че-
рез 30 мин развиваются длительная 
гиподинамия и синдром низкого сер-
дечного выброса [7, 17]. Н е и с к л ю ч е -
но, что в формировании этого синдро-
ма наряду с экстракардиальпыми 
факторами [9, 17) существенная, а 
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возможно, и ключевая роль принадле-
жит повреждению самой сердечной 
мышцы и в первую очередь фосфоли-
пидиой основы мембран продуктами 
черекисного окисления липидов 
( П О Л ) , образующимися в избытке во 
зремя гипоксии, ишемии и последую-
щей реоксигеиации [2, 14]. 

Цель работы — изучение состояния 
лроцессов ПОЛ в сердце после острой 
смертельной кровопотери и оценка 
патогенетической значимости наруше-
ний системы ПОЛ в постреанимацион-
юй сердечной недостаточности. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 370 беспородных кры-
сах-самцах массой 180—210 г, содержавшихся 
на обычном рационе. Животных наркотизиро-
вали исмбуталом. 4-минутную клиническую 
смерть вызывали острой кровопотерей из сон-
ной артерии, а оживление осуществляли 
це н т р и п ет а л ь н ы м нагнетанием выну ще и н о й 
крови и искусственной вентиляцией легких. 
Регистрировали Э К Г и ритмограмму сердца. 
Металлическими ципцами, охлажденными в 
жидком азоте, извлекали сердца для биохими-
ческих исследований в конце периода клини-
ческой смерти, а ' т а к ж е через 5, 15, 30 и4 

90 мин, 3 и 6 ч, 1, 3, 7, 14, 21 и 30 сут после 
оживления. В постмитохоидриальной фракции 
сердца определяли активность супероксиддис-
мутазы [19], каталазы [26], глутатиоиперокси-
дазы [27], глутатионредуктазы [281 и содержа-
ние белка по Лоури. В липидиом экстракте 
определяли содержание общих липидов [21|, 
гидроперекисей липидов [20], триеновых кар-
бонильных соединений — ТКС [29J флюорес-
цирующих шиффовых оснований [22], анти-
окислительную активность липидов [25] и уро-
вень неэстерифицированных жирных кислот 
( Н Ж К ) [23]. Результаты обработаны статисти-
чески с использованием критерия Стыодеита. 

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

П р о до л ж ит ел ы I ост ь ум и р а н и я со-
ставила 4 , 8 ± 0 , 5 мин, к р о в о п о т е р я -
41,±1,5 мл/кг. Первые сердечные со-
кращения появились через 1 ,8± 
± 0 , 1 2 мин после начала оживления, 
первых вдох — через 13,9±0,6 мин. 
Роговичпые рефлексы восстанавлива-
лись через 23 ,9±1 ,8 мин. 

Из 347 подопытных животных (в их 
число не входят 12 контрольных и 11 
крыс, у которых сердце было извлече-
но в конце периода клинической смер-
ти) после кровопотери в разные сро-
ки погибли 178 ( 5 1 , 3 % ) , причем ле-
тальность за 1-е сутки достигала 
81,4 %. Выжившие крысы были раз-
делены на 2 группы: с благоприятным 
(I) и неблагоприятным (11) течением 

постреанимационного периода. В ос-
нову такого деления были положены 
дефицит неврологического статуса 
[13] и общее состояние животных. 

Результаты биохимических исследо-
ваний приведены в таблице. Сердеч-
ной мышце интактных животных при-
сущ низкий, но вполне определенный 
уровень ПОЛ, о чем можно судить по 
содержанию гидроперекисей липидов, 
шиффовых оснований и ТКС. Благо-
даря стационарному уровню протека-
ния процессов ПОЛ, поддерживаемых 
активными формами кислорода, обра-
зующимися в тканях постоянно в ре-
зультате нормального функционирова-
ния окислительно-восстановитель-
ных ферментных систем [8 | , в орга-
низме осу ществл я ются физиолог и ч е-
ская репарация клеточных мембран, 
регуляция ионного транспорта [2], ре-
гуляция процесса размножения кле-
ток [1], биосинтез гормонов, простаг-
ландина Е ь тромбоксанов и другие 
физиологические процессы [3, 12]. 
Факторами, сдерживающими процес-
сы ПОЛ в сердечной мышце (см. таб-
лицу) , являются достаточно высокая 
активность антиоксидантных фермен-
тов и наличие биоантиоксидаитов, оп-
ределяющих уровень антиокислитель-
ной активности (АОА) липидов. 

У подопытных животных уровень 
гидроперекисей липидов, ТКС и шиф-
фовых оснований повышается в серд-
це уже к концу клинической смерти, 
а с началом реанимационных меро-
приятий и реоксигеиации организма 
процессы ПОЛ усиливаются в еще 
большей степени, о чем свидетельст-
вует дальнейшее увеличение содержа-
ния продуктов ПОЛ, особенно у жи-
вотных с тяжелым течением постреа-
нимационного периода. Содержание 
продуктов ПОЛ в сердечной мышце у 
этих животных превышает в 2,5— 
3 раза контрольный уровень и в 
1,5—2 раз показатели у крыс с благо-
приятным течением восстановительно-
го периода. 

Прекращение кровообращения и 
оксигенации организма и сердца, в 
частности во время клинической смер-
ти, выключает дыхательную цепь ми-
тохондрий, что приводит к восстанов-
лению НАД в Н А Д - Н , высвобожде-
нию ферритина и Fe2"1- из мембран и 
попаданию их в цитозоль, а также к 
неполному восстановлению растворен-
ного в липидиом матриксе мембран 
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Влияние клинической смерти на процессы перекисного окисления липидов в миокарде в постреанимационном периоде (Л4=Ьт) 

Э т а п э к с п е р и м е н т а 
Г р у п п а ж и в о т н ы х 

( в с к о б к а х — ч и с л о 
ж и в о т н ы х ) 

Г и д р о п е р е к и с и л и п и д о в , 
н м о л ь / м г 

Ш и ф ф о в ы е о с н о в а н и я , 
е д / м г Т К С , н м о л ь / м г 

А н т и о к и с л и т е л ь н а я а к -
т и в н о с т ь л и п и д о в , 

м к - э к в / г 
Н Ж К , м к - э к в / г 

К о н т р о л ь (12) 1 . 5 6 ± 0 , 0 6 1 3 , 4 3 + 0 , 18 0 , 2 5 + 0 , 0 1 4 1 1 , 1 + 0 , 6 6 0 , 3 6 ± 0 , 0 2 3 
К л и н и ч е с к а я с м е р т ь (11) 2 , 9 9 ± 0 , 2 5 8 * * * 5 , 4 7 + 0 , 5 6 * * 0 , 4 8 ± 0 , 0 4 6 * * * 5 , 6 ± 0 , 2 9 * * * 0 , 62 ± 0 , 1 0 3 * 
П с с т р е а н и м а ц и о н н ы й пе-

р и о д : 
5 м и н ( П ) 2 , 4 7 + 0 , 2 1 3 * * * 6 , 67 ± 0 , 4 1 * * * 0 , 3 5 ± 0 , 0 2 5 * * 4 , 3 + 0 , 2 4 * * * 0 , 3 9 + 0 , 0 5 7 
1 5 мин (15) 2 , 7 1 - 4 - 0 , 2 7 7 * * * 7 , 3 5 + 0 , 4 1 * * * 0 , 4 1 + 0 , 0 5 5 * 4 , 0 + 0 , 2 6 * * * 0 , 4 5 ± 0 , 0 2 9 * 
3 0 мин I (13) 2 , 4 8 ± 0 , 1 8 4 * * * 3 , 9 5 ± 0 , 3 4 0 , 4 0 + 0 , 0 4 2 * * 2 , 3 ± 0 , 1 4 * * * 0 , 4 5 ± 0 , 0 3 6 * 

I I (5) 3 , 8 6 + 0 , 1 9 2 * * * * * * 12 , 04 + 1 , 6 2 * * * + + + 0 , 6 6 + 0 , 0 2 5 * * * + + + 1 , 8 + 0 , 1 1 * * * * 0 , 9 7 ± 0 , 1 3 2 * * * * * 
9 0 м и н I (9) 2 , 5 7 ± 0 , 1 9 2 * * * 5 , 2 5 ± 0 , 6 1 * * 0 , 4 5 ± 0 , 0 3 3 * * * 2 , 8 ± 0 , 2 4 * * * 0 , 4 4 ± 0 , 0 4 7 

I I (5) 3 , 6 9 + 0 , 2 4 1 * * * * * 1 1 , 1 3 + 1 , 1 5 * * * + + + 0 , 6 8 + 0 , 0 8 5 * * * * 2 , 0 + 0 , 1 2 * * * * 1 , 0 5 ± 0 , 1 7 9 * * * * 
3 ч I (9) 2 , 7 7 + 0 , 2 8 3 * * * 4 , 10 + 0 , 3 1 0 , 4 0 ± 0 , 0 5 1 * 4 , 8 ± 0 , 3 3 * * * 0 , 5 5 ± 0 , 0 6 9 * 

I I (5) 4 , 8 1 + 0 , 4 3 3 * * * * * 7 , 4 2 + 0 , 8 5 * * * * * 0 , 6 8 + 0 , 0 8 7 * * * * * 3 , 1 + 0 , 2 2 * * * + + + 0 , 9 0 + 0 , 0 6 7 * * * * * 
6 ч I (12 ) 3 , 2 3 ± 0 , 1 6 0 * * * 6 , 10 + 0 , 2 0 * * * 0 , 4 8 ± 0 , 0 3 1 * * * 5 , 1 ± 0 , 4 3 * * * 0 , 4 1 ± 0 , 0 3 2 

I I (5) 5 , 0 2 + 0 , 3 9 2 * * * * * * 8 , 7 9 + 0 , 6 8 * * * * 0 , 6 9 ± 0 , 0 6 3 * * * * * 3 , 5 + 0 , 3 2 * * * * 0 , 6 2 + 0 , 0 1 5 * * * + + + 
1 с у т I (12 ) 2 , 4 4 ± 0 , 1 4 8 * * * 3 , 4 9 ± 0 , 3 8 0 , 3 4 ± 0 , 0 3 2 * 6 , 4 ± 0 , 4 0 * * * 0 , 2 4 ± 0 , 0 2 9 * * 1 с у т 

I I (5) 3 , 9 6 + 0 , 5 9 3 * * * * 8 , 1 3 ± 0 , 8 0 * * * + + + 0 , 6 4 ± 0 , 1 4 0 * * 3 , 0 + 0 , 1 6 * * * * + + + 0 . 4 5 + 0 , 0 4 1 + + + 
3 с у т I ( Ю ) 2 , 6 0 ± 0 , 1 3 3 * * * 4 , 17 + 0 , 5 4 0 , 3 7 ± 0 , 0 4 1 * 7 , 5 + 0 , 4 8 * * * 0 , 3 1 ± 0 , 0 4 4 3 с у т 

I I (6) 4 , 0 1 + 0 , 2 9 2 * * * + + + 9 , 2 0 ± 1 , 0 2 * * * + + + 0 , 5 9 ± 0 , 0 3 7 * * * + + + 3 , 8 ± 0 , 2 4 + + + 0 , 5 6 + 0 , 1 9 9 
7 с у т I (9) 2 , 1 3 ± 0 , 0 6 4 * * * 3 , 9 6 ± 0 , 2 3 0 . 4 1 ± 0 , 0 2 1 * * * 6 , 4 ± 0 , 5 5 * * * 0 , 4 0 ± 0 , 0 3 1 7 с у т 

I I (4) 3 , 8 5 + 0 , 3 1 1 * * * + + + 7 , 9 8 + 0 , 6 3 * * * + + + 0 , 8 0 ± 0 , 0 4 5 * * * + + + 4 , 0 + 0 . 3 3 * * * * * 0 , 5 4 + 0 , 0 6 2 * 
14 с у т I ( Ю ) 2 , 8 8 ± 0 , 1 6 1 * * * 4 , 3 9 ± 0 , 2 9 * 0 , 4 2 ± 0 , 0 3 1 * * * 1 2 , 2 ± 0 , 7 4 0 , 3 5 ± 0 , 0 2 6 14 с у т 

I I (4) 4 , 2 4 + 0 , 2 7 4 * * * + + + 1 3 , 3 7 ± 1 , 1 2 * * * + + + 0 . 6 1 + 0 , 0 8 1 * * * + 7 , 6 + 0 , 4 5 * * * * * * 0 , 4 4 ± 0 , 0 3 1 * 
21 с у т ( Ю ) 2 , 10 + 0 , 1 7 2 * 3 , 8 0 + 0 , 4 1 0 , 3 1 + 0 , 0 2 7 1 4 , 6 + 1 , 1 0 * 0 , 4 1 ± 0 , 0 4 9 
1 мес ( Ю ) 1 , 7 7 ± 0 , 1 8 7 3 , 7 1 + 0 , 4 8 0 , 2 2 + 0 , 0 2 6 1 3 , 3 + 0 , 8 6 0 , 3 6 ± 0 , 0 5 2 

П родолжение 

Этап э к с п е р и м е н т а 
Г р у п п а ж и в о т н ы х ( в 

с к о б к а х — ч и с л о ж и в о т -
н ы х ) 

С у п е р о к с и д д и с м у т а з а , 
е д / м г / м и н К а т а л а з а , е д / м г / м и н 

Г л у т а т и о н п е р о к с и д а з а , 
н м о л ь / м г / м и н 

Г л у т а т и о н р е д у к т а з а , 
н м о л ь / м г / м и н 

К о н т р о л ь (12 ) 3 , 4 1 + 0 , 2 1 8 6 , 0 + 6 , 0 8 7 , 1 8 ± 0 , 4 9 4 , 9 4 ± 0 , 3 2 
К л и н и ч е с к а я с м е р т ь ( П ) 1 , 5 8 ± 0 , 2 0 * * * 1 9 , 5 + 2 , 4 3 * * * 4 , 9 2 ± 0 , 3 3 * * 4 , 1 0 ± 0 , 4 0 
П о с т р е а н и м а ц и о н н ы П п е р и о д : 

2 , 4 2 + 0 , 1 5 * * * 4 8 , 6 ± 4 , 0 3 * * * 5 м и н ( П ) 2 , 4 2 + 0 , 1 5 * * * 4 8 , 6 ± 4 , 0 3 * * * 6 , 8 6 ± 0 , 51 3 , 6 6 ± 0 , 3 5 * 
1 5 мин (15) 3 , 5 6 ± 0 , 3 6 3 5 , 5 ± 4 , 0 6 * * * 5 , 9 3 ± 0 , 4 0 3 , 3 8 ± 0 , 3 1 * * 
3 0 м и н I (13 ) 2 , 9 0 ± 0 , 1 6 * 6 6 , 4 ± 6 , 5 1 * 5 , 5 9 ± 0 , 3 3 * 4 , 0 0 ± 0 , 2 7 * 3 0 м и н 

I I (5) 1 , 2 8 + 0 , 1 0 * * * + + + 4 8 , 4 ± 4 , 0 2 * * * + 3 , 5 8 ± 0 , 4 0 * * * + + 2 , 7 2 + 0 , 2 0 * * * + + 
9 0 мин I (9) 2 , 6 2 ± 0 , 19* 7 0 , 1 ± 6 , 4 5 4 , 5 0 ± 0 , 2 3 * * * 3 , 9 0 ± 0 , 3 4 * 9 0 мин 

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

I I ( 5 ) 1 , 2 5 ± 0 , 1 6 * * * + + + 5 4 , 2 ± 4 , 3 1 * * 4 , 0 3 ± 0 , 3 6 * * * + + + 2 , 6 3 ± 0 , 2 1 * * * 
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кардиомиоцитов молекулярного кис-
лорода, что сопряжено с образова-
нием активных форм кислорода: 
супероксидных радикалов, перекиси 
водорода, гидроксильных радикалов 
[2, 16]. Образовавшиеся в избыт-
ке активные формы кислорода и 
свободные радикалы реагируют с 
Н Ж К фосфолипидов мембран, обра-
зуя перекисные соединения. Появле-
ние перекисных группировок в угле-
родных цепочках Н Ж К , входящих в 
фосфолипиды мембран, приводит к 
нарушению и ослаблению гидрофоб-
ных связей в мембранах, разрыхле-
нию мембран, появлению в них гидро-
фильных «пор», к ингибироваиию мем-
браносвязанных липидзависимых фер-
ментов [4, 11]. 

Усиление липопереокисления и из-
быточное накопление продуктов ПОЛ 
в миокарде во время клинической 
смерти сопряжены с ингибировапием 
ферментной системы антиокислитель-
ной защиты, ключевым компонентом 
которой является супероксиддисмута-
за. Активность этого фермента, обез-
вреживающего супероксидные анион-
радикалы путем их дисмутации и пре-
вращения в менее реакциопноспособ-
ные молекулы перекиси водорода и 
триплетного кислорода, снижается бо-
лее чем в 2 раза, а активность ката-
лазы, разрушающей перекись водоро-
да, — в 4,5 раза. Активность глута-
тионпероксидазьт, разрушающей ли-
пидные перекиси без образования сво-
боднорадикальных продуктов и тем 
самым исключающей возможность 
окислительного повреждения клеточ-
ных компонентов при распаде переки-
си, оказалась также сниженной. Уси-
лению процессов ПОЛ способствует 
снижение в 2 раза АОА липидов, от-
ражающей запасы антиоксидантов в 
миокарде, которые, взаимодействуя с 
радикалами, «преодолевшими» фер-
ментативный антиоксидантный барьер, 
замедляют или обрывают цепной сво-
боднорадикальный процесс. 

Накопление в миокарде продуктов 
ПОЛ в известной степени обусловлено 
изменением структурного фактора, 
или так называемого структурного 
аитиоксиданта [ 12], характеризующе-
гося строго определенным размеще-
нием в мембране составляющих ее 
элементов, предохраняющих липид-
ный компонент мембраны от ради-
кальной атаки. Этому также способ-



ствует развившаяся при гипоксии 
деэнергизация митохондрий, сопро-
вождающаяся выбросом в цитоплазму 
Са2 + , активацией этими ионами фос-
фолипазы А2, разрушающей фосфоли-
пидную основу мембран [18]. Кроме 
того, гиперкатехоламинемия и гипок-
сия, усиливая липолиз, увеличивают 
на 72% уровень Н Ж К в сердечной 
мышце, которые, как известно, яв-
ляются субстратом липопереокисл е -
ни я. 

В первые минуты оживления с па-
чалом рециркуляции и реоксигеиации 
организма количество кислорода, 
растворенного в липидном матриксе 
митохондрий миокарда, резко увели-
чивается и закономерно повышается 
вероятность реакции молекулярного 
кислорода с восстановленными пере-
носчиками дыхательной цепи [24]. 
В итоге происходит еще большее уси-
ление образования свободных ради-
калов с дальнейшим вовлечением фос-
фолипидов мембран в цепные свобод-
но р а д и к а л ь н ые pea к ц и и, п род о л ж а ют 
усиленно расходоваться антиоксидан-
ты (АОА липидов снижается в еще 
большей степени). Активность забло-
кированных во время клинической 
смерти антиоксидантных ферментов не-
сколько повышается, но не достигает 
контрольного уровня. 

Через 15 мин после оживления от-
мечают дальнейшее увеличение (в 
сравнении с 5-минутным периодом 
после реанимации) содержания гидро-
перекисей липидов, ТКС и шиффовых 
Ьсноваиий на фоне пониженной ак-
тивности каталазы и глутатионперок-
сидазы и уменьшенных запасов анти-
оксидантов. По времени это совпа-
дает с угнетением сократительной 
функции миокарда и формированием 
синдрома низкого сердечного выбро-
са [2, 6] вследствие повреждения си-
стем транспорта Са2+ и митохондрий 
продуктами ПОЛ [5, 15]. Известно, 
что системы транспорта Са2+ в мем-
бранных структурах сердца обладают 
исключительно высокой чувствитель-
ностью к ПОЛ: незначительное накоп-
ление продуктов ПОЛ в саркоплазма-
тическом ретикулуме и сарколемме 
сердца приводит к выраженному инги-
бированию Са2+-транспортирующей 
способности, обусловленному разоб-
щением гидролиза АТФ с транспор-
том Са2'1- [11]. Токсическое действие 
продуктов Г10Л заключается в их 

80 г-

1 3 7 14 

Динамика неврологического статуса крыс по-
сле оживления. 

/ и II — г р у п п ы ж и в о т н ы х с о о т в е т с т в е н н о с б л а -
г о п р и я т н ы м и н е б л а г о п р и я т н ы м течением постре-
а н и м а ц и о и н о г о п е р и о д а . П о оси а б с ц и с с — в р е м я 
п о с л е о ж и в л е н и я (в с у т ) ; по оси о р д и н а т — оцен-

ка н е в р о л о г и ч е с к о г о с т а т у с а (в б а л л а х ) . 

способности инактивировать SH-rpyn-
пы белков, разобщать и подавлять 
окислительное фосфорилироваиие, вы-
зывать деформацию, набухание, сли-
пание и даже полное разрушение ми-
тохондрий [2], что нарушает энерге-
тическое обеспечение сократительной 
функции миокарда. 

С 30-й минуты по интенсивности 
протекания процессов ПОЛ в сердце 
отчетливо выявляются 2 группы жи-
вотных: в 2/з случаев отмечаются 
умеренные активация процессов ПОЛ 
и накопление продуктов липопере-
окисления (I — животные с благо-
приятным течением постреанимацион-
иого периода и меньшим дефицитом 
неврологического статуса в более 
поздние сроки — см. рисунок), в 7з 
случаев наблюдаются выраженная ак-
тивация ПОЛ и значительное накоп-
ление в миокарде гидроперекисей, 
ТКС и шиффовых оснований (И -
животные с неблагоприятным тече-
нием постреанимационного периода и 
выраженным дефицитом неврологиче-
ского статуса). 

Как видно из таблицы, для пост-
реанимационного периода независи-
мо от группы животных характерно 
чередование периодов значительного 
усиления (90 мин, 6 ч, 1—3, 14 сут) и 
снижения (3 ч, 7, 21 и 30 сут) интен-
сивности липопереокисления и соот-
ветствующих изменений содержания 
гидроперекисей липидов, ТКС и шиф-
фовых оснований. Характерно, что 
уровень антиоксидантов в сердечной 
мышце животных независимо от груп-
пы имел минимальные значения в 
первые 90 мин после оживления, а 
позднее па фоне повышения активно-
сти антиоксидантных ферментов, осо-
бенно в I группе, АОА липидов посте-
пенно увеличивалась, однако в тече-
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ние 1-й недели постреанимационного 
периода контрольного уровня так и 
не достигла. Лишь через 2—3 нед ве-
личина АОА свидетельствовала об от-
носительной насыщенности миокарда 
биоантиоксидантами (соответственно 
110 и 131% от контрольного уровня 
АОА липидов). Полной нормализации 
ПОЛ не наступало и к концу 1-го ме-
сяца после оживления, хотя через 
3 нед разница между одноименными 
показателями в изучаемых группах 
отсутствовала и поэтому они были 
объединены в одну. Достаточно высо-
кая активность ПОЛ в этот период 
вызвана, очевидно, интенсивно проте-
кающими репаративными процесса-
ми [10]. 

Таким образом, чрезмерная актива-
ция ПОЛ, особенно в раннем периоде 
оживления, и накопление токсических 
продуктов, способных нарушать струк-
турную целостность и функциональ-
ную активность липидов и липидзави-
симых ферментов мембран кардио-
миоцитов, являются одним из ключе-
вых звеньев патогенеза постреанима-
ционной недостаточности сердца. 
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Dist inct increase in lipid peroxidat ion w a s 
found in myocard ium of ra ts , subjected to 
acute h e m o r r h a g e fol lowed by clinical death. 
Inhibit ion of the enzymat ic system, p ro tec t ing 
cells f rom free rad ica ls influence, as well a s 
a decrease of the b ioan t iox idan t s content in 
myocard ium corre la ted with act ivat ion of lipid 
peroxidat ion. Con ten t of lipid hydroperoxides , 
trienic ca rbonyls and Shiff bases achieved 
especially high level under un favourab le condi-
t ions of the pos t resusc i ta t ion period. 
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АД Е Н И И Н У К Л EOT ИД Ы И АДЕНИЛАТНЫЙ ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ 
З А Р Я Д В ЭРИТРОЦИТАХ ПРИ ПСОРИАЗЕ 

Институт биологической физики АН СССР, Пущино, Н И И дерматологии и венерологии 
Минздрава УССР, Харьков 

Э11 е р гет и ч ее ко е со сто я и и е к л етк и 
о 11 р еде л я етс я ст а ц и о н а р н ыми конце н-
трациями АТФ, АДФ, АМФ и сум-
марной концентрацией адениннуклео-
тидов и контролируется аденилатиым 
энергетическим зарядом — отношением 
(АТФ + 7 2 А Д Ф ) / ( А Т Ф + А Д Ф + 
+ АМФ) [4, 5]. Гипотеза об аденил-
атном контроле энергетического об-
мена основана па предположениях, 
что небольшие изменения энергетиче-
ского з а р я д а должны вызывать мощ-
ные активности ферментов, которые 
утилизируют или генерируют АТФ, и 
что активность аденилаткиназы в 
клетке достаточна для поддержания 
равновесия между индивидуальными 
рдениннуклеотидами [4, 5]. 

Псориаз является общим заболева-
нием кожи неизвестной этиологии, с 
неизвестным биохимическим дефектом. 
Многочисленные исследования пока-
зали, что при псориазе скорость, с ко-
торой пролиферируют клетки эпидер-
миса, в значительной (до 10-кратной) 
степени возрастает [9, 10]. Это озна-
чает, что энергетический обмен в эри-
троцитах, выполняющих, в частности, 
функцию переноса аденозина между 
Леченью и периферическими тканями, 
в том числе для обеспечения потреб-
ности регенерирующего эпидермиса в 
шуринах [17], должен интенсифициро-
ваться при псориазе. 

Информация о природе и степени 
изменений в метаболитах эритроцитов 
ijipn псориазе крайне ограничена, а 
д а н н ы е о к о н ц е н т р а ц и я х а д е н и н н у -
клеотидов в эритроцитах почти отсут-
ствуют в литературе. Этот аспект 
энергетического обмена заслуживает , 
однако, определенного внимания, так 
как влияние повреждения кожи на 
энергетическое состояние эритроцитов 
может быть оценено просто и прямо — 
Шутем измерения внутриклеточных 
Концентраций АТФ, А Д Ф и АМФ био-
химическими методами и вычисления 
э н ер гет и чес кого заряда . В ел и ч и и а 
энергетического з аряда указывает на 
то, способна ли клетка данного типа 

выполнять энергозависимые процессы, 
например транспорт ионов и биосинте-
зы |4, 5]. Поэтому задачей данной 
работы было определение указанных 
показателей обмена адениннуклеоти-
дов в эритроцитах больных псориазом 
и здоровых людей. 

М е т о д и к а 

Д л я анализов брали кровь больных псо-
риазом и здоровых людей, используя часть 
материала, отобранного из вены утром нато-
щак в биохимической лаборатории клиники.. 
Непосредственно из гепаринизированногэ 
шприца кровь переносили в мерные пробирки» 
которые немедленно погружали в жидкий 
азот. В таком виде отобранный материал на-
капливали и сохраняли в течение 1 - 4 нед 
перед биохимическим анализом. 

К цельной крови и сыворотке немедленно) 
после р а з м о р а ж и в а н и я при комнатной темпе-
ратуре добавляли охлажденную до -—18°С 
смесь 8 % хлорной кислоты и 40 % этилового» 
спирта (1,5 мл смеси на 0,5 мл крови или 
сыворотки) . Экстракцию адениннуклеотидов 
проводили на тающем льду при постоянном 
перемешивании в течение 10 мин. Реакцион-
ную смесь центрифугировали при 10 000 g ш 
—10 °С в течение 10 мин, надосадочную жид-
кость нейтрализовали 30 % раствором КОН 
при непрерывном перемешивании и на льду. 
Образующиеся кристаллы КСЮ 4 удаляли по-
втори ым центрифугированием. 

В нейтрализованных экстрактах определя-
ли концентрации АТФ, А Д Ф и АМФ фермен-
тативными методами, описанными ранее [12]. 

В экспериментах in vi t ro использовали 
кровь других здоровых и больных людей. 
Свежевыделеимые эритроциты отмывали 3 ра-
за в солевом растворе, содержащем 0,14 М 
NaCl, 2 мМ MgCl 2 , 10 мМ трис-HCl (рН 7,4) 
и 5 мМ глюкозу, и инкубировали при 37 °С 
в среде следующего состава: 0,12 М NaCl, 
3 мМ КС1, 2 мМ САСЬ, 1 мМ MgCl2 , 1,2 мМ 
N a 2 H P 0 4 , 50 мМ трис-HCl (рН 7,4) и 10 мМ 
глюкозу (по [1]). После инкубации в течение 
1—5 ч отбирали часть суспензии клеток для 
определения АТФ. 

Тени эритроцитов готовили следующим об-
разом. 4 мл отмытых эритроцитов смешивали 
с 20 мл охлажденного до 0 — 2 Р С раствора, 
содержащего 2 мМ MgCl2 , 1 мМ АТФ и 
10 мМ трис-HCl (рН 7,4). После 5 мин инку-
бации на холоде в полученный гемолизат до-
бавляли NaCl до конечной концентрации 
0,15 М и оставляли на 10 мин для реставра-
ции клеточных мембран. Замкнутые тени эрит-
роцитов отделяли от незамкнутых дополни-
тельной инкубацией при 37 °С в течение 15мии 
(способствующей дальнейшему разрушению 
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незамкнутых теней эритроцитов) и центрифу-
гированием при 10 000 g в течение 5 мин. По-
лученные таким образом тени эритроцитов 
мромывали 3—4 раза (по 5 мин при 10 000 g) 
в среде их инкубации, содержащей 0,14 М 
NaCl, 10 мМ КС1, 2 мМ MgCl 2 , 0,5 мМ АТФ 
и 10 мМ трис-HCl (рН 7,4). 

Активность Na+, К + -стимулируемой 
АТФазы в эритроцитарных мембранах измеря-
ли при 3 7 ° С по высвобождению 3 3 Р| из 3 3Р-
у-АТФ. 0,5 мл теней эритроцитов инкуби-
ровали в 5,5 мл инкубационной среды, 
0 которую добавляли 50 мкл 3 3 Р-у-АТФ 
(2,8 м К и / м л ) , в присутствии или в отсутствие 
1 мМ уабаипа. После 30 или 60 мин инкуба-

ции реакцию останавливали добавлением 0,5 мл 
холодной концентрированной хлорной кислоты 
и содержимое смешивали с 1 мл 20 % водной 
суспензии древесного угля (адсорбирующего 
адениннуклеотиды, в том числе меченные ра-
диоактивными изотопами, но не взаимодейст-
вующего со свободным Pi |7]) . Затем древес-
ный уголь осаждали центрифугированием в 
течение 10 мин при 3000 g и 0 °С . 0,5 мл над-
осадочной жидкости смешивали с 4 мл сции-
тилляционной жидкости и измеряли радиоак-
тивность 3 3 Pj па счетчике проточного типа 
4 Пи. Активность N a + , К ' - А Т Ф а з ы вычисляли 
как разность активности фермента, измерен-
ной в отсутствие и в присутствии уабаииа, и 
выражали в импульсах в минуту на 1 мл сус-
пензии теней эритроцитов. 

Результаты обрабатывали статистически по 
/-критерию Стыодснта. 

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

В таблице приведены концентрации 
АТФ, АДФ и АМФ, измеренные в кро-
ви здоровых людей и больных псориа-
зом в период обострения заболевания. 
Оказалось, что содержание АТФ в 
цельной крови больных на 71 % вы-
ше, чем у здоровых людей. Концен-

Концентрация адениннуклеотидов и аденилат-
ный энергетический заряд в крови больных 

псориазом и здоровых людей 

П о к а з а т е л ь 
К о н т р о л ь н а я 

г р у п п а 
(п=7) 

1 

Б о л ь н ы е п с о р и а -
зом в п е р и о д 

о б о с т р е н и я 
( / г = 1 1) 

АТФ 0,311 ± 0 , 0 4 8 0,531 ± 0 , 0 1 4 * 
АДФ 0 ,084±0 ,011 0,92 ± 0 , 0 0 5 
АМФ 0 ,045±0 ,010 0 , 0 4 0 ± 0 , 0 0 5 
АТФ-1-АДФ+ 

+ АМФ 0 , 5 0 0 ± 0 , 0 2 3 0 ,662±0 ,015* 
Энергетический 

заряд 0 , 7 8 ± 0 , 0 3 0 , 8 6 ± 0 , 0 1 ** 
АТФХ 

X АМФ/АДФ 2 3 , 1 8 ± 0 , 2 2 5 , 6 0 ± 0 , 5 0 * * 

П р и м е ч а н и е . Концентрации АТФ, 
АДФ и АМФ выражены в миллимолях на 1 мл 
цельной крови. АТФ-АМФ/АДФ 2 — отно-
шение действующих масс аденилаткиназной 
реакции. 1 звездочка — Р < 0 , 0 0 1 , 2 звездоч-
ки — Я < 0 , 0 1 при сравнении с показателем 
контрольной группы. 
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Рис. 1. Концентрация АТФ в эритроцитах при 
их инкубации с глюкозой. 

О т м ы т ы е к л е т к и и н к у б и р о в а л и при 37 °С в с р е д е , со-
д е р ж а щ е й 0,12 М NaCl , 3 мМ KC1, 2 мМ СаС12, 1 мМ 
M g C l 2 , 1,2 мМ N a 2 H P 0 4 и 50 м М т р и с - H C l ( р Н 7,4) . 
Ч е р е з в р е м я , у к а з а н н о е на оси а б с ц и с с , ч а с т ь суспен-
зии о т б и р а л и д л я о п р е д е л е н и я АТФ. / — э р и т р о ц и т ы 
б о л ь н ы х п с о р и а з о м ; 2 — э р и т р о ц и т ы тех ж е боль-
ных в п е р и о д к л и н и ч е с к о й ремиссии ; 3 — к о н т р о л ь 
( з д о р о в ы е л ю д и ) . П р и в е д е н ы с р е д н и е з н а ч е н и я и 
с р е д н е к в а д р а т и ч н ы е о т к л о н е н и я от с р е д н и х д л я 16 
( к р и в а я У), 9 ( к р и в а я 2) и 16 ( к р и в а я 3) п р е п а р а -
тов р а з н ы х л ю д е й . Все р а з л и ч и я внутри к а ж д о й 
г р у п п ы н е д о с т о в е р н ы ; все р а з л и ч и я м е ж д у г р у п п а -

ми д о с т о в е р н ы ( Р < 0 , 0 0 1 ) . 

трации АДФ и АМФ в крови больных 
и здоровых индивидуумов отличались 
незначительно. Это привело к увеличе-
нию как суммарной концентрации аде-
ниннуклеотидов, так и величины энер-
гетического заряда в крови больных 
псориазом (см. таблицу) . Концентра-
ции АТФ, АДФ и АМФ в сыворотке 
крови тех же доноров не превышали 
6 мкмоль/л (предел обнаружения на-
шими методами), следовательно, при-
веденные в таблице данные полностью 
отражают соответствующие показате-
ли для эритроцитов. 

В литературе имеются сведения о 
сниженных концентрациях АТФ и ве-
личине энергетического заряда, повы-
шенных концентрациях АДФ и АМФ 
в эритроцитах периферической крови 
больных псориазом [3]. В этой работе 
[3], однако, не были указаны методы 
отбора, хранения крови и определения 
адениннуклеотидов. Длительное же 
хранение крови при комнатной темпе-
ратуре может привести к распаду эн-
догенного АТФ, накоплению АДФ и 
АМФ. 

В очагах поражения кожи у боль-
ных псориазом внутриклеточная кон-
центрация АТФ возрастает в 2—3 раза 
и находится в прямой зависимости от 
тяжести заболевания [2]. Другие ав-
торы [11] определяли адениннуклео-
тиды в эпидермисе пораженной псо-
риазом кожи люциферии-люцифераз-
ным методом после замораживания 
материала в жидком азоте и кислот-
ной экстракции. Эти авторы сообщили, 



Рис. 2. АТФазная активность эритроцитарных 
мембран. 

О 5 мл теней э р и т р о ц и т о в и н к у б и р о в а л и при 37 °С 
в 5,5 мл с р е д ы , с о д е р ж а щ е й 0,14 М N a C l , 10 м М 
1<С1, 2 м М MgCl 2 , 0,5 мМ АТФ, 10 м М т р и с - H C l 
(рН 7,4) и 50 м к л 3 3 Р-7 -АТФ. П о с л е 30 или 60 мин 
и н к у б а ц и и в р е а к ц и о н н у ю с м е с ь д о б а в л я л и х л о р -
ную к и с л о т у п в н е й т р а л и з о в а н н ы х э к с т р а к т а х оп-
р е д е л я л и р а д и о а к т и в н о с т ь с в о б о д н о г о 8 3 Pj . 1 — 
к о н т р о л ь ( з д о р о в ы е л ю д и ) ; 2 — б о л ь н ы е п с о р и а з о м . 
Р е з у л ь т а т ы - - в и м п / м и н Х Ю 4 на 1 мл с у с п е н з и и 
теней э р и т р о ц и т о в . П р и в е д е н ы с р е д н и е з н а ч е н и я и 
с р е д н е к в а д р а т и ч н ы е о т к л о н е н и я от с р е д н и х д л я 
8—18 п р е п а р а т о в р а з н ы х д о н о р о в . Все о т л и ч и я д о -

с т о в е р н ы ( Р < 0 , 0 5 ) . 

что концентрации индивидуальных 
адениннуклеотидов в эпидермисе боль-
ных находятся в пределах нормы, од-
нако их данные явно свидетельствуют 
об увеличенной на 40 % концентрации 
АТФ при неизменных концентрациях 
АДФ и АМФ в пораженном эпидерми-
се (см. табл. 1 в [11]) . 

Таким образом, как наши резуль-
таты (см. таблицу) , так и данные ли-
тературы [2, 11] демонстрируют уве-
личенные концентрацию АТФ, суммар-
ную концентрацию адениннуклеотидов 
и величину аденилатного энергетиче-
ского заряда в эритроцитах и клет-
ках эпидермиса у больных псориазом. 

Причинами повышенной концентра-
ции АТФ в клетке может быть усиле-
ние синтеза или ослабление распада 
адениннуклеотидов. Единственным ис-
точником метаболической энергии в 
форме АТФ в эритроцитах человека и 
других млекопитающих является гли-
колиз [13]. Так как внутриклеточная 
концентрация АТФ может изменяться 
в широких пределах при инкубации 
эритроцитов с глюкозой, причем ста-
ционарная концентрация АТФ устанав-
ливается после 30 мин инкубации [1], 
мы провели такой эксперимент с отмы-
тыми клетками крови больных псориа-
зом и здоровых людей. При инкуба-
ции, однако, не выявлено ускорения 
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или ослабления сопряженного с глико-
лизом синтеза АТФ в эритроцитах 
больных в сравнении с клетками здо-
ровых доноров (рис. 1). Хотя содер-
жание АТФ в эритроцитах больных 
сохранялось почти вдвое более высо-
ким, чем в контрольном препарате, на 
всем протяжении инкубации (5 ч) кле-
ток с глюкозой внутриклеточная кон-
центрация АТФ не изменялась в обоих 
случаях. В эритроцитах тех же боль-
ных после терапии традиционными ме-
тодами (иглотерапии и др.) концент-
рация АТФ снижалась (см. рис. 1), ио 
не достигала нормы (Р<0 ,001) и под-' 
держивалась на таком промежуточном 
уровне в течение всего периода инку-, 
бации. 

При инкубации тецей эритроцитов, 
предварительно сохраняемых в той же 
среде с высокой концентрацией Na+, 
равной 0,14 М, активность Na+, K+-i 
АТФ азы в клеточный мембранах боль-
ных псориазом оказалась достоверно 
меньшей, чем в контрольном препара-
те (рис, 2), причем это различие на-
блюдалось как после 30 мин, так и 
после 60 мин инкубации. 

Таким образом, наши результата 
показали, что не ускоренный гликоли-
тический синтез АТФ, а ослабленный! 
его гидролиз является основной причи-
ной увеличенной концентрации АТФ в 
эритроцитах при псориазе. 

Развитие псориаза сопровождается 
нарушением ряда метаболических про-
цессов в клетках крови и эпидермиса, 
сопряженных с обменом пуринов: уве-
личивается активность ферментов, уча-
ствующих в синтезе и распаде пурин-
нуклеотидов [15], возрастают скорости 
поглощения пуринов в клетках и их 
включения в пуриннуклеотиды [16], 
изменяется характер фосфорилирова-
ния мембранных белков [14]. Рас-
пределение индивидуальных аденин-
нуклеотидов в эритроцитах при псо-
риазе изменяется так же, как и их 
распределение в эпидермисе (данные 
таблицы и работы [11]) . Все эти дан-
ные указывают на системный характер 
патологии, а также на то, что при псо-
риазе нарушается вся миогофермеит-
ная система обмена адениннуклеотидов 
в клетках крови и пораженного эпи-
дермиса. Так как скорости синтеза 
б е л к а и н у к л е и н о в ы х к и с л о т п р о п о р -
циональны внутриклеточной концент-
рации АТФ [8], Приведенные и об-
суждаемые данные объясняют потреб-
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ность регенерирующего эпидермиса в 
повышенной концентрации АТФ. Уве-
личенный уровень АТФ в эритроцитах 
больных псориазом, не обладающих 
системой синтеза белка, объяснить та-
ким способом не представляется воз-
можным. Эритроциты, однако, у ч а с т -
вуют в переносе аденозина из печени 
в периферические ткани [17], и повы-
шенный уровень АТФ может быть 
следствием ускоренного оборота аде-
нозина в эритроцитах, который необ-
ходим для обеспечения регенерирую-
щего эпидермиса в повышенных коли-
чествах пуринов. 

Представляет интерес вопрос о по-
стоянстве энергетического заряда аде-
нилатиой системы в эритроцитах. 
Энергетический заряд является фунда-
ментальным параметром, контроли-
рующим энергетическое состояние 
клетки в том смысле, что любое уве-
личение энергетического заряда вызы-
вает активацию ферментативных про-
цессов, утилизирующих АТФ и обра-
зующих АДФ или АМФ, и инактива-
цию реакций противоположного харак-
тера, а уменьшение энергетического 
заряда приводит, напротив, к актива-
ции синтеза АТФ и инактивации его 
распада [4, 5]. В нормальных физио 
логических условиях величина энерге-
тического заряда поддерживается на 
постоянном уровне в клетках многих 
животных [4, б] благодаря четкому 
взаимодействию систем, утилизирую-
щих и генерирующих АТФ, и равнове-
сию между АТФ, АДФ и АМФ в клет-
ке, которое в свою очередь поддержи-
ва етс я аде ни л а т к и и а зо й. 

Увеличенная концеитрация АТФ в 
эритроцитах (как и в клетках эпидер-
м и с а) и н е и з м е н н ы е к о н цен т рации 
АДФ и АМФ при псориазе приводят 
к увеличению энергетического заряда, 
что свидетельствует также о наруше-
нии стабилизации этого фундаменталь-
ного параметра энергетического со-
стояния клетки. Такое нарушение ока-
зывается прямо связанным с наруше-
п и е м р а в н овес и я в а д е н и л а т к и н а з н о й 
реакции, так как при псориазе отно-
шение действующих масс адсиилатки-
наз ной р е ак ции увеличивается п о чт и 
в 2 раза (см. таблицу). Анализ меха-
низмов, ответственных за изменение 
равновесия м еж д у и н д и в иду а л ь н ы м и 
адениннуклеотидами и за стабилиза-
цию энергетического заряда, выходит 
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за рамки настоящей работы и подле-
жит дополнительному исследованию. 

Независимо от механизмов, вызы-
вающих нарушения в обмене аденин-
нуклеотидов в эритроцитах и эпидер-
мисе при псориазе, данные об увели-
ченных уровнях АТФ, суммы аденин-
нуклеотидов и аденилатного энергети-
ческого заряда в эритроцитах и цель-
ной крови могут быть использованы 
в диагностике и терапии этого заболе-
вания. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Лтауллаханов А. И., Атауллаханов Ф. И., 
Витвицкий В. М. и др. / / Биохимия — 1985.— 
Т. 50. - С . 1005—1011. 

2. Свирид А. А. / / Патогенез и терапия рас-
пространенных хронических дерматозов и 
венерических болезней.— Киев, 1983. -
С. 29—31. 

3. Суворов А. П. / / Здравоохр . Белоруссии. -
1981. — № 4, — С . 34—36. 

4. Atkinson D. Е. Cellular E n e r g y Metabol ism 
and Its Regula t ion . — New York, 1977. 

5. Atkinson D. £., Walton G. M. / / J. biol. 
Chem. 1967. - Vol. 242. - P. 3239— 
3241. 

6. Chapman A. G., Fall L., Atkinson D. E. // 
J. Bact. — 1971. — Vol. 108. — P. 1072 -
1 0 8 6 . 

7. Crane R. /(., Lippman F. / / J . biol. Chem. 
1953. - Vol. 201. - P. 235—243. 

8. Edwards /(., Urban JSchreiber G. / / A u s t . 
J. biol. Sci. 1979. — Vol. 32. — P. 299 
307. 

9. Fitzpatrick Т. В., Haynes /-/. A. / / Pr incip les 
of In te rna l Medicine. — Tokyo, 1980. 
P. 247 268. 

10. Gelfont S. / / B r i t . J. Derm. — 1976. • Vol. 
95. - - P. 577—590. 

11. Harmon C. S., Phizackerley P. J. R.// Clin. 
Sci. 1984. - Vol. 6 7 . — P. 291—298. 

12. Kaminsky Yu. G., Kosenko E. A., Kondra-
shova M. N. / / С о т р . Biochem. Physiol . -
1982. — Vol. B-73. — P. 957—963. 

13. Kaneko J. J. / / A d v a n c . Vet. Sci. С о т р . 
M e d . — 1 9 7 4 . — V o l . 18. — P. 117—154. 

14. Kumar R., Weiss 1/. C., West D. PI, Chiero 
L. A. / / Brit. J. Derm. — 1983. — Vol. 109. -
P. 277 286. 

15. Mutsuo 1., Ohkido M., Kizaki H., Sakura-
da Т. / / Acta derm. Venereol. (S tockh) . -
1979. _ Vol. 59. — P. 105—106. 

16. Parsch G., Gatzakis S., Ebert R., Luger A. // 
Z. Hautkr . — 1979. - - Bd 54. — S. 808— 
812 . 

17. Seegmiller J. E. Ц The Year in Metabol ism: 
1977.- - N e w York, 1978. — P. 253—325. 

П о с т у п и л а 10.03.86 



A D E N I N E N U C L E O T I D E AND ADENYLATE 
E N E R G Y C H A R G E IN ERYTHROCYTES 

UNDER C O N D I T I O N S O F P S O R I A S I S 

E. A. Kosenko, Yu. G. Katninsky, 
M. S. Gone liar enko 

ins t i tu te of Biological Physics , Academy of 
Sciences of the USSR, Puschino , Ins t i tu te of 
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Concent ra t ion of ATP, total content of ade-
nine nucleot ides and energy cha rge of the ade-
nyla te system were dis t inct ly higher in blood 

of pa t ien ts with psor ias is as compared with 
cor respond ing p a t t e r n s of heal thy persons 
blood. In psor ias is the ra te of glycolytic pro-
duction of A T P was una l te red in erythrocytes , 
whereas Na+, K + - A T P a s e activity was decrea-
sed in the cell membranes . Similar a l t e ra t ions 
occurred in epidermis impaired with psoriasis . 
The da ta obta ined sugges t the systemic type 
of the pathological process, which caused im-
pai rment of adenine nucleot ides metabol ism. 
Es t imat ion of ATP concent ra t ion , of totaS 
content of adenine nucleot ides and adenyla te 
energy cha rge migh t be of impor tance in diag-
nosis and the rapy of psoriasis . 
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H. А. Соловьева, Э. X. Гинзбург, Ф. С. Казаринова, В. В. Кандауров, 
Р. И. Салганик 

П О В Ы Ш Е Н Н Ы Й ТРАНСПОРТ ГАЛАКТОЗЫ В КЛЕТКИ 
КАК П Р И Ч И Н А РАЗВИТИЯ НАСЛЕДСТВЕННОЙ ГАЛАКТОЗЕМИИ 

У КРЫС 

Институт цитологии и генетики Сибирского отделения АН СССР, Новосибирск 

Ранее в серии работ описано созда-
ние линии крыс с наследственной га-
лактоземией и приведены характери-
стики биохимических, физиологических 
и морфологических особенностей таких 
животных [2, 6, 22]. Одновременно бы-
ла создана линия крыс, для которой 
характерна низкая час т о т а с п о н т а и н о 
развивающейся галактоземии. Крысы 
галактоземической линии, зарегистри-
рованной как линия YV/SSM [10], ха-
рактеризуются развитием катаракты, 
гепато- и силеном era л ии, нарушением 
долговременной памяти. У них сниже-
на активность галактозо- 1-фосфатури-
дилтраисферазы (Гал-1-ФУТ), ответ-
ственной за превращение галактозы в 
глюкозу, и повышен транспорт галак-
тозы в клетки. Имеют место понижен-
ная толерантность к галактозе и а ми-
мо а ц и дур ия. 

Полагают , что в основе наследствен-
ной галактоземии человека, для кото-
рой характерно большинство этих ж е 
признаков, лежит сниженная актив-
ность Гал-1-ФУТ [15, 19], ведущая к 
накоплению галактозы и ее токсиче-
ских производных в клетках. В связи 
с этим важно было выяснить* является 
ли у крыс линии W / S S M низкая актив-
ность этого фермента причиной разви-
тия наследственной галактоземии. 

Д а н н ы е проведенного ранее генети-
ческого а н а л и з а не противоречат пред-
положению о том, что развитие ката-
ракты и, вероятно, иных признаков га-

лактоземии у крыс линии W / S S M кон-
тролируется одним доминантным ге-
ном с выраженным плейотропным дей-
ствием. Однако оказалось , что ката-
ракта наследуется доминантно, а низ-
кая активность Гал-1-ФУТ - рецес-
сивно. Это д а в а л о основание предпола-
гать, что снижение активности этого 
фермента не может быть основной при-
чиной развития галактоземии. 

Биохимические исследования отверг-
ли ряд предполагаемых механизмов 
развития галактоземии у крыс и позво-
лили остановиться на предположении 
.о том, что причиной этой наследствен-
ной патологии является усиленный 
транспорт галактозы в клетки живот-
пых [7] . 

И астоя ща я работа п ос в я ще па гене-
тическому и биохимическому исследо-
ванию этого предположения. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на крысах галактоземи-
ческой линии W / S S М и крысах линии, харак-
теризующейся низкой частотой спонтанной га-
лактоземии. Д л я проведения генетического 
анализа усиленного транспорта галактозы1 в 
клетки были получены гибриды F, путем ре-
ципрокных скрещиваний крыс этих двух ли-
ний, а т а к ж е беккроссные гибриды. У таких 
животных исследовали транспорт галактозы 
в эритроциты и белки мембран эритроцитов, 
ответственные за активный перенос гексоз че-
рез клеточную мембрану. 

Исследование транспорта гексоз и фенил-
аланина в эритроциты крыс. Эритроциты отде-
ляли от лейкоцитов и плазмы путем цеитри-
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фугирования гепарииизированной крови при 
600 g в течение 10 мин, т р и ж д ы отмывали от 
белков плазмы раствором, содержащим 
Ю - 2 М трис-НС1-буфер рН 7,4 и 0,14 М NaCl, 
затем инкубировали в течение 10 мим с 6,5-
кратиым объемом смеси, содержащей 9 объе-
емов 0,14 М NaCl' с 0,05 М глюкозой и 
1 объем 0,1 М фосфатного буфера рН 7,3. 
После этого эритроциты т р и ж д ы отмывали 
раствором, содержащим Ю - 2 М трис-НС1-
буфер рН 7,4 и 0,14 М NaCl. К осадку эрит-
роцитов приливали такой ж е раствор в коли-
личествс, достаточном для достижения исход-
того объема крови. Все процедуры проводи-
ли на холоду. 

Полученную эритроцитарную взвесь 
(500 мкл) инкубировали с 1 4С-галактозой, 
мС-маниозой, 14С-глюкозой или с 1 4С-фенила-
ланииом (0,05—0,25 мМ; 0,2 мкКи) в течение 
J—10 мин при 37 °С. Транспорт гексоз и фени-
лалаиина останавливали добавлением к реак-
ционной смеси 10-кратиого объема раствора, 
состоящего из 9 объемов 0,2 М H g C l 2 с 1 % 
NaCl и 1 объема 0,1 М фосфатного буфера 
рН 6?5. Величины убыли 1 4С-галактозы из ин-
кубационной среды и накопления ее в эритро-
цитах служили показателями транспорта га-
лактозы в эритроциты [3, 11]. 

Получение мембран эритроцитов и тритоно-
вого экстракта, содержащего глюкозный транс-
портер. Гемолиз эритроцитов проводили, до-
бавляя к ним 10 объемов холодного 5 мМ нат-
рий-фосфатного буфера рН 7,4. Центрифугиро-
вали смесь при 4000 g в течение 30 мин. Над-
©садочную жидкость отбрасывали, а содержа-
щиеся в осадке мембраны отмывали т р и ж д ы 
тем ж е буфером. Затем к ним добавляли 
2 объема 0,2 мМ Э Д Т А и доводили до рН 
11,0 с помощью NaOH. Смесь инкубировали 
три 4 ° С в течение 30 мин. Отмытые мембра-
ны растворяли в 2 % тритоне Х-100 и 50 мМ 
трис-ИС1-буфере рН 7,4 так, чтобы концент-
рация белка составляла 2 мг /мл ; смесь инку-
бировали в течение 30 мин при 4 °С, затем 
центрифугировали при 100 000 g в течение 1 ч. 
Надосадочную жидкость, с о д е р ж а щ у ю транс-
портный белок, хранили при —70 °С [20]. 
Освобождение надосадочиой жидкости от три-
тона Х-100 проводили по методу [14]. Гради-
ентный Д С Н (додецилсульфат натрия)-гель-
электрофорез мембранных белков и фракции, 
содержащей глюкозный транспортер, проводи-
ли в 5—10 % полиакриламидном геле [26]. 

Очистка гексозного транспортера. Гексоз-
иый транспортер очищали с помощью колоноч-
ной хроматографии на ДЕАЕ-целлюлозе по 
методу [16]. Тритоновый экстракт мембранных 
белков наносили на колонку с ДЕАЕ-целлю-
лозой (1 ,5X20 см), уравновешенную 2 % три-
тоном Х-100 и 50 мМ трис-HCl-буфером рН 
7,4 при 4 °С. Колонку промывали 50—100 мл 
того ж е раствора, а затем тем ж е раствором, 
то с добавлением 1 М NaCl. Элюаты собирали 
по 6 мл (скорость элюации 20 м л / ч ) . Объеди-
няли элюаты, содержащие белок, после элю-
ции уравновешивающим буфером (фракция I ) , 
л т а к ж е после элюции 1 М NaCl (фракция I I ) . 
Обе фракции диализовали против 30 объемов 
10 мМ трис-НС1-буфера рН 7,4 в течение но-
чи. После концентрирования белка до 0,4 мг /мл 
обе фракции хранили при —20°С. 

Получение липосом и встраивание в них 
гексозного транспортера проводили по мето-
ду (16, 17]. Липосомы получали из фосфати-

дилхолина: 22 мг фосфатидилхолина высуши-
вали тонким слоем в круглодонной колбе под 
вакуумом, добавляли 0,5 мл 10 мМ трис-HCl-
буфера рН 7,4 и встряхивали в течение 10 мин, 
а затем озвучивали в течение 5 мин при 20— 
2 5 ° С (частота ультразвука 22 кГц) . 

Д л я идентификации и изучения свойств 
транспорта гексоз тритоновый экстракт мемб-
ранных белков или хроматографически очи-
щенные фракции встраивали в липосомы. 
С этой целью тритоновый экстракт или фрак-
ции с колонки (0,05—0,3 мг белка) объединя-
ли с липосомами (7,5 мг) в объеме 0,5 мл и 
смесь озвучивали в течение 5—7 с. 

Исследование транспорта гексоз в липосо-
мы. Транспорт 1 4С-0-гексоз инициировали, до-
бавляя 15 мкл гексозы (0,2 мМ; 0,4 мкКи) к 
185 мкл липосом со встроенным глюкозным 
транспортером. Включение 1 4С-Ь-фукозы слу-
жило показателем неспецифического транспор-
та. Величину транспорта измеряли при 37 °С 
через разные промежутки времени. Транспорт 
останавливали, приливая к инкубационной сме-
си 0,3 мл холодного раствора, содержащего 
10 мМ трйс-НС1-буфера рН 7,4, 2 мМ MgCl 2 
и 0,5 мМ HgCl 2 . Смесь наносили па мембран-
ные фильтры («Millipore», 0,22 мкм), актив-
ность которых измеряли с помощью счетчика 
радиоактивности «Марк-2» («Nuclear Chi-
cago») . 

В работе использовали следующие реакти-
вы и материалы: 1 4С-галактозу (удельная ак-
тивность 319 мКи/ммоль ) , 14 С-глюкоз у (удель-
ная активность 61,1 м К и / м м о л ь ) , 1 4С-маинозу 
(удельная активность 31,8 м К и / м м о л ь ) , 14С-
фукозу (удельная активность 47 мКи/ммоль) 
и 1 4С-феиилалании (удельная активность 
513 мКи/ммоль , «Amersham», Великобрита-
ния) , гепарин («Richter», В Н Р ) . 

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

Генетический анализ и оценка роли 
интенсивного транспорта галактозы в 
клетки в развитии наследственной га-

лактоземии у крыс 

Ранее было установлено, что крысы 
галактоземической линии характеризу-
ются интенсивным транспортом галак-
тозы в эритроциты и клетки печени 
[7]. В табл. 1 показана средняя интен-
сивность транспорта галактозы в эрит-
роциты крыс галактоземической линии 
(Г) и крыс линии, устойчивой к галак-
тоземическому действию галактозы 
(У) с редким спонтанным проявлени-
ем признаков галактоземии, а также их 
гибридов (Ft) и! беккроссных гибридов 
( F i X y и F i X T ) . Из этих данных вид-

но, что высокая интенсивность транс-
порта доминирует у гибридов F, и 
FiXT> а среднее значение интенсивно-
сти транспорта у беккроссных гибри-
дов F i X y занимает промежуточное по-
ложение. Это дает основание предпо-
ложить моногенную детерминацию это-
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Т а б л и ц а 1 

Средние значения (и дисперсии) активности 
транспорта галактозы в эритроциты крыс га-
лактоземической и устойчивой к галактозе 

линий и их гибридов 

Ж и в о т н ы е 

стоичивая к галактозе 
линия (У) 

злактоземическая ли-
ния (Г) 

Гйбриды Fx 
Беккросиые гибриды: 

F x X У 
FxX Г 

44 

23 

14 

40 
37 

И М П / м и и / м л х 
X 1 О3 

6,42 

23,75 

25,69 

13,33 
25,03 

16,37 

335,60 

329,30 

134,32 
180,41 

3 
201/ 

+ yt2 — при 
Используя эти значения для пред-

ставленных 5 множеств, можно полу-
чить значение критерия с помощью 

Т а б л и ц а 2 

Оценки параметров моногенной гипотезы 

В а 
а 

р и -
ит Yt 

0 аТ У 2 
2 

О о Тз 
2 

1 1,58 0,85 3,08 0,42 2,86 0,71 
2 1,30 0,58 0,22 2,75 0,42 \ 1,86 1,36 3,20 1,08 2,98 1,41 

1,68 0,34 3,11 0,14 2,96 0,45 
j 1,70 0,27 3,01 0,27 3,01 0,27 

р 
0.30 

0.20 

0.Ю 

-2.0 

6 0.30 

0.20 

0.10 

Щ \ J0 3.0 

1.0 2.0 tJ.O 4.0 

в 0.57 -
r w 

• 
1 

0.30 — 

0.20 
—1 

0.10 -

1 1 1 

го признака. На данном эксперимен-
тальном материале (5 множеств изме-
р е 11 и й) п р е д ст а в л я етс я в о з м о ж и ы м 
проверить только моногенную гипоте-
зу о наследовании усиленного транс-
порта галактозы в клетки без подроб-
ного описания модификационного рас-
пределения. Т а к а я гипотеза формули-
руется и формализуется так же, как 
это сделано ранее [1] . Модификациои-
ифе распределение признака х 
/ ими , \ 

( в мип-мл х 1 0 3 )выбрано квадратичным 
Q (x/Vg> ст|), где yg — генотипическое 
значение ( g = 1, 2, 3 для A i A b AiA2 и 
А2А2 соответственно) и °g— дисперсия 
модификационного распределения для 

tt 
генотипа g. Г Q[x/ypoi)dx равна 0 

о ' н 

при t<C|Ыь 1 при и составляет 

о.зо 

0.20 

0.10 

1.0 2.0 J.of 4.0 

-2.0 

а ом 
о.зо' 

0.20 

0.10 

1.0 | 2.0 3 0 4.0. 

О 

EL 
Ю 2.0 t J (5 t 4 0. 

Рис. 1. Гистограммы распределения характе-
ристик поглощения галактозы эритроцитами 
крыс устойчивой к галактозе линии (а), га-
лакземической линии (61) и их гибридов F | 
(в) и беккроссных гибридов Fi X У (г) и 

и Fj X Г (д). 
С п л о ш н ы е л и н и и — э м п и р и ч е с к о е , п р е р ы в и с т ы е — 
г и п о т е т и ч е с к о е р а с п р е д е л е н и е а — п = 44, 7 = 2 3 , 7 5 . 
0 = 335,60; б — /г = 2 3 , 7 = 6,42, а = 16,37; в — « - 1 4 . 
7 = 25,09, а = 329,30; г — п - 4 0 , 7 = 1 3 , 3 9 , а = 134,32; 

д _ п—37, 7 = 2 5 , 0 3 , а - 1 8 0 , 4 1 . 

которого проверяется непротиворечи-
вость гипотезы экспериментальному 
материалу. Проверка такой гипотезы 
по исходным данным показала , что она 
отвергается по критерию х2 с вероят-
ностью 0,98. Можно предположить, что 
это объясняется непригодностью вы-
бранного модификационного распреде-
ления Q (х/у, а 2 ) : оно симметрично, 
тогда как распределения всех 5 мас-
сивов имеют явную левую асимметрию. 
В связи с этим та ж е гипотеза прове-
р я л а с ь п а т р а н с ф о р м и р о в а н н ы х д а н -
ных: каждое животное характеризова-
лось натуральным логарифмом интен-
сивности транспорта (табл. 2) . 
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В первой строке табл. 2 приведены 
средние значения (у^) и дисперсии 
о | для выборок У, Fi и Г соответ-
ственно. Вторая и третьи строки пред-
ставляют собой значения верхней и 
нижней границ 95 % доверительных 
интервалов, построенных для среднего 
значения и дисперсии обычным обра-
зом. На рис. 1 представлены гисто-
граммы логарифмов интенсивности 
транспорта в 5 выборках. Стрелки на 
оси абсцисс указывают границы интер-
валов, для которых строятся компонен-
ты критерия х2 [1 | - В предположении, 
что 

а 
свободы 

Og может быть разной для разных 
g f число степеней критерия 

df— 1 7 — 5 — 6 = 6 , где 17 — общее 
число интервалов; 5 — число условий 
нормировки; 6 — число оцениваемых 
параметров. Оценки y g и получен-
ные по минимуму х2, приведены в чет-
вертой строке табл. 2. При этих оцен-
ках значение критерия х2 = 5,9, что со-
ответствует вероятности отвергнуть ги-
шотезу Р = 0,45. 

Поскольку оценки у2 и у3 приблизи-
тельно равны и оценки о2 получены 
ню малому числу наблюдений, введем 
более жесткую гипотезу, отличающую-
ся от предыдущей тем, что 72 = 73 (пол-
ное доминирование аллеля , ответствен-
ного за высокую интенсивность транс-
порта галактозы) и ajj = о ' (одинако-
вая гомеостатичность всех 3 геноти-
пов). Оценки параметров этой гипоте-
зы приведены в пятой строке табл. 2. 
Минимальное значение % 2 =11 ,9 , что 
при 9 степенях свободы (оценивается 
только 3 параметра : у ь 72 и а2) дает 
вероятность отвергнуть эту гипотезу 
Р—0,75 . Таким образом, результат 
проверки моногенной гипотезы пока-
зал, что она не противоречит экспери-
ментальному материалу как в случае 
произвольного генного взаимодействия 
с произвольной гомеостатичиостыо ге-
нотипов, так и в случае полного доми-
нирования аллеля высокой интенсивно-
сти транспорта галактозы в клетки при 
одинаковой гомеостатичности геноти-
пов. При этом модификациопная из-
менчивость признака в линиях и гибри-
дах определяется средовыми признака-
ми и, возможно, действием других ге-
нов с эффектами, существенно более 
н и з к и м и , ч е м у выделенного г и п о т е т и -
ческого. 

Д л я утвердительного суждения о мо-
ногенном контроле усиленного транс-

порта галактозы в клетки необходима 
генетическая или биохимическая иден-
тификация гена,- т. е. его необходимо 
либо локализовать в группе сцепления, 
либо получить и охарактеризовать его 
первичный продукт. 

Биохимические исследования роли ин-
тенсивного транспорта галактозы в 
клетки в развитии наследственной га-

лактоземии 

Известно, что транспорт Сахаров в 
клетки животных осуществляется с по-
мощью транспортных белков — пере-
носчиков Сахаров D-конфигурации 
(глюкозы, галактозы, манпозы, ксило-
зы, арабинозы) [18]. Позднее был вы-
делен так называемый глюкозный 
транспортер, переносящий через мем-
брану ряд D-гексоз [16, 17, 26]. Про-
веденное нами исследование транспор-
та глюкозы и манпозы в эритроциты 
крыс галактоземической линии показа-
ло, что у этих животных усилен тран-
спорт как этих гексоз, так и галактозы 
(рис. 2) . Эти данные согласуются с 
представлением о том, что для крыс 
галактоземической линии характерна 
повышенная активность мембранных 
белков — переносчиков гексоз. Пока-
зано, что изменения активности мем-
бранной системы транспорта Сахаров 
в клетки сопровождаются изменениями 
в транспорте и иных веществ в клет-
ки. Так, для трансформированных ви-

5 10 15 20 25 30 

т 

J I I L 
60 120 180 240 300с 

Рис. 2. Транспорт 1 4С-глюкозы (а) и 14С-ман-
нозы (б) в эритроциты крыс галактоземиче-
ской ( / ) и устойчивой к галактозе (2) линий. 
К а ж д а я т о ч к а на к р и в о й — с р е д н е е из 5 о п ы т о в . 
З в е з д о ч к о й о т м е ч е н ы д о с т о в е р н ы е р а з л и ч и я с р е д н и х 

по к р и т е р и ю С т ы о д е и т а . 
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Рис. 3. Транспорт 1 4С-фенилаланина через нмом/мг 
плазматическую мембрану эритроцитов 10 

крыс галактоземической (светлые столби-
ки) и устойчивой к галактозе (темные 

столбики) линий. 

Рис. 5. Кинетика транспорта 14С-1Э-галакто-
зы в липосомы со встроенными в них очи-
щенными белками (фракция I ) из эритро-
цитов крыс галактоземической и устойчи-

вой к галактозе (2) линий. 
П р и в с т р а и в а н и и в л и п о с о м ы б е л к о в ф р а к ц и и 
11 из э р и т р о ц и т о в к р ы с , у с т о й ч и в о й к г а л а к т о з е 
л и н и и (3) и г а л а к т о з е м и ч е с к о й л и н и и (4), а т а к -

ж е в и н т а к т н ы е л и п о с о м ы (5). 

40 с 
Рис. 5 

кусами фибробластов характерен по-
вышенный транспорт не только Саха-
ров, но и аминокислот [9]. В связи с 
этим мы исследовали поглощение 
14 С - ф е н и л а л а н и н а эритроцит ам и к р ы с. 
На рис. 3 видно, что фенилалании, как 
и гексозы, усиленно переносится в эри-
троциты крыс с наследственной галак-
тоземией. Ранее показано, что для крыс 
галактоземической линии характерна 
аминоацидурия [6, 7], которая являет-
ся характерным симптомом и при га-
лактоземии у человека [19]. Данные 
настоящей работы позволяют предпо-
ложить, что этот симптом является 
следствием повышенного транспорта 
аминокислот через мембраны почеч-
ных клубочков и канальцев. 

При электрофоретическом исследо-
вании мембранных белков из эритро-
цитов человека показано, что белки 
переносчики гексоз сосредоточены в зо-
нах 3, 4, 5 и частично в зоне 7 [17, 20, 
21,26]. 

На рис. 4, см. вклейку приведены ре-
зультаты электрофоретического разде-
ления мембранных белков, выделен-
ных из теней эритроцитов крыс галак-
тоземической и устойчивой к галактозе 

линий, а также хроматографически 
очищенной фракции (фракция 1), пред-
положительно содержащей глюкозный 
транспортер. Мы сравнили активность 
хроматографически очищенной фрак-
ции I у крыс галактоземической и ус-
тойчивой к галактозе линий. С этой 
целью мы использовали метод рекон-
струкции транспорта в липосомах [17]. 
Транспорт 1 4С-0-галактозы был выше 
в том случае, когда в липосомы встра-
ивали фракцию I из эритроцитов крыс 
галактоземической линии (табл. 3 и 
рис. 5), такая же картина наблюдалась 
и в отношении D-глюкозы и D-фукозы. 

Транспорт гексоз в липосомы специ-
фичен, что видно из сравнения транс-
порта D- и L-фукозы (см. табл. 3 и 
рис. 5). Накопление L-фукозы в липо-
сомах служило показателем неспеци-
фического транспорта. 

При встраивании в липосомы фрак-
ции II транспорт D-галактозы не осу-
ществлялся либо был на уровне неспе-
цифического транспорта (см. рис. 5). 

Из результатов градиентного ДСН-
гель-электрофореза мембранных бел-
ков эритроцитов крыс, фракции I, со-
держащей глюкозный транспортер, и 

Перенос MC-D и ИС-L-гексоз (в наномолях гексоз на 1 мг белка за 15 мин) в липосомы со встроен-
ными в них транспортными белками из эритроцитов крыс галактоземической и устойчивой к галак-

тозе линий ( М + т ) 

Л и н и я к р ы с D - г а л а к т о з а D - ф у к о з а L - ф у к о з а 

Галактоземическая 

Устойчивая к галактозе 

Р 

7 , 4 8 ± 0 , 7 3 
(9) 

4,45=1=0,52 
(9) 

<0,01 

1,37=1=0,21 
(6) 

0,854=0,09 
(6) 

< 0 , 0 5 

П р и м е ч а \\ и е. В скобках указано число опытов. 

0,04=1=0,004 
(8) 

0,036=1=0,004 
(8) 



фракции II, представленных на рис. 4, 
видно, что фракция 1, содержащая 
глюкозный транспортер, состоит из 
2 полос (белки с молекулярной массой 
85 и 65 к Д ) ; фракция II содержит 4 по-
лосы (белки с молекулярной массой 
240, 220, 94 и 81 к Д ) . 

Наши результаты сходны с данными, 
полученными при исследовании глю-
козного транспортера из эритроцитов 
человека [8, 13, 20, 21, 23, 28]. 

Приведенные данные позволяют сде-
лать вывод о том, что транспортные 
белки из эритроцитов крыс галактозе-
мической линии обладают более высо-
кой удельной транспортной активно-
стью по сравнению с белками из эрит-
роцитов крыс устойчивой к галактозе 
линии. 

Биохимические исследования позво-
ляют заключить, что крысы галактозе-
мической линии характеризуются уси-
ленным транспортом галактозы в эри-
троциты, что обусловлено повышенной 
удельной активностью белков -г- транс-
портеров гексоз. Генетический анализ 
природы усиленного транспорта, галак-
тозы в эритроциты крыс позволяет 
считать, что этот признак контролиру-
ется одним мутантным доминантным 
геном с выраженным плейотропным 
действием. Развитие катаракты, гепа-
то- и спленомегалии и иных симптомов 
галактоземии у крыс, наследуемых так-
же доминантно, является, по всей ве-
роятности, результатом плеотропного 
действия мутантного гена, ответствен-
ного за транспорт гексоз. 

Представляется маловероятным, что-
бы низкая активность Гал-1-ФУТ у 
крыс галактоземической линии контро-
лировалась независимым мутантным 
геном. Селекция и инбридинг, которые 
привели к созданию линии W/SSM [6], 
вряд ли могли обеспечить одновремен-
ный отбор по двум мутантным генам. 
Возможно, низкая активность Гал-1-
ФУТ также является следствием плей-
отропного эффекта мутантного гена, 
ответственного за усиленный транс-
порт галактозы; этот эффект проявля-
ется у гомозигот и ослаблен у гетеро-
зигот [6, 7]. 

П р и ч иной наел едетвенной г ал а кто -
земии у человека считают понижен-
ную активность Гал-1-ФУТ, также ве-
дущую к накоплению галактозы в клет-
ках [15, 19]. 

В литературе снижение активности 
Гал-1-ФУТ при галактоземии рассмат-

ривает как следствие мутации струк-
турного гена, кодирующего этот фер-
мент [15, 19]. Однако имеются указа-
ния [12, 24, 25] на то, что Гал-1-ФУТ, 
выделенная из эритроцитов больных 
галактоземией, не отличается по физи-
ко-химическим свойствам от фермента 
здоровых людей. 

Полагают, что наличие мутации, ве-
дущей к снижению активности Гал-1-
ФУТ при галактоземии, в настоящее 
время не может считаться доказанным 
[27]. 

Данные настоящей работы позволя-
ют заключить, что одной из истинных 
причин развития признаков галактозе-
мии и у людей может быть усиленный 
транспорт галактозы в клетки. Галак-
тоза, накапливаясь в повышенном ко-
личестве в клетках животных в тече-
ние перинатального периода, может 
участвовать в стабильном подавлении 
экспрессии генов, кодирующих синтез 
Гал-1-ФУТ [4, 5]. 
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H I G H GALACTOSE T R A N S P O R T INTO T H E 
C E L L S AS T H E C A U S E O F H E R E D I T A R Y 

G A L A C T O S E M I A IN RATS 

N. A. Solovyova, E. H. Ginsburg, F. S. Kaza-
rinova, V. V. Kandaurov, R. I. Salganik 

Ins t i tu te of Cyto logy and Genetics, Siber ian 
Branch of the Academy of Sciences of the 

USSR, Novosibirsk 

A s t ra in of r a t s with symptoms of inheri ted 
ga lac tosemia (ca ta rac ts , hepa tosp lenomega ly , 
aminoac idur ia etc) w a s produced by selection 
and inbreeding of Wis ta r r a t s h ighly suscep-
tible to the ga lac tosemic effect of ga lac tose . 
The sal ient biochemical f ea tu re of these ra t s , 
like h u m a n galac tosemics , is man i fes ted as a 
decrease in the act ivi ty of ga lac tose - l -phospha te 
u r idy l t r ans fe ra se (Ga l - l -PUT) in liver t i ssue 
and erythrocytes . However , the cross experi-
men t s have shown tha t the decrease in Gal-I-
P U T act ivi ty w a s not required for expression 
of main ga lac tosemia symptoms. Genetic ana-
lysis of ca t a r ac t fo rmat ion demons t ra t ed tha t 
this t ra i t w a s control led by a s ingle dominan t 
gene. High t r anspo r t ra te of 1 4C-galactose into 
e ry throcy tes w a s a charac ter i s t ic of ga lac to-
semic ra ts . Genet ic ana lys i s demons t ra t ed tha t 
this t ra i t w a s under the control of a s ingle 
dominan t gene, similar to the ca t a rac t forma-
tion. The in t racel lu lar accumula t ion of ga lac tose 
ensured by its h igh t r anspor t , s imul taneous ly 
with a decrease in G a l - I - P U T activity, were 
assumed to be the ma in r easons of ga lac to-
semic symptoms. The glucose t r anspor te r iso-
lated f rom ery throcy tes of the ga lac tosemic 
ra ts , when in tegra ted into the l iposome 
membrane t r ans fe r red more actively ga lac tose 
into the l iposomes t han tha t of the control 
ga lac tose res i s t an t ra t s . 

У Д К 616.379-008.64-092.9-085.356:577.164.11.042.2]-036.8:616-008.939.15-074 

И. Г. Обросова, Ф. С. Ларин, A. С. Ефимов, Н. Д. Тронько, 
Б. Л. Цырук, А. К. Павленл 

ИЗУЧЕНИЕ ГИПОЛИПИДЕМИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ 
АНТИВИТАМИНА В, — ОКСИТИАМИНА — У ДИАБЕТИЧЕСКИХ 

МЫШЕЙ (db/db) 

НИМ эндокринологии и обмена веществ Минздрава УССР, Киев, Институт биохимии 
АН Б С С Р , Гродно 

Актуальность поисков адекватной 
модели инсулиинезависимого типа диа-
бета и особенно изучения патогенети-
ческих взаимосвязей последнего с ожи-
рением объясняют возрастающий ин-
терес исследователей к животным с ге-
нетически детерминированным инсу-
лиииезависимым диабетом, в частно-
сти мышам линий C57BL6I (ob/ob) и 
C57BL/KsI (db/db) [1, 10,14|. Однако, 
несмотря на явные нарушения липид-
иого обмена, проявляющиеся в разви-
тии ожирения, точные сведения об ин-
тенсивности процессов биосинтеза и 

распада отдельных классов липидов и 
их регуляции у этих животных прак-
тически отсутствуют. В полной мере 
вышеуказанное относится к процессу 
биосинтеза жирных кислот, в то время 
как известно, что интенсивность липо-
генеза является важной детерминантой 
скорости образования липопротеидов 
атерогенных классов (особенно 
Л П О Н П ) в эндоплазматическом рети-
кулуме печени [21]. 

В задачи данной работы входило 
изучение интенсивности липогенеза и 
ряда показателей обмена липидов у 
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здоровых и больных диабетом мышей, 
а также у животных, получавших па 
фоне диабета курс антивитамина В| 
окситиамииа [11]. Последний, как из-
вестно [3, 9, 18], оказывает гиполипи-
демическое действие и широко исполь-
зуется для изучения роли ТДФ-зави-
симых реакций в процессах углеводно-
го [2] и липидного [4] обмена. 

М е т о д и к а 

Эксперименты проведены на нормальных 
мышах линии C57BL/KsI> мышах линии 
C57BL/Ksl (db /db) и животных той же ли-
нии, получавших курс окситиамина (внутри-
мышечно в течение 10 сут ежедневно в дозе 
12,5 мг на 1 кг массы тела) . После декапи-
тации животных печень замораживали в жид-
ком азоте и использовали для определения об-
щего холестерина [13], диеновых конъюгатов 
|6 | , малонового диальдегида [20]. Липопротеи-
ды сыворотки крови фракционировали мето-
дом диск-электрофореза в полиакриламидном 
геле [16] на приборе «Quick-Disk Electropho-
resis» («Эймз», Австрия) с последующей ден-
ситометрией гелей. Содержание кортикостеро-
па и плазме крови определяли флюоромстри-
чески [15]. Д л я изучения интенсивности липо-
генеза части животным трех исследуемых 
групп за 1 ч до декапитации вводили 1-14С-
ацетат (0,3 мкКИ на 1 г массы тела) , другой 
части — соответственно 2-1 4С-лируват в той же 
дозировке с последующим определением со-
держания, общей и удельной радиоактивности 
свободных жирных кислот С Ж К [17|. 

Полученные результаты обрабатывали ме-
тодами вариационной статистики. 

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

Данные, представленные в табл. 1, 
свидетельствуют о значительно более 
высокой интенсивности липогенеза в 
печени мышей с инсулиппезависимым, 
ген ет и ч ее к и детер м и и и р о в а н н ы м диа-
бетом по сравнению с контролем. Так, 
в опытах с введением 1-14С-ацетата 

общая и удельная радиоактивность 
С Ж К печени диабетических животных 
была в 1,7 раза выше, чем в контроле. 
Различия между показателями двух 
групп становятся еще более демонстра-
тивными при использовании в качест-
ве предшественника 2-14С-пирувата: 
общая и удельная радиоактивность 
С Ж К печени соответственно в 2,5 и 
2,7 раза превышает контрольные вели-
чины. При сравнении скорости вклю-
чения радиоактивной метки двух изу-
чаемых предшественников установле-
но, что как у контрольных, так и у диа-
бетических мышей интенсивность ис-
пользования пирувата для синтеза 
жирных кислот значительно превосхо-
дит таковую ацетата, причем вклад 
«пируватного» пути в липогенез при 
диабете заметно возрастает. 

Следует отметить, что содержание' 
С Ж К у животных диабетической груп-
пы достоверно не отличалось от копт-
рольных величин, несмотря на резкое 
(в 4,3 раза) возрастание в плазме кро-
ви уровня кортикостерона (рис. I), об-
ладающего, как известно, высокой ли-
политической активностью [12]. В этом 
заключается одно из существенных от-
личий данной модели генетически де-
терминированного диабета c. отсутст-
вием выраженного иисулинового дефи-
цита от инсулинзависимого, аллоксано-
вого или стрептозотоцииового диабета, 
х а р а ктеризу ющегося и нгиби ров а иием 
липогенеза, активацией липолиза и 
уменьшением массы тела. По-видимо-
му, этот факт можно объяснить усиле-
нием у диабетических мышей процес-
сов эстерификации, последующим уве-
личением жировых депо и развитием 
ожирения. Вышесказанное предполо-
жение находит подтверждение в дан-

Т а б л и ц а 1 

Содержание, общая и удельная радиоактивность СЖК в печени мышей 

И с с л е д у е м а я г р у п п а 
С о д е р ж а н и е С Ж К , 

м к м о л ь на 1 г 
т к а н и 

О б щ а я р а д и о а к т и в -
ность С Ж К . имп 

в 1 мин па 1 г 
т к а н и 

У д е л ь н а я р а д и о а к -
т и в н о с т ь С Ж К , 

имп на 1 м к м о л ь 
С Ж К 

При 
Контроль (8) 
Диабет (8) 
Диабет-} окситиамин (7) 

При 
Контроль (8) 
Диабет (8) 
Диабет-1- окситиамин (7) 

введении Ь14С-ацет 
3,19=Ь0,147 
3 ,95±0 ,58 
7 ,29±0 ,24** 

введении 2-14С-пир 
2 ,54±0 ,069 
2 ,64±0 ,175 
8 ,26±0 ,34** 

ата 
76 200=Ь 10 100 

128 0 0 0 ± 8 110* 
179 0 0 0 ± 2 1 100** 

увата 
344 0 0 0 + 5 7 700 
878 0 0 0 ± 5 5 200* 
1<)Г> 000 1 17 100* 

23 9 0 0 ± 2 270 
40 8 0 0 ± 4 720* 
24 0 0 0 ± 2 650** 

129 0 0 0 ± 1 4 400 
347 0 0 0 ± 3 5 200** 

24 130±2 750** 
П р и м е ч а н и е. 

лем, две — Я < 0 , 0 5 по 
Здесь и в табл. 2 и 3 одна звездочка — Р < 0 , 0 5 по сравнению с контро-
сравнению с показателями животных с диабетом. 
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Рис. 2. Изменение массы тела мышей при 
диабете и введении окситиамина на его фоне. 
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пых, представленных на рис. 2, из ко-
торых следует, что масса диабетиче-
ских животных в 1,7 раза превышает 
таковую контрольных. 

Поскольку скорость образования ли-
попротеидов атерогенных классов (ли-
лопротеидов очень низкой и низкой 
плотности — Л П О Н П и Л П Н П ) в пе-
чени прямо пропорциональна интен-
сивности липогенеза [21], следовало 
ожидать существенных изменений в 
спектре липопротеидов сыворотки кро-
ви при изучаемом типе диабета . Как 
показано в табл. 2, диабетические мы-
ши характеризуются гиперлипопротеи-
пемией с одновременным перераспре-
делением относительного содержания 
липопротеидов различных классов. 
В спектре липопротеидов сыворотки 
крови при диабете обращает на себя 
внимание прежде всего резкое 
(в 5,9 раза ) увеличение процентного 
содержания Л ПОМП, т. е. богатой три-
гл и це рид а м и ф ра к ц и и ли попротеидов, 
обнаруживающей наиболее сильную 
зависимость от интенсивности липоге-
неза в печени [21]. Возрастание уров-
ня Л П Н П — богатой холестерином 
фракции — в 2,3 раза согласуется с 
данными по содержанию общего холе-
стерина в печени, представленными в 

Липопротеиднмй спектр сыворотки 

табл. 3. В свою очередь повышение со-
держания холестерина в печени и, сле-
довательно, Л П Н П в сыворотке крови 
у диабетических мышей может быть 
опосредовано накоплением перекисей 
липидов и продуктов их деградации 
(табл. 3) , модифицирующих ферменты 
биосинтеза и катаболизма холестери-
на [8] в микросомах. 

У диабетических животных, получав-
ших курс окситиамина, отмечено инги-
бироваиие биосинтеза жирных кислот 
(см. табл. 1). В опытах с введением 
1 -1 4С-ацетата удельная радиоактив-
ность С Ж К снижена в 1,7 раза , а при 
использовании 2-1 4С-пирувата в 
14,4 раза по сравнению с таковой жи-
вотных, не получавших препарата . 
В отличие от контрольных и диабети-
ческих животных у крыс, получавших 
окситиамин, на фоне диабета не обна-
ружено заметных различий в интенсив-
ности липогенеза из двух изучаемых 
предшественников, что может быть 
следствием иигибироваиия пируватде-
гидрогеназного комплекса при разви-
тии Вргиповитамииоза [3] . Результа-
ты проведенных экспериментов с при-
менением окситиамина для моделиро-
вания тиаминовой недостаточности по-
зволяют предположить, что в интенси-
фикации биосинтеза жирных кислот 
при данном типе диабета существен-
ную роль играют ТДФ-зависимые ре-
акции, а нарушения регуляции липоге-
неза локализованы (по крайней мере 
частично) на уровне дегидрогепаз а-ке-
токислот и/или транскетолазы — клю-
чевого фермента пентозофосфатпого 
пути, обеспечивающего сиптетазу жир-
ных кислот восстановительными экви-
валентами [5]. 

Снижение удельной радиоактивности 
С Ж К при параллельном увеличении 
их содержания (см. табл. 1) в опытах 
с введением окситиамина предполага-
ет сочетание ингибирования липоге-
неза в печени с активацией липолиза . 

Т а б л и ц а 2 
крови мышей контрольных, диабетических и получавших ок-

ситиамин 

И с с л е д у е м а я г р у п п а 
О б щ е е с о д е р ж а -

ние л и п и д о в лпонп л п н п лпвп 

Контроль (15) 
Диабет (15) 
Циабет+ окситиамин (6) 

100 
1604-38,9 
130±12 ,9 

4 , 4 ± 0 , 6 
2 5 , 9 ± 5 , 7 * 
18,1 ± 0 , 9 5 

10,1 ± 2 , 0 
2 2 , 8 ± 4 . 5 * 
16 ,8±0 ,67 

85 ,5±22 ,1 
105 ± 3 0 , 0 
107±2,04 

П р и м е ч а н и е. Содержание липопротеидов в сыворотке крови контрольных мышей при-
I я то за 100 % . 
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Т а б л и ц а 3 
Показатели липидного обмена в печени мышей контрольных, диабетических и получавших ок-

ситиамин 

И с с л с д у с м а я г р у п п а О б щ и й х о л е с т е р и н , 
м г на 1 г т к а н и 

Д и е н о в ы е к о и ъ ю г а -
т ы , ДЕ на 1 г 

т к а н и 

М а л о н о в ы й д и а л ь -
д е г и д , м к м о л ь на 

1 г т к а н и 

Контроль 1,34±0,14 11,7±1,1 4 , 7 3 ± 0 , 4 3 
Диабет 2 ,52±0 ,017* 2 1 , 7 ± 1 , 3 * 10,1 ± 0 , 6 9 * 
Диабет±окситиамии 1,50±0,10** 13,7±0,98** 8 ,18±0 ,56 

Подобные сдвиги в соотношении про-
цессов липолиза и липогенеза, вызван-
ные окситиамином, сопровождаются 
существенным уменьшением массы жи-
вотных —от 22,3=1=0,79 г до введения 
препарата до 15,1 ± 0 , 8 3 г после 10-
дневного курса окситиамина (рис. 2; 
р<С0,05). Отсутствие изменений при 
этом в содержании кортикостерона 
(см. рис. 1) позволяет предположить, 
что усиление окситиамином липолити-
ческой активности печени не опосредо-
вано действием на уровень глюкокор-
тикоидов и что последним принадле-
ж и т незначительная роль в регуляции 
липолиза при данном типе диабета . 

Существенные изменения в скорости 
липогенеза при введении окситиамина 
на фоне диабета сопровождались адек-
ватными изменениями в липопротеид-
ном спектре сыворотки крови (см. 
табл. 2) . Уменьшение относительного 
содержания Л П О Н П , однако, не было 
достоверным. Аналогичная картина от-
мечена и в отношении Л П Н П сыворот-
ки крови, несмотря на существенное 
(в 1,7 раза ) снижение уровня холесте-
рина в печени. Отсутствие строгой кор-
реляции между изменением показате-
лей липидного обмена в печени и липо-
протеидным спектром сыворотки крови 
может быть сопряжено с тем, что окси-
тиамин оказывает влияние не только 
на образование различных классов ли-
пидов в печени, но и на белковые фраг-
менты липопротеидов через изменение 
скорости биосинтеза белка [7]. 

Снижение окситиамином уровней 
диеновых конъюгатов и малонового ди-
альдегида в печени свидетельствует об 
определенном антиоксидантном эффек-
те антивитамина В ь Не исключена 
в о з м о ж н о с т ь р е а л и з а ц и и п о с л е д н е г о 
на уровне циклооксигеиазиой системы 
[22], а т а к ж е ферментов превращения 
глутатиоиа [19]. 

Таким образом, результаты данного 
исследования свидетельствуют о значи-
тельной интенсификации липогенеза и 
«атерогенных» изменениях ряда пока-
зателей липидного обмена при генети-
чески детерминированном инсулинне-
зависимом диабете. Ингибироваиие 
биосинтеза жирных кислот окситиами-
ном в сочетании со снижением общего 
холестерина печени и изменением ли-
попротеидного спектра сыворотки кро-
ви позволяет предположить, что ТДФ-
зависимые реакции играют существен-
ную роль в развитии гиперлипогенеза, 
тучности и атеросклеротических пора-
жений при инсулиннезависимом диа-
бете. 
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A ra te of l ipogenesis f rom l - 1 4 C-aceta te and 
2- 1 4C-pyruvate as well as total cholesterol , 
diene con juga tes , malonic d ia ldehyde were in-
creased in liver t issue of mice d b / d b s i ra in 
with genet ical ly determined diabetes, whe reas 
content of f ree fa t ty acids w a s not dis t inct ly 
al tered despite of the marked e l eva t i o i of 
cor t i cos te ro id in blood p lasma. Rat io of a thero-
genous l ipoproteins VLDL and LDL w a s in-
creased in blood p lasma of these mice with 
diabetes. As oxythiamine, adminis te red into the 
mice, exhibited hypolipidemic and an t iox idan t 
effects, TDP-dependen t reac t ions appear to be 
a m o n g the fac to rs responsible for de ter iora t ion 
of lipid metabol ism in the diabetes. 
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Э. Г. Давлетов, P. M. Саляхова, Ф. X. Камилов 

ВЛИЯНИЕ РЕТАБОЛ ИЛА И ОКСИМЕТАЦИЛА НА БЕЛКОВЫЙ 
ОБМЕН ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ОЖОГОВОЙ БОЛЕЗНИ 

У НЕПОЛОВОЗРЕЛЫХ КРЫС 

Кафедра биохимии Башкирского медицинского института, Уфа 

Ранее нами было показано резкое 
Снижение уровня тестостерона в сыво-
ротке крови неполовозрелых крыс пос-
ле термического ожога , что указывало 
йа целесообразность применения сти-
муляторов белкового анаболизма при 
лечении ожоговой болезни в детском 
возрасте [11]. 

В настоящей работе изучено влияние 
анаболического стероидного препара-
та (ретаболила) и пиримидииового 
производного (оксиметацила) на пока-
затели белкового обмена при термиче-
ской травме у животных раннего до-
пубертатного возраста как эксперимен-
тальной модели ожоговой болезни у 
детей. 

М е т о д и к а 

Опыты выполнены на неполовозрелых кры-
сах 1-месячного возраста массой 40—60 г, 
у которых под эфирным рауш-иаркозом вызы-
вали термический ожог кожи III А — Ш Б сте-
пени площадью 23—25 % поверхности тела 
mo методике, описанной ранее [11]. 

Показатели белкового обмена исследовали 
в динамике на 1-е, 3-й и 7-е сутки после тер-
мического воздействия. 

Общий белок сыворотки крови определяли 
методом Лоури [28], мочевины — по цветной 
реакции с помощью набора «Биотест-мочсви-
на» ( Ч С С Р ) . 

Д л я оценки протсолитических процессов 
определяли активность катепсина D 
(КФ 3.4.23.5) в тканях печени, почек и ске-
летных мышц. 10 % гомогенаты тканей в 1 % 
растворе КС1 обрабатывали неионным детер-
гентом Tri ton Х-100 и центрифугировали в те-
чение 15 мин при 12 000 g в центрифуге К-24 
( Г Д Р ) . Активность фермента в надосадочной 
жидкости определяли при инкубации с 2,5 % 
раствором гемоглобина (рН 3,8) в течение 
2 ч при 37 °С. Количество тирозина, образую-
щегося при расширении гемоглобина, опреде-
ляли по цветной реакции с реактивом Фоли-
ла—Чиокальтеу . Активность катепсина D вы-
р а ж а л и в микрограммах тирозина на 1 мг 
белка за 1 ч [22]. 

С целью изучения биосинтетических про-
цессов определяли интенсивность включения 
3 55-метиоиина в суммарные белки печени, по-
чек и скелетных мышц. Амииокислоту вводи-
ли внутрибрюшиино за 2 ч до забоя в дозе 
1,665 М Б к на 100 г массы тела животного. 
Ткани для определения удельной радиоактив-
ности белка гомогенизировали с 10 % раство-
ром трихлоруксусной кислоты (ТХУ), двукрат-
но промывали 5 % раствором ТХУ, подверга-
ли кислотному гидролизу при 60 °С в течение 
30 мин, охлаждали , вновь промывали спир-
том, смесыо спирт—эфир ( 1 : 2 ) , затем дву-
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к р а т н о эфиром и высушивали . Навеску сухого 
белка р а с т в о р я л и в концентрированной му-
равьиной кислоте и наносили на б у м а ж н ы е 
фильтры [19]. Р а д и о а к т и в н о с т ь проб измеряли 
на сцинтилляционном счетчике «lsocap-ЗОО» 
( С Ш А ) . 

Д л я коррекции нарушений белкового обме-
на у о б о ж ж е н н ы х крысят использовали ана-
болический стероид ретаболил и производное 
j I и р и м идина окси метацил (4- метил-5 -окси у р а -
цил) . Ж и в о т н ы е были разделены на 4 группы: 
1-я — интактные крысы; 2-я — контрольные 
ж и в о т н ы е с о ж о г а м и 23—25 % поверхности 
тела . О с т а л ь н ы м ж и в о т н ы м сразу после нане-
сения термического о ж о г а вводили лекарствен-
ные 11 р с п а р а т ы; 3-я — р ет а б о л и л в н > т р и б р ю -
шинно из расчета 1 мг на 100 г массы; 4-я 
оксиметацил внутрибрюшинно из расчета 5 мг 
на 100 г массы тела . В последующие дни пре-
параты п р о д о л ж а л и вводить ежедневно в 
утренние часы в у к а з а н н ы х дозах . 

Р е з у л ь т а т ы исследований обработаны ме-
т о д а м и вариационной статистики [7] с приме-
нением Э В М «Наири-С». 

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

Исследования показали, что в ост-
ром периоде экспериментальной ожо-
говой болезни у крысят развиваются 
выраженные нарушения белкового об-
мена по всем изученным показателям 
(табл. 1). Так, содержание белка в сы-
воротке крови в условиях опытов сни-
жалось па 21,2—26 до-

полученные результаты согласуются 
с дани ьт м и к л инических наблюдений, 
свидетельствующими о гипопротеине-
мии у обожженных детей [5, 21]. В чис-
ле причин, приводящих к возникнове-
нию гипопротеинемии, указывают плаз-

мопотерю [24, 27], выраженную эк-
скрецию белка и азота с мочой [25, 
26], усиление протеолитических про-
цессов в тканях [8 | , нарушение био-
сиитетических процессов в печени 
[18, 20]. 

В ряду указанных причин особое 
значение имеет нарушение соотноше-
ния анаболических и метаболических 
процессов белкового обмена [10, 13]. 
В пользу этой точки зрения могут сви-
детельствовать многочисленные факты 
установления отрицательного азотис-
того баланса, азотемии и азотурии у 
обожженных [2, 23, 30]. 

Результаты наших исследований так-
же указывают па существенное повы-
шение содержания конечного продукта 
белкового катаболизма — мочевины в 
сыворотке крови крысят после терми-
ческого ожога (см. табл. 1). 

Одним из основных факторов, при-
водящих к развитию азотемии, явля-
ется усиление распада белка в орга-
низме. Д л я характеристики протеоли-
тических процессов мы определяли ак-
тивность катепсина D в тканях печени, 
почек и скелетных мышц. Исследова-
ния показали, что термическая травма 
кожи вызывает у обожженных крысят 
активацию катепсина D в интактных 
танях на 101—236 % (см. табл. 1). 

Оценивая значение при ожоговой бо-
лезни активации распада белка, следу-
ет упомянуть, что она является интег-
ральной реакцией организма и сопро-

Т а б л и ц а 1 
Изменении показателей белкового обмена при термическом ожоге у неполовозрелых крыс ( M=bm) 

Срок иссле-
д о в а н и я пос-

ле о ж о г а , 
с у т к и 

Общий 
белок в 

сыворот -
к е к р о в и , 

г / л 

М о ч е в и н а в 
с ы в о р о т к е 

к р о в и , 
м м о л ь / л 

А к т и в н о с т ь к а т е п с и н а D , м к г 
т и р о з и н а на 1 мг б е л к а за 1 ч 

И н т е н с и в н о с т ь в к л ю ч е н и я 
3 5 8 - м е т и о н и н а в белки т к а н е й , 

и м п / м и н / м г б е л к а Срок иссле-
д о в а н и я пос-

ле о ж о г а , 
с у т к и 

Общий 
белок в 

сыворот -
к е к р о в и , 

г / л 

М о ч е в и н а в 
с ы в о р о т к е 

к р о в и , 
м м о л ь / л 

печень почки 
с к е л е т н ы е 

м ы ш ц ы печень почки с к е л е т н ы е 
мышцы 

Исходные 6 8 , 7 ± 2 , 6 5,63=4=0,35 7,4=1=0,5 12,2=1=0,9 2,5=1=0,2 405=1=11 666=1=28 258=1=9 
показатели 
(норма) 

1-е 50,7=1=1,2 11,2=1=0,84 14,9=1= 1,1 26,4=1= 1,8 8,4=1=0,7 697=1=32 1205=1=56 I73=b7 
(74) (199) (201) (216) (336) (172) (181) (67) 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
3-й 54,1=1= 1,6 8,474-0,54 17,8=1= 1,2 3 4 , 6 ± 2 , 6 7,2=1=0,6 490=1=24 670=1=27 214=1=9 

(79) (150) (240) (284) (287) (121) (101) (83) 
Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 > 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 

7-е 5 4 , 3 ± 1,7 9,054=0,54 20,1=Ь 1,9 30,3=1=2,8 6,8=1=0,6 316=1= 18 500=1=25 218=1= 12 
(79) (161) (271) (248) (272) (78) (75) (84) 

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

П р и м е ч а н и е . Число животных в каждой группе 8 -
1 0 0 % ; в скобках — данные в процентах. 

-10; исходные показатели приняты 
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Т а б л и ц а 2 
Влияние ретаболила и оксиметацила на содержание общего белка и мочевины в сыворотке крови 

неполовозрелых крыс при термическом ожоге ( М = Ь т ) 

Л е к а р с т в е н н ы й п р е п а р а т 

С р о к и с с л е -
д о в а н и я пос-

л е о ж о г а , 
с у т к и 

О б щ и й б е л о к , г / л р М о ч е в и н а , м м о л ь / л Р 

Рстаболил 
1-е 5 0 , 9 ± 1,29 (74) > 0 , 0 5 8 , 1 5 ± 0 , 5 3 (145) < 0 , 0 5 

Рстаболил 3-й 5 5 , 4 ± 1,72 (81) > 0 , 0 5 7 , 9 ± 0 , 4 8 (140) > 0 , 0 5 
7-е 6 0 , 5 ± 1,89 (88) < 0 , 0 5 6 , 0 7 ± 0 , 3 1 (108) < 0 , 0 0 1 

Оксиметацил 
1-е 
3-й 
7-е 

5 4 , 8 ± 1,46 (80) 
5 7 , 0 ± 1,45 (83) 
5 9 , 3 ± 1,64 (86) 

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

6 ,04-±0,38 (107) 
6 , 9 ± 0 , 4 4 (123) 

5 , 2 8 ± 0 , 2 1 (94) 

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

П р и м е ч а п и е. В табл. 2—4: к а ж д а я цифра — среднее 8—10 опытов. Р — по 
нению с контрольной группой нелеченых животных, в с к о б к а х — д а н н ы е в процентах. 

срав -

вождает и другие экстремальные со-
стояния. В ее возникновении при тер-
мических поражениях наряду с пере-
стройкой нейрогуморальной регуляции 
[6, 15] могут, вероятно, участвовать и 
другие факторы «метаболического по-
л о м а » [16]: гипоксия, действие «ожо-
говых токсинов», липоперекисей [3, 
8, 17]. 

Важное значение при ожоговой бо-
лезни ввиду резкого усиления распада 
белка и развития белковой недостаточ-
ности имеет состояние биосинтеза тка-
невых белков. Эксперименты с введе-
нием 3 55-метиоиина животным после 
нанесения им термической травмы по-
казали существенные изменения интен-
сивности включения аминокислоты в 
суммарные белки печени, почек и ске-
летных мышц (см. табл. 1). Эти сдви-
ги имели определенную специфичность 
в различных тканях и зависели от сро-
ков исследования. Так, в печени и поч-

ках крысят термическая травма при-
водила к резкому усилению синтеза 
тканевых белков в периоде шока (1-е 
сутки) и отчетливому ослаблению это-
го процесса в периоде токсемии (7-е 
сутки). В то же время в скелетных 
мышцах крысят снижение удельной 
радиоактивности белка при введении 
35S-MeTHoriHiia отмечается уже в перио-
де ожогового шока и продолжается в 
периоде ожоговой токсемии. Угнетение 
процессов биосинтеза тканевых белков 
после ожога, отмеченное в наших опы-
тах, может быть связано с нарушением 
их энергообеспечения [4] и сопряжен-
ного с этими процессами обмена нук-
леиновых кислот [9]. 

На основании полученных данных 
можно заключить, что при термических 
ожогах у неполовозрелых животных 
возникает существенное превалирова-
ние катаболических реакций белково-
го метаболизма над анаболическими. 

Т а б л и ц а 3 

Влияние лекарственных препаратов на активность катепсина I) в тканях неполовозрелых крыс 
после термического ожога, мкг тирозина на 1 MI белка за 1 ч (M=fcm) 

И с с л е д у е м а я т к а н ь 

С р о к и с с л е -
д о в а н и я пос-

л е о ж о г а , 
с у т к и 

Р с т а б о л и л р О к с и м е т а ц и л Р 

Печень 
1-е 
3-й 
7-е 

1 2 , 2 ± 0 , 7 (165) 
! 6 , 4 ± 1 , 1 (220) 
18,3=1=0,6 (247) 

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

12,6=1=0,6 (170) 
1 3 , 6 ± 0 , 6 (183) 
16,5=Ь 1,2 (223) 

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

Почки 
1-е 
3-й 
7-е 

22,0=1= 1,5 (180) 
31,0=1=2,1 (254) 
25,6=1=2,1 (210) 

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

21,0=fcl,8 (175) 
2 2 , 0 ± 1,1 П83) 
25,0=Ь2,1 (207) 

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

Скелетная мышца 
1-е 
3-й 
7-е 

7 , 0 ± 0 , 6 (280) 
5,6=1=0,2 (224) 
6 ,44-0 ,5 (256) 

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

5 , 0 ± 0 , 3 (198) 
5 , 5 ± 0 , 5 (220) 
4,8=1=0,3 (192) 

< 0 , 0 0 1 
< 0 , 0 2 
< 0 , 0 1 
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Т а б л и ц а 4 
Влияние лекарственных препаратов на интенсивность включения : г ,5-мгтионина в суммарные белки 

интактных тканей у крысят при термической травме, имп/мин/мг белка ( М ± я г ) 

И с с л е д у е м а я т к а н ь 

С р о к и и с с л с -
донании пос-

л е о ж о г а , 
с у т к и 

Р е т а б о л и л Р О к с и м е т а ц и л Р 

Печень 
1-е 
3-й 
7-е 

7 3 7 ± 8 0 (182) 
6 1 9 ± 3 6 (153) 
7 2 9 ± 4 9 (180) 

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

5 7 5 ± 3 0 (142) 
5 4 7 ± 2 7 (135) 
7 7 8 ± 5 9 (192) 

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

Почки 
1-е 
3-й 
7-е 

7 8 6 ± 3 3 (118) 
1132 ± 6 4 (170) 
1006±41 (151) 

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

939 ± 3 9 (141) 
7 1 9 ± 3 3 (108) 
9 6 6 ± 3 7 (145) 

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

Скелетная мышца 
1-е 
3-й 
7-е 

2 0 6 ± 10 (80) 
364 ± 19 (141) 
2 8 9 ± 18 (118) 

< 0 , 0 2 
< 0 , 0 0 1 
> 0 , 0 5 

2 2 2 ± 10 (86) 
2 4 3 ± 8 (94) 
3 1 0 ± 1 3 (120) 

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

Тяжелым последствием белковой недо-
статочности при ожоговой болезни яв-
ляется развитие необратимых струк-
турных и функциональных изменений 
органов и систем, нередко приводящих 
к истощению организма и летальному 
исходу [12, 29]. Это обусловливает не-
обходимость борьбы с белковой недо-
статочностью, для чего в настоящее 
время применяются как заместитель-
пая терапия, так и лекарственная кор-
рекция, направленная па снижение ка-
таболических и усиление анаболиче-
ских процессов. В связи с этим нами 
изучено влияние стероидного анаболи-
ка ретаболила и производного пирими-
дина оксиметацила на состояние бел-
кового обмена у неполовозрелых жи-
вотных при тяжелом ожоге. 

Результаты исследований показали, 
что введение лекарственных препара-
тов способствует коррекции гипопро-
теииемии у обожженных животных 
(табл. 2). При этом статистически до-
стоверные изменения были отмечены 
при введении ретаболила на 7-е сутки, 
а при введении оксиметацила — на 1-е 
и 7-е сутки после ожога. 

Было отмечено также нормализую-
щее влияние лекарственных средств и 
на уровень мочевины. Значительное 
снижение его наблюдалось в сыворот-
ке крови крысят, получавших оксиме-
тацил (см. табл. 2). Так, на 1-е сутки 
после ожога уровень мочевины при 
введении этого препарата достоверно 
не отличался от исходного значения, на 
3-й сутки — существенно снижался, а 
уже на 7-е сутки после ожога соответ-
ствовал норме. Применение ретаболи-

ла вызывало достоверное понижение 
концентрации мочевины только на 7-е 
сутки эксперимента. 

Исследование активности катепсина 
D в тканях показало, что лекарствен-
ные препараты понижают степень ак-
тивации протеолиза, вызванной дейст-
вием термической травмы. Так, при 
действии оксиметацила у обожженных 
крысят было отмечено достоверное сни-
жение активности катепсина D в пече-
ни на 3-й сутки, в почках — на 1-е и 
3-й сутки, а в скелетных мышцах — во 
все сроки исследования (табл. 3). Вве-
дение ретаболила обожженным живот-
ным также вызывало снижение протео-
лиза в тканях, однако достоверные из-
менения были обнаружены в почках на 
7-е сутки, а в печени и скелетных мыш-
цах — на 1-е и 3-й сутки опыта соот-
ветственно. 

О действии исследуемых препаратов 
на процессы белкового анаболизма су-
дили по изменению интенсивности 
включения 355-метиопииа в суммарные 
белки тканей. Введение ретаболила 
обожженным животным обусловлива-
ло существенное повышение интенсив-
ности включения метионина в суммар-
ные белки всех исследованных тканей 
(табл. 4), однако этот эффект не был 
однозначным. Так, в печени и скелет-
ных мышцах отмечалось усиление сип-
теза белка в течение всего острого пе-
риода ожоговой болезни. Особенно оно 
было выражено в печени на 7-е сутки, 
в скелетных мышцах — па 3-й сутки 
опыта. В то же время в почках сущест-
венное повышение интенсивности 
включения 355-метионина отмечалось 



только в периоде токсемии (3-й и 7-е 
сутки), а в фазе шока (1-е сутки) она 
достоверно снижалась по сравнению с 
таковой в контрольной группе. 

Применение оксиметацила также по-
вышало интенсивность включения 
5 35-метионина в суммарные белки тка-
ней. Наиболее выраженное усиление 
биосинтеза белка отмечалось в печени. 
Подобно ретаболилу оксиметацил зна-
чительно усиливал биосинтез белка на 
1-е, 3-й и 7-е сутки опыта в скелетных 
мышцах, печени и почках, ,хртя, по 
сравнению с действием анаболического 
стероида, этот эффект был менее вы-
ражен. В то же время в почках на 1-е 
сутки, а в печени на 7-е сутки после 
ожога введение пиримидииового анало-
га вызывало более значительную в 
сравнении с ретаболилом стимуляцию 
синтеза белка. 

Таким образом, при сравнительном 
изучении влияния ретаболила и окси-
метацила па белковый обмен при экс-
периментальной ожоговой болезни у 
неполовозрелых животных выявлена 
большая эффективность пиримидиио-
вого производного. Высокая фармако-
логическая активность оксиметацила 
отмечена также при изучении влияния 
различных производных пиримидина 
на процессы иммуногенеза [14]. Учи-
тывая низкую токсичность пиримиди-
иовых производных [1, 14] и их значи-
тельную эффективность в коррекции 
нарушений обмена белка, по-видимо-
му, необходимо включать оксипроиз-
водные пиримидина, оказывающие 
выраженное анаболическое и антика-
таболическое действие, в комплексную 
терапию ожоговой болезни у детей. 
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RETABOLYL AND OXYMETACYL I N F L U E N -
CE ON P R O T E I N M E T A B O L I S M IN E X P E R I -
MENTAL B U R N S O F P R E A D O L E S C E N T 

RATS 

E. G. Davletov, R. M. Saliakhova, F. Kh. Ka-
milov 

Chair of Biochemistry, Medical School, Ufa 
Impa i rmen t s of protein metabol ism, expres-

sed as p redominance of ca tabol i sm over ana-
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holism and hypoprote inemia , were observed in 
one mon th old r a t s wi th exper imenta l b u r n s 
of the 111A-II IB degree, when 20- 25 % of a 
body sur face w a s impaired. Af te r admin i s t ra -
tion of steroid d r u g s ( re tabolyl at a dose of 
i m g / 1 0 0 g of body m a s s or oxymetacyl — 
4-methyl-5-oxyuracyl — at a dose of 5 m g / 1 0 0 g 
of body mass ) content of protein and urea 

normal ized in blood serum, act ivi ty of cathepsirr 
D decreased in t issues, the r a t e of ^ - m e t h i o -
nine incorpora t ion into t issue pro te ins increa-
sed. The pyr imidine der ivat ive oxymetacyl ex-
hibited higher effect on protein metabol i sm in 
bu rns of preadolescent r a t s as compared w i t h 
retabolyl . 

У Д К 615.302.438.017:615.276.4].015.4:612.014.46.015.1 

В. Я. Лрион, Ю. И. Хроменков, А. К. Тагирова, А. В. Караулов, 
10. И. Бреусов, И. В. Санина 

ВЛИЯНИЕ Т-АКТИВИНА НА ФЕРМЕНТЫ МЕТАБОЛИЗМА 
КСЕНОБИОТИКОВ 

Н И И физико-химической медицины, Москва 

Т-активин — комплекс пептидов ти-
муса с ярко выраженным иммуномоду-
лирующим действием. Препарат воз-
действует на различные ступени диф-
фереицировки Т-лимфоцитов, активи-
рует предшественники киллерных Т-
клеток у мышей, влияет на репродук-
цию и миграцию тимоцитов, т. е. в це-
лом способствует нормальному созре-
ванию и функционированию Т-звеиа 
иммунной системы [1]. Т-активин ус-
пешно прошел апробацию в клинике 
при лечении иммунодефицитных состо-
яний ("2, 3, 7] . Вместе с тем совершен-
но не изучен вопрос о влиянии Т-акти-
вииа па такую в а ж н у ю защитную си-
стему организма, как ферменты мета-
болизма ксенобиотиков ( Ф М К ) . Эта 
п о л и ф у и к ц и о и а л ы I а я м у л ь т и ф е р м е н т -
пая система связана прежде всего с ци-
тохромом Р-450, а т а к ж е с группой 
ферментов, участвующих в конъюга-
ции промежуточных метаболитов сглу-
татиоиом, сульфогруппами и др. 

Имеются данные, указывающие на 
связь между иммунной системой и 
ФМК. Так, была исследована [4] вза-
имосвязь иммунных реакций и биохи-
мического механизма поддержания хи-
мического гомеостаза организма. В ре-
зультате было установлено, что функ-
ции мопооксигепазпой и иммунологи-
ческой систем сопряжены между собой. 
Однако до сих пор не выяснено влия-
ние иммупорегуляторных пептидов на 
монооксигепазную систему. 

Цель настоящей работы — исследо-
вание действия Т-активина на фермен-
ты метаболизма ксенобиотиков и ха-
рактеристика иммунитета мышей с вто-
ричной иммунологической недостаточ-
ностью. 

М е т о д и к а 

В опытах были использованы мыши-самцы. 
СВА м*":ой 20—22 г по 6—8 животных а 
группе. Т-активин был получен по методике^ 
описанной ранее 111. Препарат вводили внут-
рибрюшинно в дозе 5 мкг на мышь в течение 
5 дней после иммунодефицитного состояния. 
Д л я получения картины подострой бензольной, 
интоксикации (БИ) бензол вводили в дозе 
2 мл на 1 кг массы тела животного в течение 
2 мес через день, для получения хронической» 
Б И — в течение 6 мес. При планировании экс-
перимента предусматривалось, чтобы забой 
мышей производили одновременно. Мышей де-
капитировали через 24 ч после последней 
инъекции Т-активина. Активность или содер-
жание ферментов метаболизма ксенобиотиков, 
изучали в микросомах гспатоцитов, а имму-
нологические исследования проводили на лим-
фоцитах селезенки и лимфатических узлов. 
Таким образом, показатели иммунной системы 
и Ф М К мы изучали на одном и том ж е ж и -
вотном. 

Микросомы из печени выделяли методом 
дифференциального центрифугирования. По> 
методу [8] устанавливали содержание цитохро-
ма Р-450. Активность цитохром с-редуктазьг 
определяли кинетическим методом по измене-
нию оптической плотности при длине волны 
550 нм [9]. Бепзпирснгидроксилазную актив-
ность выявляли флуоримстрическим методом 
по количеству образовавшихся гидроксилиро-
ванных продуктов [10]. В качестве стандарта 
для калибровки использовали 3-ОН-бензпирси.. 
Активность глутатион-Б-тансферазы определя-
ли методом [11]. Инкубационная смесь содер 
ж а л а 0,1 мМ 1-хлор-2,4-дииитробеизол и 1,0 мМ 
восстановленный глутатион в 0,01 М фосфат-
ном буфере рН 6,5. Реакцию инициировали 
добавлением 20—100 мкг цитозольного белка . 
Изменение оптической плотности устанавлива-
ли при длине волны 340 нм, проводя коррек-
цию на неферментативную реакцию. Д л я изме-
рений активности эпоксидгидразы использова-
ли реакцию превращения 9,10-фенаитренокси-
да в 9,10-фенантрендиол [121. Реакционная 
смесь содержала 100 - 2 0 0 мкг микросомиль-
ного белка, 10—20 мкмоль субстрата в 1 мл 
0,015 М трис ИС1-буфера рН 8,7. Р е а к ц и ю 
проводили в термостатирусмой кювете при 
37 °С. Относительную флуоресценцию регист-
рировали при длине волны возбуждения 270 им 



наблюдается та же тенденция к увели-
чению активности этих клеток, однако 
в исследуемый период полного восста-
новления активности не наблюдалось 
Т-активин стимулирует угнетенные бен-
зольной интоксикацией К-клетки. При-
чем в подостром периоде этот пара-
метр достигает нормы, а при хрониче-
ской БИ возрастает, но не так вi>iра-
жен по. Значительное влияние Т-акти-
вина обнаруживается при анализе ко-
личества антителообразующих клеток 
па обеих исследованных моделях. Под 
действием бензола существенно снижа-
ется спонтанная активность макрофа-
гов в опытах с хронической БИ. При 
этом препарат существенно повышает 
активность этих клеток. В опытах с ак-
тивацией макрофагов препарат усили-
вает активность клеток в НСТ-тесте в 
2 раза и нормализует ее. Хотя при под-
острой БИ показатели спонтанной ак-
тивности не столь снижены, как в хро-
нических экспериментах, достоверного 
изменения показателей под действием 
Т-активина не наблюдалось. Такая же 
картина обнаруживается и в экспери-
ментах с подострой интоксикацией и 
для активированных макрофагов. 

В экспериментах по изучению влия-
ния бензола на ферменты, метаболизи-
рующие ксенобиотики, не наблюдалось 
однонаправленного действия бензола 
на обеих моделях. Оказалось (табл .2) , 
что хроническая БИ приводит к сниже-
нию активности всех исследуемых фер-
ментов, за исключением глутатион-S-
трансферазы, активность которой не-
сколько повышается. В противополож-
ность этому подострая БИ вызывает 
резкое увеличение активности фермен-
тов второй фазы метаболизма ксено-
биотиков: глутатион-Б-трансферазы в 

Т а б л и ц а I 
Действие Т-активина на иммунологический статус мышей с бензольной интоксикацией 

И м м у н о л о г и ч е с к и е п о к а з а т е л и 

П о д о с т р а я Б И Х р о н и ч е с к а я ВИ 

К о н т р о л ь И м м у н о л о г и ч е с к и е п о к а з а т е л и Т - а к т и в и н К о н т р о л ь И м м у н о л о г и ч е с к и е п о к а з а т е л и 

- + I + 
К о н т р о л ь 

[Активность Н К-клеток 6 , 8 ± 1 , 9 9 , 6 ± 2 , 0 7 , 7 ± 3 , 1 * 12 ,7±5 ,6 1 2 , 9 ± 4 , 5 
Активность К-клеток 10 ,9±1 ,4* 1 6 , 7 ± 0 , 7 9 , 6 ± 2 , 2 11 ,9±3 ,1 17,0=ЬЗ,0 
Количество антителообразую-

1 6 , 7 ± 0 , 7 9 , 6 ± 2 , 2 

щих клеток 4 0 , 0 ± 9 , 1 * 100 ,5±28 ,9 2 2 , 3 ± 3 , 5 * 6 0 , 1 ± 4 , 6 105,8=Ь24,0 
Активность макрофагов в 

НСТ-тесте 8 , 1 ± 2 , 7 а 8 , 9 ± 1 , 9 5 , 2 ± 0 , 9 * 8 , 3 ± 2 , 1 11 ,7±3,1 
10,6±6,0<5 10 ,2±3 ,7 10 ,6±3 ,8* 2 0 , 5 ± 4 , 2 18 ,5rhl , t 

П р и м е ч я и и с. я — спонтанная, б активированная активность макрофагов. Здесь и в 
табл. 2 звездочкой отмечено /7<0,05 по сравнению с контролем. 
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ж эмиссии 320 им как функцию времени. Из-
вестные концентрации высокоочищенного 
9,10-фенантрендиола использовали для по-
строения калибровочной кривой. Лимфоциты 
из лимфоузлов и селезенки выделяли обще-
принятыми способами, макрофаги отделяли 
адсорбцией на пластике или с помощью обра-
ботки карбонильным железом [13}. Активность 
НК -клеток тестировали на клетках-мишенях 
линии YAC-1 [14]. Антителозависимую клеточ-
ную цитотоксичность определяли но методу 
[5|, в качестве клеток мишеней использовали 
эритроциты барана, цитопатогенный эффект 
оценивали спектрофотометрически по выходу 
гемоглобина в инкубационную среду. Стати-
стическую обработку полученных результатов 

j проводили с использованием ^-критерия Стыо-
дснта . 

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

Д л я изучения действия Т-активина 
па ФМК были выбраны 2 модели 
подострая и хроническая БИ. БИ яв-
ляется адекватной моделью вторично-
го иммунодефицита и предлейкозиого 
состояния [15]. Действие бензола на 
иммунную систему состоит преимуще-
ственно в нарушении Т-зависимых им-
мунных реакций; это связано как с пря-
мым токсическим действием на Т-клет-
ки, так и с нарушением регуляторных 
звеньев иммунитета. Полученные в на-
стоящей работе данные о влиянии бен-
зола и Т-активина на некоторые пока-
затели иммунитета представлены в 
табл. 1. Показано, что различие между 
подострой и хронической БИ заключа-
ется лишь в степени угнетения различ-
ных показателей иммунной системы. 
Т-активин оказывает воздействие па 
все изученные иммунологические пара-
метры, но не в одинаковой степени. 
Так, под воздействием препарата ак-
тивность НК-клеток возрастает и до-
стигает нормального уровня при хрони-
ческой БИ. В опытах с подострой БИ 



Т а б л и ц а 2 
Влияние Т-активина на активность ферментов метаболизма ксенобиотиков в печени мышей с бен-

зольной интоксикацией 

П о д о с т р а я Б И Х р о н и ч е с к а я Б И 

Ф е р м е н т ы Т - а к т и в и н К о н т р о л ь 

- • + - + 

Содержание цитохрома P-
450, нмоль/мг 

Беизпиренгидроксилаза, 
пмоль/мг-мин 

Цитохром с-редуктаза, 
мкмоль/мг'мин 

Глутатион-Б-траисфераза, 
мкмоль/мг-мин 

Эпоксидгидраза, нмоль/мг-мин 

0 ,82±0 ,11* 

5 6 6 ± 5 2 

0 ,20±0 ,03 

10,5±0,9* 
31 ,0±2 ,4* 

0 ,66±0 ,12 

4 8 8 ± 3 5 

0 ,17±0 ,02 

3 , 8 ± 0 , 5 
21,4dt 1,7 

0 ,40±0 ,05* 

320±46* 

0 ,13±0 ,02* 

3 , 1 ± 0 , 6 
7,3=Ы,3* 

0 ,53±0 ,07 

4 9 5 ± 4 1 

0 ,16±0 ,01 

4 , 2 ± 0 , 3 
12 ,5±1 ,5 

0 , 6 1 ± 0 , 0 8 

529=Ь40 

0 , 1 7 ± 0 , 0 2 

2 , 5 ± 0 , 4 
17,0 ± 1 , 2 

4 раза, эпоксидгидразы в 1,8 раза. Не-
значительное увеличение активности 

I наблюдали ; и для ферментов первой 
фазы метаболизма — бензпиреигидро-
ксилазы и цитохрома Р-450. 

Установлено, что Т-активин оказы-
вает регулирующее действие на ФМК 
(см. табл. 2). В том случае, если на-
блюдается повышение активности фер-
ментов (подострая Б И ) , препарат сни-
жает активность до нормы. Когда же 
при хронической БИ обнаруживается 
снижение активности, Т-активин спо-
собствует ее повышению. На иммуно-
регуляторную функцию пептидов тиму-
са указывалось ранее [6]. 

В настоящей работе приводятся экс-
периментальные данные, которые сви-
детельствуют о том, что пептиды Тиму-
ра обладают in vivo более широким 
спектром действия и выступают как 
биорегуляторы. Конечно, эти данные 
не позволяют заключить, что Т-акти-
вии непосредственно влияет на моио-
оксигеназиую систему клетки. Не ис-
ключено, что это действие опосредова-
но через процессы, которые связаны с 
усилением иммунологических функций 
организма. Д л я проверки этого предпо-
ложения необходимо изучить влияние 
Т-активииа на ФМК in vitro. 
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E F F E C T O F T-ACTIVIN ON THE XENOBIO-
TIC METABOLIZING ENZYMES 
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rova, A. V. Karaulov, Yu. N. Breusov, 1. V. Sa-

nina 
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Effect of T-activin on some xenobiotic meta-
bolizing enzymes and several immunity para^ 
metres in secondary immune deficiency (suba-
cute and chronic benzene intoxication) were 
invest igated. T-activin was shown to regula te 
the xenobiotic metabol iz ing enzyme system. 
The compound decreased the e n z y m a t i c activity 
in subacute benzene intoxication, approaching 
their values up to the control level. In chronic 
benzene intoxications, which were accompanied 
by decrease in xenobiotic metabol izing enzy-



mes activity, except of g lu t a th ione -S- t r ans fe ra - logical p a r a m e t e r s in these models. Thymus- t ro-
se, T-act ivin s t imula ted these enzymes. At the pic pept ides appear to be the b io regu la to rs of 
same time, T-activin increased some immuno- some in vivo systems. 
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В. Д. Антоненков, В. А. Гусев, С. П. Краснова 

ВЛИЯНИЕ ЭТАНОЛА И ИНГИБИТОРА КАТАЛАЗЫ 
АМИНОТРИАЗОЛА НА АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 

АНТИОКИСЛИТЕЛЬНОЙ ЗАЩИТЫ В ПЕЧЕНИ И С Е Р Д Ц Е КРЫС 

В Н И И общей и судебной психиатрии им. В. П. Сербского, Москва 

В последнее время накапливается 
все больше данных, указывающих на 
существенную роль пероксисом в кле-
точной патологии [3]. Эти субклеточ-
ные структуры содержат несколько пе-
рекисьгенерирующих оксидаз и ката-
л а з у — фермент детоксикации Н2О2. 
Совместное введение животным этано-
л а и в ы со кос п е ц и ф и ч но го и н г и б и то р а 
к а т а л а з ы -— 3-амиио- 1,2,4-триазола 
(аминотриазола) — сопровождается 
развитием в сердце крыс патологиче-
ского процесса, который по ряду мор-
фологических признаков имеет сходст-
во с алкогольной кардиомиопатией у 
человека [17]. Предполагается , что в 
д а н н о м случае пусковым механизмом, 
приводящим к гибели кардиомиоцитов, 
является активация внутриклеточного 
перекисного окисления липидов. В то 
ж е время в печени этих животных раз-
вития воспалительных и деструктив-
ных изменений не наблюдается [17]. 
П о д о б и ы е различия с в ид е те л ь с т в у ют 
об органоспециф'ичности эффектов эта-
нола и аминотриазола . Одной из при-
чин избирательности токсического дей-
ствия этих веществ может являться 
неодинаковый уровень антиокислитель-
ной защиты клетки. Известно, что в пе-
чени ферментные системы детоксика-
ции перекисей и активных форм кис-
л о р о д а значительно более активны, 
чем в сердце [1, 7, 19]. Кроме того, 
имеются данные об индукции отдель-
ных компонентов этих систем в гепа-
тоцитах при длительном введении эта-
нола [9, 15]. 

В настоящей работе исследовано 
влияние острого и хронического воз-
действия этанола, аминотриазола и со-
вместного введения этих веществ на 
содержание восстановленного глута-
тиона, а т а к ж е на активность ряда 
ферментов антиокислителыгой защиты 
в ткани печени и сердца крыс. 

М е т о д и к а 

В работе использовали самцов крыс линии 
В ист ар с начальной массой тела 160—180 г. 
При хроническом введении этанола и амино-
триазола животных содержали в течение 8— 
10 нед на сбалансированном по основным 
компонентам (белки, жиры, углеводы) полу-
жидком корме, в состав которого входили так-
ж е витамины и минеральные вещества [1]. 
Опыты проводили параллельно на 4 группах 
крыс: 1-я — контроль, 2-я — этанол, 3-я 
аминотриазол, 4-я — этанол -f-аминотриазол. 
Животные 2-й и 4-й групп в составе корма 
получали этанол в конечной концентрации 
10 % (34-—36 % от общей калорийности кор-
ма; 10—12 г на 1 кг массы тела в сутки, кры-
сы 1-й и 3-й г р у п п — и з о к а л о р и й п о е коли-
чество сахарозы. Аминотриазол в виде 10 % 
водного раствора вводили интраперитоиеаль-
ио в дозе 1 г / к г 3 раза в неделю. Ж и в о т н ы м 
1-й и 2-й групп аналогичным образом вводи-
ли 0,9 % раствор натрия хлорида. Крыс лиша-
ли корма и производили последние инъекции 
аминотриазола за 18—20 ч до забоя . При од-
нократной алкогольной интоксикации спирт 
вводили в виде 40 % водного раствора иитра-
гастрально животным, голодавшим в течение 
18—20 ч, в дозе 9 г /кг . Через 6 ч животных 
забивали. Однократную инъекцию аминотриа-
зола (1 г /кг) осуществляли за 20 ч до забоя . 
Сразу после декапитации у крыс собирали 
кровь, в которой методом газовой хромато-
графии [10] определяли содержание этанола. 
Как при однократном, так и при хроническом 
введении этанола его концентрация в крови 
в момент забоя животных не превышала 0,5— 
0,7 мМ. Печень и сердце перфузировали хо-
лодной средой выделения (0,15! М КС1, 20 мМ 
трис-НС1-буфер рН 7,4). Органы извлекали и 
затем быстро з а м о р а ж и в а л и в сухом льду, 
после чего кусочки ткани хранили при — 80 °С 
не более 2—3 нед. Гомогенизацию проводили 
в среде выделения (5 мл среды на 1 г ткани) 
в гомогенизаторе Даунса (стекло/тефлон) . 
Активность каталазы (КФ 1.11.1.6) | 4 | и су-
пер оксиддисмутазы (КФ 1.15.1.1.) [21] изме-
ряли при 25 С, остальных ферментов — при 
37°С. Субстратами для селензависимой глута-
тионпероксидазы (КФ 1.11.1.9) [22] и глута-
тион-Б-трансферазы (КФ 2.5.1.18) [13] служи-
ли соответственно Н 2 0 2 и 1-хлор-2,4-динитро-
бензол. Активность глутатиоиредуктазы (КФ 
1.6.5.2) [30] и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
(КФ 1.1.1.49) [31] определяли по скорости 
восстановления Н А Д Ф + . Активность катала-
зы [23] и супероксиддисмутазы [21] в ы р а ж а л и 



Б относительных единицах . Активность осталь-
ных ферментов п р е д с т а в л е н а в м и к р о м о л я х 
за 1 мин на 1 г ткани . Количество восстанов-
ленного г л у т а т и о н а и з м е р я л и в цельном гомо-
генате органов после о с а ж д е н и я белка 10 % 
трихлоруксусной кислотой, используя реактив 
Э л л м а н а [241. С о д е р ж а н и е белка о п р е д е л я л и 
по методу [18]. 

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

Как видно па рисунке, введение кры-
сам аминотриазола сопровождается 
существенным уменьшением активно-
сти каталазы печени и сердца. Наи-
большее ингибироваиие фермента на-
блюдается в период от 3 до 12 ч после 
однократной инъекции. Затем актив-
ность каталазы постепенно возрастает, 
однако даже через 48 ч она составляет 
лишь около 70 % от исходной. Извест-
но, что аминотриазол необратимо инги-
бирует каталазу и восстановление ее 
активности может происходить только 
за счет синтеза новых молекул фермен-
та [3, 7]. Одновременно в ткани печени 
исследовали содержание глутатиона, 
а также активность глутатион-Б-транс-
феразы и супероксиддисмутазы (см. 
рисунок). Через 12 ч с момента введе-
ния аминотриазола наблюдали досто-
верное увеличение в клетках печени 
количества восстановленного глутатио-

Изменение активности ферментов печени и 
сердца при о д н о к р а т н о м введении аминотриа -

зола . 
П о оси а б с ц и с с — в р е м я с м о м е н т а о д н о к р а т н о й 
и н ъ е к ц и и а м и н о т р и а з о л а в д о з е I г / к г (в ч ) ; но 
оси о р д и н а т — и з м е н е н и е а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в и 
С о д е р ж а н и я г л у т а т и о н а (в % о т п о к а з а т е л е й в ком-
•р< »••'"') / i\ ,i I ,1 .м ,i > I щмц-ии; :' 1ч.| 1,1.1.1 сгрлца; 

— с у н е р о к с и д д и с м у т а з а ; 4 — г л у т а т и о н - Б - т р а н с -
о е р а з а ; 5 — г л у т а т и о н . З в е з д о ч к а м и о б о з н а ч е н а 
Достонерност1, различии с показателями и контроле: 
с д н а з в е з д о ч к а — Ж 0 , 0 5 , д в е — Я < 0 , 0 1 , т р и — 

Р< 0.001. 

на па 19 %, через 48 ч содержание три-
пептида возрастает на 40 %. Выявлено 
также у в ел и ч е и и е активности г л у т а -
тион-Э-трансферазы. Изменения актив-
ности супероксиддисмутазы обнаруже-
но не было. Полученные результаты, 
подтверждены при изучении активно-
сти ферментов в группе крыс, которым 
однократные инъекции аминотриазола 
производили за 20 ч до забоя (табл. 1). 
И в данном случае наблюдали выра-
женное угнетение активности катала-
зы при параллельном возрастании в 
ткани печени содержания глутатиона 
и активности глутатион-Б-траисфера-
зы. Активность других исследованных 
ферме н то в (г л у т а т и о н р е д у кт азы, г л у -
татиоипероксидазы, г л юкозо-б-фосфат-
дегидрогеназы и супероксиддисмута-
зы) не изменялась. 

Через 6 ч после однократного интра-
гастрального введения этанола актив-
ность ферментов антиокислительной 
защиты в печени пе отличалась от зна-
чений, полученных в контрольной груп-
пе животных (см. табл. 1). Не было 
т а кже в ы я в л е но досто ве р но го умень-
шения содержания глутатиона. По-
следнее, видимо, объясняется исполь-
зованием в наших опытах высокой до-
зы алкоголя (9 г/кг). Согласно данным 
литературы, умеренное снижение кон-
центрации восстановленного глутатио-
на в печени (на 20—50 %), как прави-
ло, выявляется при однократном вве-
дении спирта в дозе 4—6 г/кг [12, 271. 
Кроме того, показано [29], что в сус-
пензии гепатоцитов также наблюдается 
уменьшение количества глутатиона при 
добавлении эта и ол а в коп це нтр а ци и 
ЮмМ и особенно 20 мМ, однако при 
увеличении содержания спирта до 
40 мМ уровень глутатиона в клетках 
печени вновь возрастал. По нашим 
данным, концентрация алкоголя в кро-
ви крыа через 6—8 ч после скармлива-
ния животных этанол содержащего ра-
циона превышает 60 мМ. Как видно из 
табл. 1, совместное введение этанола 
и аминотриазола сопровождается акти-
вацией глутатион-Б-трансферазы, од-
нако содержание глутатиона в ткани 
печени не изменяется. 

Более выраженные различия полу-
чены при хроническом введении эта-
нола и аминотриазола (табл. 2). 
В этом случае также наблюдается ин-
гибироваиие активности каталазы под 
влиянием аминотриазола. Хроническое 
введение этанола сопровождается уве-
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Т а б л и ц а 1 

Влияние однократного введения этанола и аминотриазола на активность фермента антиокислитель-
ной защиты в гомогенате печени крыс ( М ± т ) 

П о к а з а т е л ь 

Г р у п п а ж и в о т н ы х 

1 - я ( к о н т р о л ь ) 2 - я ( э т а н о л ) 
3 - я ( а м и н о т р и а -

з о л ) 
4 - я ( а м и н о т р и а -

зол + э т а н о л ) 

а к т и в н о с т ь , м к м о л ь за 1 мни на 1 г т к а н и 

К а т а л а з а , отн. ед на 1 г ткани 
Глутатионредуктаза 
Глутатионпероксидаза 
Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа 
Глутатион-Б-трансфераза 
Супероксиддисмутаза , отн. ед. 

на 1 г ткани 
Глутатион, мкмоль на 1 г 

ткани 
Белок , мг на 1 г ткани 

4 0 , 8 ± 1 , 5 
7 , 9 6 + 0 , 4 8 
29,6=1=2,2 
4,78=1=0,38 
92,1 ± 7 , 5 

2406=1=221 

1 , 9 7 ± 0 , 1 3 
1 5 1 ± 4 

40,0=1=1,4 
8 , 1 6 ± 0 , 5 0 

5,12=1=0,36 
9 9 , 5 ± 11,7 

2857=1=410 

1 , 8 2 ± 0 , 2 7 
161 =Ь9 

18,3=1=0,4*** 
<J,(И) I 0,88 
30,7=1=1,9 
4 , 4 9 ± 0 , 5 9 

1 2 0 , 6 + 9 , 6 * 

2 5 7 3 ± 4 1 2 

3 , 1 1 ± 0 , 1 1 * * * 
142=1=12 

1 7 , 1 ± 1 , 2 * * * 
8,26=1=0,47 

4 , 9 0 ± 0 , 6 6 
122,5=1=11,2* 

2500=1=412 

1,74=1=0,09 
1 6 5 ± 8 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл . 2 и 3 число животных в каждой группе 4—6, звездоч-
ками отмечены достоверные р а з л и ч и я с показателями в контроле (1-я группа) : одна — Р<. 
< 0 , 0 5 , две — Р < 0 , 0 1 , три — Р < 0 , 0 0 1 . 

личением относительной массы печени, 
что является характерным признаком 
алкогольного ожирения этого органа 
|1] . Подобно амипотриазолу этанол 
при длительном введении увеличивает 
содержание глутатиона в гепатоцитах; 
кроме того, возрастает активность глу-
татиоп-Б-трансферазы. Как известно, 
этот фермент обладает значительной 
глутатиоппероксидазной активностью 
[2] и, кроме того, катализирует реак-
цию взаимодействия глутатиона с аль-
дегидными продуктами перекисного 
окисления липидов [8]. В то же время 
суммации эффектов этанола и амино-

триазола в 4-й группе крыс (этапол-f 
+ аминотриазол) выявлено не было 
(см. табл. 2). В отличие от результа-
тов, полученных в опытах с однократ-
ным введением веществ, хроническое 
воздействие аминотриазола сопровож-
дается достоверным снижением актив-
ности супероксиддисмутазы как в 3-й, 
так и в 4-й группе животных. Послед-
нее, возможно, связано с возрастани-
ем внутриклеточной концентрации 
Н2О2 в результате инактивации ката-
лазы. Известно, что Н2О2 эффективно 
ингибирует супероксиддисмутазу в 
опытах in vitro Г61. 

Т а б л и ц а 2 
Влияние длительного введения этанола и аминотриазола на активность ферментов антиокисли-

тельной защиты в гомогенате печени крыс (М=Ь/я) 

П о к а з а т е л ь 

Г р у п п а ж и в о т н ы х 

П о к а з а т е л ь 1 - я ( к о н т р о л ь ) 2 - я ( э т а н о л ) 
3 - я ( а м и н о т р и а -

з о л ) 
4 - я ( а м и н о т р и а -

зол э т а н о л ) П о к а з а т е л ь 

а к т и в н о с т ь , м к м о л ь за 1 м и н на 1 г т к а н и 

К а т а л а з а , отн. ед . на 1 г 
ткани 

Глутатионредуктаза 
Глутатион пероксидаза 
Глюкозо-6-фосфатдегидрогена-

за 
Глутатион-Б-трансфераза 
Супероксиддисмутаза , отн. ед. 

на 1 г ткани 
Глутатион, мкмоль на 1 г 

ткани 
Белок , мг на 1 г ткани 
Относительная масса органа , % 

3 1 , 2 ± 1,6 
7,86=b(),32 
21,7=Ь 1,3 

9 , 4 3 ± 1 , 1 6 
7 0 , 9 ± 7 , 4 

2048=1= 132 

2,58=1=0,18 
1 5 1 ± 5 
4,0=1=0,1 

33,5=1= 1,7 
8,77=1=0,36 
21,5=1=2,0 

4,38=1=0,47*** 
104,7=1=13,4* 

1828=1= 188 

3 , 4 3 ± 0 , 2 0 * * 
151 ± 4 
4,9=1=0,3* 

5,6=1=0,7*** 
8,71=1=0,75 
22,2=1=2,5 

8,89=1= 1,24 
120,4=1=22,7* 

1659=1=98* 

4,76:1=0,42*** 
1 4 6 ± 4 
3,9=1=0,1 

11,2=1=0,9*** 
8,83=1=0,60 
20,7=1= 1,7 

4 , 4 7 ± 0 , 3 4 * * * 
122,5=1= 17,0** 

1411=1=241* 

4,43=1=0,25* ** 
ir>:>, I Г) 
4,5=1=0,2* 

П р и м е ч а н и е . Число животных в каждой группе 8—10 . 
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Т а б л и ц а 3 
Влияние длительного введения этанола и аминотриазола на активность ферментов антиокислитель 

ной защиты в гомогенате сердца крыс ( М ± т ) 

Г р у п п а ж и в о т н ы х 

Ф е р м е н т 1 - я ( к о н т р о л ь ) 2 - я ( э т а н о л ) 
3 - я ( а м и н о т р и а -

зол ) 
4 - я э т а н о л + 

ами н о т р и а з о л ) 

а к т и в н о с т ь , м к м о л ь за 1 мин на 1 г т к а н и 

Каталаза , отн. ед. на 1 г 
ткани 

Глутатионредуктаза 
Глутатионпероксидаза 
Глюкозо-6-фосфатдегидрогеиаза 
Глутатиои-Б-трансфераза 
Супероксиддисмутаза, оти. ед. 

на 1 г ткани 
Глутатион, мкмоль на 1 г 

ткаии 
Белок, мг на 1 г ткани 
Относительная масса органа, % 

0 , 7 2 + 0 , 0 9 
0 , 7 5 ± 0 , 1 1 
16 ,6±1 ,2 
0 , 2 8 ± 0 , 0 2 

3 , 7 + 0 , 2 

3 8 8 ± 4 1 

0 , 7 0 ± 0 , 0 4 
6 6 + 3 

0 ,287+0 ,007 

1 ,46+0 ,16*** 
0 , 8 6 + 0 , 1 4 
16,1 + 1,3 
0 , 2 9 ± 0 , 0 2 

3 , 7 + 0 , 3 

3 7 1 + 3 9 

0 , 7 2 + 0 , 0 6 
6 3 + 3 

0 ,321+0 ,014* 

0 , 3 3 + 0 , 0 5 * * * 
0,71 ± 0 , 1 8 
17 ,4+1,1 
0 ,24+0 ,01 

3 , 6 + 0 , 3 

3 1 2 + 3 0 

0 , 7 4 + 0 , 1 1 
6 5 + 4 

0 ,290+0 ,019 

0 , 4 1 + 0 , 0 3 * * 
0 , 8 7 ± 0 , 1 2 
16 ,4+1 ,3 
0 , 2 4 + 0 , 0 2 

3 , 2 + 0 , 2 

3 4 2 + 4 3 

0 , 6 8 + 0 , 0 5 
6 7 + 1 

0 ,276+0 ,012 

П р и м е ч а и и е. Число животных в каждой группе 8—10. 

В ткани печени животных, получав-
ших вместо этанола изокалорийиое 
количество глюкозы (1-я и 3-я груп-
пы), обнаружено существенное возра-
ст а и и е а кт и в ноет и г л ю ко з о - 6 - ф о с ф а т -
дегидрогеназы, которое может быть 
объяснено повышенным количеством в 
кормовой смеси углеводов. В печени 
крыс, содержавшихся на рационе ви-
вария (пеллетированный корм) , актив-
ность глюкозо-6-фосфатдегидрогеиазы 
составляла 4 , 7 8 ± 0 , 3 8 мкмоль/мин на 
1 г ткаии (см. табл. 1) и не отличалась 
от активности фермента во 2-й и 4-й 
группах животных, длительно получав-
ших этанол (см. табл. 2) . Зависимость 
активности глюкозо-6-фосфатдегидро-
геназы печени от состава кормового 
рациона неоднократно отмечалась в 
литературе [16]. Полученные нами 
данные в ряде случаев подтверждают 
у ж е известные факты. В частности, ра-
нее было описано увеличение содержа-
ния глутатиона [15] и повышение ак-
тивности глутатиои-Б-траисферазы [9, 
15] печени грызунов при хроническом 
воздействии этилового спирта. Не было 
т а к ж е обнаружено изменения активно-
сти супероксиддисмутазы при длитель-
ном введении крысам раствора этано-
ла в качестве единственного источника 
жидкости. При этом отмечалось воз-
растание скорости образования супер-
оксидных анионов в микросомалыюй 
фракции печени [5]. Как предполага-
ют авторы, ускорение генерации супер-
оксидных анионов способствует акти-

вации перекисных процессов в цельном 
гомогенате и субклеточных фракциях 
гепатоцитов. В то же время, по данным 
других авторов, введение этанола в со-
ставе изокалорийного рациона не влия-
ет на уровень перекисного окисления 
липидов в микросомалыюй фракции 
[251. 

Длительная алкогольная интоксика-
ция сопровождается возрастанием ак-
тивности к а т а л а з ы в сердечной мышце 
(табл. 3) . Активацию этого фермента 
под влиянием этанола наблюдали и 
другие авторы [ И , 20]. Кроме того, об-
наружено, что при воздействии алкого-
ля в кардиомиоцитах происходит уве-
личение количества и размеров перок-
сисом [11]. Как видно на рисунке и в 
табл. 3, введение аминотриазола со-
провождается ингибированием актив-
ности к а т а л а з ы сердца в 3-й и 4-й груп-
пах животных. В отличие от ткани пе-
чени в миокарде крыс этанол и амино-
триазол не влияют па активность дру-
гих исследованных ферментов анти-
окислительной защиты и на содержа-
ние восстановленного глутатиона. В то 
ж е время этанол приводит к умерен-
ному возрастанию относительной мас-
сы сердца. Характерно то, что парал-
лельное введение аминотриазола пре-
дотвращает гипертрофию миокарда. 

Обсуждая механизмы изменения ко-
личества глутатиона и активности фер-
ментов антиокислительной защиты в 
печени и сердце крыс при введении 
этанола и аминотриазола , следует от-
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метить, что оба вещества, видимо, спо-
собны активировать внутриклеточные 
перекисные процессы [3, 7, 28]. В пер-
вом случае это может быть связано с 
Индукцией в гепатоцитах под влияни-
ем этанола активности микросомаль-
иой монооксигеназиой системы, вклю-
чающей цитохром Р450 [14], а также 
метаболизмом ацетальдегида [26] 
предположительно по альдегидоксидаз-
пому пути. Во втором случае, при ин-
гибироваиии каталазы амииотриазо-
лом, происходит увеличение внутри-
клеточной стационарной» концентрации 
Н 2 0 2 [3, 7]. В связи с этим важны 
сходные эффекты хронического воздей-
ствия на ткань печени этанола и ами-
нотриазола, которые проявляются в 
увеличении содержания глутатиона и 
активности глутатион-Б-трансферазы. 
Можно ожидать, что указанные эффек-
ты опосредованы единым адаптивным 
механизмом а ит иоки сл ител ьной за щ и -
ты, где пусковым моментом является 
активация перекисиых процессов. 
В ткаии сердца подобный защитный 
механизм, видимо, отсутствует. Таким 
образом, имеются основания предпо-
лагать, что обнаруженные межоргаи-
ные различия в реакции антиокисли-
тельпьтх ферментных систем на воздей-
ствие этанола и аминотриазола могут 
наряду с другими причинами обусло-
вить органоспецифичность кардиоток-
сического эффекта совместного введе-
ния животным этих соединений. 

Авторы выражают признательность 
проф. Л. Ф. Панченко за ценные сове-
ты при обсуждении рукописи. 
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E F F E C T S O F E T H A N O L AND CATALASE 
I N H I B I T O R A M I N O T R I A Z O L E ON ACTIVITY 
O F E N Z Y M E S P A R T I C I P A T I N G IN THE AN-
TIOXIDATION SYSTEM IN RAT LIVER AND 

H E A R T T I S S U E S 

V. D. Antonenkov, V. A. Gusev, S. N. Kras-
nova 

V. P. Serbsky All-Union Ins t i tu te of General 
and Forens ic Psychia t ry , Moscow 

Tissue-specific ef fec ts of e thanol and amino-
t r iazole were studied in ra ts . S imul t aneous ad-
m i n i s t r a t i o n of b o t h t h e s e d r u g s c a u s e d a l c o -
holic ca rd iomyopa thy in the animals , while 
liver t i ssue impa i rmen t w a s not detected. Ef-
fect of e thanol and aminot r iazo le on conten t 
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К cr. II. А. Соловьевой и соавт 

М А В С 

К ст. С. II. Кузьминой и соавт. 
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Рис. 4. ДСН-нолнл криламидный элек-
трофорез. 

БеЛКИ те 11С11 э р и т р о ц и т о в крыс (/1). Очи-
щ е н н ы й х р о м а т о г р а ф и ч е с к и г л ю к о з н ы й 
т р а н с п о р т е р ф р а к ц и я \ с к о л о н к и с 
Д 1 - Л ^ - ц е л л юлозой, 30 мкг (13). Белки 
ф р а к ц и и II (С.'). М а р к е р н ы е белки с из 
местной м о л е к у л я р н о й массой : 94, 07, 43, 

20" и 14,4 к Д (/VI). 

Рис. I. Флуорограммы меченных 3 55-метиоиипом белком 
ядерного матрикса фибробластов китайского хомячка 
до (а) и после (б) прогревания клеток при 46°С и те-
чение 10 мин и последующей инкубации при 37 °С 

в течение 6 ч. 
Белки р а з д е л я л и д в у х м е р н ы м э л е к т р о ф о р е з о м : / и зоэлектри-
ческое ф о к у с и р о в а н и е , / / — э л е к т р о ф о р е з в 10% ПААГ, со 
д е р ж а щ е м д о д е ц и л с у л ь ф а т н а т р и я . Белки т е п л о в о г о шока 

п о к а з а н ы с т р е л к а м и . 
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Рис. 2. 11 игибмрованне 
ядерного 

актииомицином D новообразования белкой теплового шока 
матрикса фибробластов китайского хомячка. 

З д е с ь п на рис. 3 н А па ф л у о р о г р а м м а х слепа м о л е к у л я р н а я масса с в и д е т е л е й (в кд: 1>7 
с ы в о р о т о а л ь б у м и н , <13 яичный а л ь б у м и н , 30 л а к т а т д е г п д р о г е и а з а , 18,5 суб ' ьедпнпца 
ф е р р н т и н а ) ; с п р а в а м о л е к у л я р н а я масса белком т е п л о в о г о шока , р и с с ч и т а н н а я по к а л и б р о в о ч -
ной кривой (в к Д ) . Внизу : / я д е р н ы й м а т р н к с и н к у б и р о в а л и без а н т и б и о т и к о в , 2 и 3 в 
среду и н к у б а ц и и внесли с р а з у после п р о г р е в а н и я с о о т в е т с т в е н н о 2 и I м к г / м л а к т и п о м п ц и п а 

I). - в с р е д у и н к у б а ц и и внесли 2 м к г / м л а к т н н о м н ц н п а д о п р о г р е в а н и я . 
Рис. 3. Ингибировапие актииомицином D новообразования белков теплового шока 

цельной клетки. 
Внизу : / к л е т к и после т е п л о в о г о ш о к а . 2 и 3 в среду и н к у б а ц и и внесли с о о т в е т с т в е н н о I и 
2 м к г / м л а к т и п о м п ц и п а I) после п р о г р е в а н и я , 7 — в среду и н к у б а ц и и внесли I м к г / м л антибио-

тика д о п р о г р е в а н и я . 
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Рис. 4. Влияние 
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ряда антибиотиков 
ядерного матрикса 

Внизу и: I ядерп 
л о г е к с п м п д а (I м к г / м л ) 
/ белки к л е т о к , и н к у б и р о в а н н ы х без а н т и б и о т и к о в , 2 I 

(00 м к г / м л ) , ц н к л о г е к с н м и д а (I м к г / м л ) и м и т о м п ц и н а ( 

новообразование белков теплового шока 
и цельной клетки (б). 

рикс и н к у б и р о в а л и без а н т и б и о т и к о в , 2 -</ — после внесения цнк-
п у р о м п ц н н а (00 м к г / м л ) и м и т о м п ц и н а С (I м к г / м л ) соответственно ; б: 

после внесения п у р о м п ц и п а 
(I мкг /мл) соответственно . 



of reduced g lu ta th ione as well as on activity 
of catalase, superoxide dismutase , g luta thione-
s - t r a n s f e r a s e and glucose-6-phosphate dehydro-
genase, the enzymes par t ic ipa t ing in the anti-
ox ida t ion system, were also studied in liver 
and hear t t issues. After repeated s imul taneous 
or separa te admin is t ra t ion of these d r u g s con-
cen t ra t ion of g lu ta th ione and gluta th ione-S-
t r ans fe ra se activity were elevated in liver tis-

sue. Acute and repeated adminis t ra t ion of ami-
notr iazole led to inact ivat ion of catalase . At 
the same time, superoxide d ismutase w a s inhi-
bited in liver t issue as a result of the d rug 
repeated adminis t ra t ion . Activity of glucose-6-
phosphate dehydrogenase w a s increased in liver 
t issue of control rats , the diet of which con-
tained isocaloric ca rbohydra tes instead of 
e thanol . 

УДК 615.246.2.03:615.214.24:547.854.51.099.084 

E. А. Лужников, A. M. Трушин, О. В. Кабанов 

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

НИИ скорой помощи им. Н. В. Склифосовского, Московский химико-технологический 
институт им. Д. И. Менделеева 

В настоящее время широко приме-
няется экстракорпоральный метод де-
токсикации организма (гемосорбция), 
основанный на адсорбционном погло-
щении токсических веществ из крови. 
Важное место гемосорбционная де-
токсикация занимает в лечении острых 
отравлений лекарственными препара-
тами, особенно отравлений барбитура-
тами. В связи с этим представляет 
большой практический интерес выяв-
ление закономерностей адсорбции про-
изводных барбитуровой кислоты. 

И сс л е до вали адсорбцию б а р б ит а л а 
(веронала) и барбитала натрия (ме-
динала) из их водных растворов на 
активированных углях БАУ, АР-3, 
АР-Б, АР-А, СКТ-6А. Адсорбция бар-
битала носит сложный характер, так 
как в водных растворах образуется 
несколько таутомерных форм этого 
соединения: амидная, имидольная и 
диимидольная. Две последние тауто-
мерные формы ведут себя в водных 
растворах как слабые кислоты за счет 
отщепления водорода группы ОН. При 
рН 1—2 равновесие таутомерного пре-
вращения сдвинуто в сторону амидной 
формы. Мри низких концентрациях 
ионов водорода (рН 10) барбитал на-
ходится в имидольной форме, а при 
рН 13 — в диимидольной. Таким обра-
зом, в нейтральных растворах барби-
тал существует в амидной и имидоль-
ной формах. Будучи слабой кислотой, 
им и дольна я форма б а р б ит ала на хо -
дится в частично ионизированном со-
стоянии. Таким образом, из водных 
растворов барбитал может сорбиро-
ваться в трех формах: в амидной, не-
диссоциированной имидольной и в ви-
де а н и она б а р б и т ала. Ко н це нт р а ц и и 

всех трех форм барбитала могут быть 
определены на основе констант тауто-
мерного равновесия и равновесия дис-
социации: 

С2Н5 
.СГ NH 

? н 

Кт 

с = о 

С 2Н 5 . / С . 

С=0 
ч1\г 

Н 

Кг . CR-QH _ CR. 

ОН 

с2н5- N 
Kg С0Н5' 

__ ОН 
С ~CR-0I 

.0=0 с = о 

Кд= OR о'' Сн* 
OR-ОН-Or.О" 

(2) 

где С0 — суммарная концентрация всех 
форм барбитала; C R _ O H —суммарная 
концентрация диссоциированной и не-
диссоцированной имидольной формы 
барбитала; Сн=о — концентрация 
амидной формы; Си-о" — концентрация 
ионизированной имидольной формы. 

Из константы равновесия таутоме-
ризации и диссоциации получаем 
с и г" R — ОН R — 0 ~ 

С р - ° н - ь к 7 (3) 

Г - CR-OH И\ 
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Ввиду незначительной концентрации 
барбитала в растворе, суммарная ад-
сорбция (а) может рассматриваться 
как аддитивная фуикция адсорбции 
всех тфех форм барбитала: 

a = M C R = o ) + / 2 ( C R _ O - ) + 

+ / з ( C R - O H ~ C R - - 0 " ) ' 

где 11, /2, /з — функции, описывающие 
изотермы адсорбции соответственно 
а м и д но й, и о н и з и р о в а и н о й и м и до л ь н о й 
и неионизированной имидольной. 

При адсорбции барбитала натрия в 
растворе присутствуют ионизирован-
ная и н е и о н и з и р о в а ниа я им идол ьи а я 
формы барбитала, причем ионизиро-
ванная форма преобладает. Концент-
рацию неионизированной формы бар-
битала можно получить, исходя из 
равновесия реакции гидролиза: 

С, , о н = - + 1 / ( ^ 9 Р ) 1 к й и д р C 0 N ; 

Ю - 1 4 

г д е КГИДР = ' К Д = 1 > 5 8 ' 1 ° " 8 [ 1 ] • 

Суммарная сорбция барбитала нат-
рия таким образом будет также выра-
жаться уравнением (5), однако в дан-
ном с л у ч а е н е д и ссо ц и и р о в а н н а я фо р -
ма барбитала будет в основном еноль-
ная, поскольку рН растворов близки 
к 9,8. При рН 10—12 преобладающей 
формой барбитала в растворе будет 
ко 11 из иро в ани а я им идол ьна я. 

М е т о д и к а 

Определение равновесной емкости активи-
р о в а н н ы х углей по б а р б и т у р а т а м проводили 
путем длительного к о н т а к т и р о в а н и я при пере-
мешивании массы активированного угля с 
растворами б а р б и т а л а и б а р б и т а л а натрия 
р а з л и ч н ы х концентраций . Масса угля состав-
ляла 1 г, объем раствора — 50 см3, время 
контакта 48 ч. 

К о н ц е н т р а ц и ю б а р б и т у р а т о в до и после 
а дсо р б ц и и о пр едел яли с пектро фото м етр иче-
ски. Р а с т в о р ы (1 мл) р а з б а в л я л и боратным 
буфером рН 10 в соотношении от 1 : 5 до 
1 : 100 и концентрацию б а р б и т у р а т о в опреде-
ляли по изменению оптической плотности при 
длине волны 240 нм. 

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

11редставленные экспериментальные 
данные по адсорбции барбитала и 
барбитала натрия (см. рисунок) пока-
зывают, что максимальную адсорб-
цию имеет барбитал, а минималь-
ную— его имидольная ионизированная 
форма (рН 12). 

Адсорбция б а р б и т а л а и б а р б и т а л а натрия . 
/ — б а р б и т а л из нейтрального йодного раствора ; 
2 — б а р б и т а л натрия и нейтрального водного ра-
створа (крестик эксперимент , к р у ж о ч е к ра-
счет) ; И — б а р б и т а л натрия из 0,01 и. раствора 

NaOlT. 

Известно, что в случае слабых элек-
тролитов (рКа 4—4,2) из равновесного 
раствора ионизированной и неионизи-
рованной форм кислоты (или основа-
ния) адсорбируется только неионизи-
рованная форма [3]. 

Как видно из данных, представлен-
ных на рисунке, в данном случае эта 
закономерность не соблюдается. При-
чиной этого, очевидно, является допол-
нительная ионизация амидной и ими-
дольной форм, за счет участия в тау-
то м ер н о м превр а щей и и. Из вест но, ч то 
первичным актом таутомеризации яв-
ляется ионизация (отрыв протона) с 
дальнейшим образованием отрицатель-
ного иона на другом конце молекулы. 
Благодаря этому при большой под-
вижности протона, т. е. при большой 
суммарной скорости прямой и обрат-
ной реакций значительная часть амид-
ной и имидольной форм будет ионизи-
рована [2]. Это позволяет считать, что 
степень гидратации веронала как не-
диссоциированной слабой кислоты 
(имидольная форма) и его амидной 
формы может оказаться сравнимой со 
степенью гидратации диссоциирован-
ной формы веронала. В этом случае 
н е д и с с о ц и и р о в а н н ы е ф о р м ы веронал а 
не подавляют до конца сорбцию его 
аниона. 

В качестве подтверждения того фак-
та, что сорбция аниона барбитала вно-
с и т з н а ч и т е л ь н ы й в к л а д в о б щ у ю а д -
сорбцию барбитала натрия, служит 
достаточно хорошее совпадение рас-
четных и экспериментальных данных 
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Расчетные и экспериментальные величины адсорбции барбитала натрия 

К о н ц е н т р а ц и я б а р б и т у р а т а , к г / к г А д с о р б ц и я б а р б и т у р а т а , к г / к г 

А к т и в и р о в а н н ы й 
у г о л ь 

С 0 
о 

c R - 0 H + c R = 0 
c R - 0 р а с ч е т н а я 

э к с п е р и м е н -
т а л ь н а я 

Б А У 
А Р - 3 
А Р - Б 
АР-А 

0,000654 
0,000604 
0,000596 
0,000504 

0,00000916 
0,0000088 
0,0000874 
0,00000803 

0,000645 
0,000595 
0,000587 
0,000496 

0,019 
0,0216 
0,024 
0,0303 

0,020 
0,0250 
0,026 
0,0340 

на изотермы барбитала натрия. Рас-
чет производился по уравнению (2), 
W / l ( C R = 0 ) + / 3 ( C R ~ 0 H - C R - 0 - ) 
брали из изотермы веронала при кон-
центрациях, рассчитанных по урав-
нению (6), умноженных на величину 

1 
, , и 1 Г — , учитывающую, согласно 
1 " Г + 

уравнению (4), диссоциации кислоты, 
а адсорбцию аниона / 2 ( c r _ o ~ ) опре-
деляла по изотерме полностью ионизи-
рованного барбитала натрия рН 12. 

Незначительное расхождение расчет-
ных и экспериментальных определен-
ных величин адсорбции барбитала 
натрия, очевидно, объясняется тем, 
что относительное содержание двух 
таутомерных форм в растворе барби-
тала натрия и барбитала различны. 
В растворе барбитала натрия преоб-
ладает имидольная форма, а в раство-
ре барбитала концентрации амидной и 
имидольной форм сравнимы между со-
бой. Ввиду сложности эксперименталь-
ного определения адсорбции недиссо-
циированной имидольной формы вели-
чину адсорбции двух таутомерных 
форм, как указано выше, брали из 
изотермы адсорбции веронала, что де-
лает расчет достаточно приближен-
ным, так как адсорбционная способ-
ность двух таутомерных форм раз-
лична. 

Аналогичные результаты по сравне-
нию с расчетной и экспериментально 
определенной величинами адсорбции 
получены для ряда активированных 
углей: БАУ, АР-3, АР-Б, АР-А (см. 
таблицу) . Эти данные также показы-
вают достаточно хорошие совпадения 
опытных и расчетных величин (сред-
нее расхождение составляет 9 , 3 % ) . 

Приведенный анализ адсорбции бар-
битала и барбитала натрия, находя-
щихся в различных формах, позволяет 
сделать вывод, что одновременная 
сорбция ионных и неионных форм этих 

соединений на активированных углях 
объясняется значительной долей иони-
зации барбитуратов как в результате 
таутомерного превращения, так и дис-
социации образующейся кислоты. Эти 
данные показывают также, что адсорб-
ция барбитала натрия и барбитала 
может быть рассчитана при различ-
ных значениях рН раствора с учетом 
реакций диссоциации и гидролиза, что 
важно при энтеросорбционном извле-
чении барбитуратов. 
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P A T T E R N S O F B A R B I T U R A T E S A D S O R P -
TION ON ACTIVATED CHARCOAL 

E. A. Luzhnikov, A. /. Trushin, О. V. Kabanov 

Equi l ibra t ion p a t t e r n s of ba rb i tu ra t e s adsorp-
tion on act ivated charcoa ls were studied us ing 
aqueous solut ions of ba rb i ta l and sodium bar-
bital and commercia l ly avai lable charcoals BAU, 
AR-3, AR-B, AR-A, SKT-6A. The ra te of barbi-
t u r a t e s adsorp t ion w a s described as an addi-
tive func t ion of concen t ra t ions of amide, ionized 
and non-ionized imidol fo rms calculated consi-
der ing the reac t ions of dissociat ion and hydro-
lysis. Relatively low equl ibr ium concen t ra t ions 
of ba rb i tu ra t e s in the solid phase and simul-
t aneous sorpt ion of the barbi ta l anion as well 
as of its non-ionized form were related to the 
considerable ra te of the subs tance ionizat ion 
due to both tau tomer ic t r a n s f o r m a t i o n and dis-
sociat ion of the acid formed. The procedure 
for calculat ion of equil ibr ium described a s sumes 
tha t the ra te of barb i ta l and sodium barb i ta l 
adsorp t ion on act ivated charcoa ls of va r ious 
b r a n d s migh t be es t imated a t va r ious pH va-
lues of a solution, based on dissociat ion and' 
hydro lys is react ions, which is of importance-
under condi t ions of the ba rb i tu ra t e s enterosorp-
tion. 
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В Л И Я Н И Е П Р О Т И В О И Ш Е М И Ч Е С К О Й З А Щ И Т Ы 
НА Б И О Х И М И Ч Е С К И Е П О К А З А Т Е Л И И З О Л И Р О В А Н Н О Й 

П Е Р Ф У З И Р У Е М О Й П Е Ч Е Н И 

Н И И гематологии и переливания крови, г. Киров 

Существующие методы получения 
Донорской печени не позволяют избе-
гать периода тепловой ишемии [3]. 
1есмотря на значительные успехи, до-

стигнутые в противоишемической за-
щите почек [5], меры противоишеми-

ческой защиты печени разработаны 
недостаточно. 

Нами проведено сравнительное ис-
следование при ишемии печени ряда 
антигипоксантов (преднизолона, а-то-
коферола, лидокаина, аминазина) , хо-
рошо зарекомендовавших себя при 
ишемии почки [1], а также глутами-
новокислого натрия, проявляющего 
значительную эффективность при ги-
ноксической и гемической гипоксии [2]. 

М е т о д и к а 

Проведено 44 опыта с перфузией печени 
кроликов породы Шиншилла обоего пола мас-
сой 2—2,5 кг. Под гексеналовым наркозом 
(50 мг/кг внутривенно) осуществляли средин-
ную лапаротомию. Вводили канюли в ворот-
ную, нижнюю полую вены и общий желчный 
проток. Печень отделяли из окружающих тка-
ней и извлекали из брюшной полости. В целях 
избежания неконтролируемого периода тепло-
вой ишемии сразу же после катетеризации 
воротной вены начинали через нее перфузию 
печени оксигслированным желатииолем при 
температуре 4—6°С. На 1 печень расходовали 
450 мл желатиноля. Животных забивали кро-
вопусканием на фоне гексеналового наркоза 
и печень подвергали 60-минутной ишемии при 
температуре 22—24°С. Оценку функциональ-
ного состояния печени проводили в ходе по-
следующей 60-минутной иормотермической 
перфузии (36—38 °С) раствором Хеикса (рН 
7,4—7,5) по следующим параметрам: скорость 
потребления кислорода, скорость образования 
лш<тата, скорость поступления в перфузат ас-
партатаминотрансферазы (АсАТ) и алаиииами-
нотрансферазы (АлАТ). Концентрацию лакта-
та в перфузатс определяли по методу [8], 
активность траисаминаз в перфузате — по ме-
тоду [6, 7 | . Перфузию печени осуществляли 
в открытом контуре через воротную вену. Пер-
фузионная система состояла из напорного со-
суда, теплообменника, камеры для органа и 
специального приспособления для автоматиче-
ского регулирования перфузионного давления 
( 1 0 - 1 5 мм рт. ст.). Оксигеиацию перфузата 
проводили путем барботировапия кислорода. 

Животные были разделены па 6 групп. 
1-я группа была контрольной (противоишеми-
[еская защита печени не осуществлялась) . 
Ж ивотпым остальных групп за 1 ч до опыта 

вводили внутривенно испытуемый препарат 
(ос-токоферол внутрибрюшимно за 1 сут до 
опыта) . Животным 2-й группы внутривенно 
вводили аминазин (10 мг/кг) , 3-й — лидокаин 
(10 мг/кг) , 4-й — предпизолоп (2 мг/кг), 
5-й - - а - токоферол (200 мг/кг) внутрибрю-
шинно за 1 сут до опыта, 6-й — глутами-
новокислый натрий в виде 5 % раствора 
(200 мг/кг) за 1 ч до опыта внутривенно. 

Статистическую обработку данных прово-
дили по методу непрямых разностей с исполь-
зованием константной формулы [4]. 

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

В таблице представлены данные о 
влиянии противоишемической защиты 
на ряд биохимических показателей 
изолированной перфузируемой печени 
кроликов. Наименьшую скорость по-
требления кислорода обнаруживает 
контрольная печень, не защищенная от 
ишемии введением препаратов. Прак-
тически не отличается от уровня конт-
роля среднее потребление ки-
слорода в группе с противоишемиче-
ской защитой печени аминазином. Ста-
тистически значимое повышение сред-
ней скорости потребления кислорода 
наблюдали при использовании в каче-
стве средств противоишемической за-
щиты преднизолона, а-токоферола, ли-
докаина и глутаминовокислого натрия. 

Статистически значимое снижение 
образования печеныо лактата наблю-
дали лишь при противоишемической 
защите а-токоферолом. Положитель-
ное влияние на скорость поступления 
в перфузат траисаминаз также наблю-
дали лишь при использовании в каче-
стве противоишемического препарата 
а-токоферола, который снижал ско-
рость выброса печенью, перенесшей 
60-минутную ишемию, траисаминаз, 
что свидетельствует о его положитель-
ном влиянии на сохранность клеточ-
ных мембран. При использовании 
преднизолона наблюдали тенденцию 
к снижению скорости поступления в 
перфузат траисаминаз. 

Таким образом, противоишемиче-
ская активность в отношении печени 
обнаружена у всех исследуемых пре-
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Биохимическая характеристика изолированной перфузируемой печени кроликов после 60-минутной 
ишемии 

П о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 

П р е п а р а т , { ^ и с п о л ь з о в а н н ы й д л я п р о т и в о и ш е м и ч е с к о й з а щ и т ы печени 

П о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 
а м и н а з и н л и д о к а и и п р е д н и з о л о н а - т о к о ф е р о л 

г л у т а м и и о в о -
к и с л ы й н а т р и й 

Потребление ки- 0,70- Ю - 2 0,78- Ю - 2 0 , 8 7 - Ю - 2 0,89- Ю- 2 0 , 9 6 - Ю - 2 0,88- Ю- 2 

слорода, млХ 
Х м и н - ^ г - 1 ± 0 , 0 5 - Ю - 2 ± 0 , 0 4 - Ю- 2 ±0,06- ю-2 ± 0 , 0 5 - Ю- 2 ±0,06- ю-2 ±0,06- ю-2 

(7) (6) (6)* (6)* (6)* (6)* 
Образование 12,7- К)- 4 13,3- ю- 4 1 4 , М О - 4 12 ,2 -Ю- 4 7 , 7 - Ю - 4 12,6- Ю- 4 

лактата , ммольX - ъ 0 , 8 - 1 0 - 4 ± 0 , 9 - Ю- 4 ± 0 , 6 - ю-4 ± 0 , 4 - Ю - 4 ± 0 , 4 - Ю - 4 ± 0 , 5 - Ю - 4 

Х м и н - ^ г - 1 (6) (5) (5) (5) (5)** * (5) 
Поступление в 0,090 0,094 0,103 0,084 0,063 0,092 

перфузат Ac AT, ± 0 , 0 0 9 ± 0 , 0 0 7 ± 0 , 0 0 7 ± 0 , 0 1 5 ± 0 , 0 0 9 ± 0 , 0 0 6 
н к а т - м и н - 1 - ^ 1 (7) (6) (6) (6) «>г (6) 

Поступление в 0,044 0,043 0,051 0,031 0,024 0,042 
перфузат Ал AT, ± 0 , 0 0 6 ± 0 , 0 0 5 ± 0 , 0 0 6 ± 0 , 0 0 6 ± 0 , 0 0 4 ± 0 , 0 0 3 
н к а т - м и и - ^ г - 1 (7) (6) (6) (6) (6)** (6) 

П р и м е ч а и и е. В скобках представлено число наблюдений. Одна звездочка — Р < 0 , 0 5 , 
две— Р < 0 , 0 1 , три — /><0,001. 

паратов, за исключением аминазина. 
Н а и м е н ь ш а я активность была отмече-
на у глутаминовокислого натрия и ли-
докаина, несколько большая — у 
преднизолона и, наконец, наибольшая 
противоишемическая активность на-
блюдалась у а -токоферола . Не все 
препараты, обнаруживающие высокую 
противоишемическую активность в от-
ношении почек [1], проявляют тако-
вую в отношении печени. Это относит-
ся к аминазину и отчасти к лидокаи-
ну. Преднизолон и а -токоферол прояв-
ляют одинаково высокую эффектив-
ность при противоишемической защите 
как почек [1] , так и печени. Глутами-
новокислый натрий, хорошо зареко-
мендовавший себя при гипоксичес кой 
и гемической гипоксии [2], оказался 
относительно мало эффективным при 
противоишемической защите печени. 
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E F F E C T O F ANTI I S C H E M I C D R U G S ON 
B I O C H E M I C A L P A T T E R N S IN I S O L A T E D 

P E R F U S E D LIVER T I S S U E 

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

Ins t i tu te of Hemato lohy and Blood Trans fus ion , 
Kirov 

oc-Tocopherol and prednisolone exhibited the 
h ighes t ant i ischemic activity, while l idocaine and 
sodium g l u t a m a t e were less active a f te r admi-
n is t ra t ion into isolated perfused rabbi t liver tis-
sue subjected to 60-tnin thermic ischemia. Chlor-
promazine-HC1 did not affect the biochemical 
pa t t e rn s studied in isolated perfused liver t issue. 
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Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А Б Е Л К А , В Ы Д Е Л Е Н Н О Г О 
ИЗ А Л Ь Б У М И Н О В О Й Ф Р А К Ц И И К Р О В И В Н О Р М Е 

И П Р И Д И А Б Е Т Е 

МГУ им. М. В. Ломоносова 

В плазме крови человека и живот-
ных в норме содержится около 7 % 
Зелков, из которых на долю альбуми-
нов приходится 5 5 % [2]. В составе 
альбуминов сыворотки крови содер-
жится 19 аминокислот. Молекулярная 
масса альбуминов колеблется от 
35 тыс. до 70 тыс. Д, а изоэлектриче-
ская точка лежит при рН 4,6—4,7 [3]. 
В плазме крови человека и животных, 
больных инсулинзависимым диабетом, 
был обнаружен белок альбуминовой 
природы с мол. массой около 60 тыс. 
Д. Этот белок был назван диабетоген-
ным фактором (ДГФ) , так как он при 
внутривенном введении здоровым жи-
вотным вызывал гипергликемию и раз-
витие других признаков, характерных 
для диабета. В крови здоровых лю-
дей и животных Д Г Ф отсутствовал 
|5, 6] . 

В настоящей работе предпринята 
попытка изучения аминокислотного со-
става гомогенного белка, полученного 
из альбуминовой фракции крови крыс, 
больных аллоксановым диабетом. Ис-
следовали и другие физико-химиче-
ские свойства (электрофоретические, 
спектральные) ДГФ. 

М е т о д и к а 

Д л я получения Д Г Ф использовали плазму 
крови крыс, больных аллоксановым диабетом, 
которую нам предоставил А. М. Ульянов. Вы-
деляли альбуминовые фракции белков из плаз-
мы крови здоровых и больных диабетом крыс. 
Полученные фракции подвергали ультрацент-
рифугированию в градиенте плотности саха-
розы и высушиванию из замороженного со-
стояния [5]. 

Проводили исследования белков с приме-
нением электрофореза в геле полиакриламида 
(ПАГ) с додецилсульфатом натрия ( Д С Н ) 
Как с добавлением р-меркаптоэтанола, так и 
без него [8]. 

Д л я анализа аминокислотного состава осу-
ществляли гидролиз навески белка (5 мг ра-
створяли в 0,5 мл 6 п. HCI в толстостенной 
стеклянной ампуле, которую заплавляли под 
вакуумом) . Гидролиз проводили при темпера-
туре 1 1 0 ± 1 ° С в течение 4 ч. Избыток соля-
ной кислоты удаляли при температуре 40— 
45 °С, используя роторный испаритель; обра-
зец разбавляли соответствующим количеством 

0,2 М натрий-цитратиого буфера рН 2,2 и от-
бирали аликвотиые порции раствора белка 
д л я анализа [1]. Анализ аминокислотного 
состава белков осуществляли на аминокислот-
ном анализаторе японской фирмы «Хитачи». 
Спектрофотометрирование белка проводили в 
УФ-области па регистрирующем спектрофото-
метре SP-8000 в кюветах 3 мл в диапазоне 
длин воли от 220 до 300 нм. 

Казеинолитическую активность препарата 
Д Г Ф устанавливали методом [9]. Д л я опреде-
ления биологической активности Д Г Ф прово-
дили внутривенное трехкратное введение Д Г Ф 
по 1 мг на 200 г массы тела крыс в день с 
последующим определением уровня сахара 
крови [5]. 

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

Белок, выделенный нами из крови 
крыс, больных диабетом, был гомоге-
нен при электрофорезе в ПАГ с Д С Н . 
Как в отсутствие р-меркатоэтанола, 
так и в его присутствии при электро-
форезе обнаруживали только 1 полосу, 
электрофоретическая подвижность ко-
торой соответствовала белку с мол. 
массой 60 тыс. Д. Это свидетельству-
ет о том, что ДГФ представляет собой 
белок альбуминовой природы, состоя-

Спектры поглощения в УФ-области Д Г Ф ( / ) 
и контрольной альбуминовой фракции из 

плазмы крови здоровых крыс ( 2 ) . 
П о оси абсцисс — д л и н а волны (в нм) ; по оси ор-

д и н а т — изменение оптической плотности. 
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Аминокислотный состав альбуминовой фрак-
ции плазмы крови здоровых крыс (контроль) 
и крыс, больных аллоксановым диабетом (ДГФ) 

А м и н о к и с л о т а 

С о д е р ж а н и е - а м и н о к и с л о т , %• 

А м и н о к и с л о т а 
Д Г Ф к о н т р о л ь 

Аспарагиновая 18,2 17,4 
Треонин 4,0 4,1 
Серии 5,3 5,0 
Глутаминовая 25,0 17,0 
Пролин 5,0 5,0 
Глицин 9,0 7,1 
Алании 10,3 11,8 
1 1,истин 1,3 1,6 
Валин 3,0 3,0 
Метионии 0,8 0,6 
Изолейцин 1,3 1,1 
Лейцин 8,3 9,2 
Тирозин 2,3 2,6 
Фенилаланин 2,3 3,3 
Лизин 5,3 6,1 
Гистидин 2,0 2,0 
Аргинин 3,0 3,0 

В с е г о . . . 106,4 99,9 

щий, по-видимому, только из одной по-
липептидной цепи. 

В последующих исследованиях при-
меняли активный ДГФ, трехкратное 
внутривенное введение которого приво-
дило к развитию достоверной гипер-
гликемии. Содержание сахара в крови 
повышалось в среднем с 90—95 мг% 
(исходный уровень) до 130—135 мг%' 
через 7 дней и до 150—160 мг% че-
рез 14 дней после введения ДГФ. 

При изучении свойств препарата 
Д Г Ф в нем не обнаружено казеииоли-
тической активности, а также нефер-
ментативной фибринолитической ак-
тивности (на нестабилизироваииый 
ф а кто ром XIII ф и б р и н). 

Спектры поглощения Д Г Ф и альбу-
миновой фракции, полученной тем же 
методом из плазмы крови здоровых 
животных, приведены на рисунке. 
Максимум поглощения Д Г Ф лежит в 
области 278 им, максимум поглоще-
ния контрольной фракции находится 
при 276—279 нм. Максимум спектра 
поглощения при 278—280 нм обуслов-
лен наличием триптофана и тирози-
на [7]. 

При исследовании аминокислотного 
состава Д Г Ф вышеуказанным методом 
не могли быть выявлены в полной 
мере тирозин и пролин, которые раз-

рушаются при гидролизе [1, 7]. Кро-
ме того, при этом совершенно не оп-
ределяется триптофан [7]. 

Полученнке нами данные (см. таб-
лицу) указывают на то, что в составе 
Д Г Ф присутствуют глутаминовая кис-
л о т а — 25,0 % (pi 3,22), аспарагиновая 
кислота—18,2 % (pi 2 , 9 7 % ) , ала-
н и н — 1 0 , 3 % (pi 6,02), глицин — 9 % 
(pi 5,97), лейцин — 8 , 3 % (pi 5,98). 
В контрольной альбуминовой фрак-
ции, полученной из плазмы крови здо-
ровых крыс, обнаружены те же амино-
кислоты, но глута ми новой кислоты бы-
ло меньше на 8 % , аланина — больше 
на 1,5%, лейцина — больше на 1 %. 

Следовательно, в ДГФ в отличие от 
контрольной альбуминовой фракции 
крови крысы в более значительных ко-
личествах в расчете на 1 моль белка 
присутствуют глутаминовая кислота, 
глицин и аспарагиновая кислота. 

При расчете изоэлектрической точ-
ки установлено, что для альбумина 
крови здоровых животных она состав-
ляет 4,8, а для Д Г Ф —4,4, т .е . ДГФ 
значительно более кислый белок, чем 
альбумин здоровых крыс. Это под-
тверждено и данными потенциометри-
ческого исследования. При добавлении 
Д Г Ф в конечной концентрации 0,1 % 
рН дистиллированной воды снизился 
до 4,4 (с 6,0), а при добавлении конт-
рольной альбуминовой фракции здоро-
вой крысы рН составлял 4,8. При фи-
зиологическом значении рН альбуми-
ны находятся в N-форме, при рН 3— 
4 происходит полная изомеризация 
альбумина, и он образует F-форму. 
В кислой зоне рН к альбумину при-
соединяется до 3 протонов, причем 
происходит разрыв соответствующего 
звена водородных связей и добавоч-
но освобождаются 3 карбоксильные 
группы [3]. 

Возможно, что различия между 
Д Г Ф и альбуминами крови здоровых 
животных связаны либо со степенью 
амидирования, либо с последователь-
ностью аминокислот в пептидах. Об-
наруженное нами повышение содержа-
ния некоторых аминокислот (глутами-
новой, глицина) в альбумине плазмы 
крови животных, больных диабетом, 
очевидно, связано с тем, что в резуль-
тате интоксикации и патологических 
изменений п о д ж е л у д о ч н о й железы н а -
рушается метаболизм аминокислот в 
печени. Кроме того, увеличение со-
держания некоторых аминокислот в 



Д Г Ф плазмы крови, по-видимому, обу-
словлено распадом белков тканей и 
последующим переходом освобождаю-
щихся аминокислот из тканей в ,кровь 
[3]. 
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Diabe togenic factor , isolated f rom blood plas-
ma of r a t s with a l loxane diabetes, w a s shown 
to be an acid a lbumin, which appear s to conta in 
a s ingle polypept ide chain. The amino acid com-
posit ion of the factor w a s sirriilar to tha t of al-
bumin f rom blood of hea l thy animals . At the 
same time, content of g lu tamic acid and gl iz ine 
w a s higher in the d iabetogenic factor as com-
pared with the albumin of control ra ts . 
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Я. М. Соковнина, Т. И. Пестина, А. Г. Туркана, И. И. Вотрин 

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

И П Р И Х Р О Н И Ч Е С К О М М И Е Л О Л Е Й К О З Е 

Н И И медицинской эизимологии АМН СССР,' Москва 

Ранее было установлено, что многие 
лейкемические заболевания сопровож-
даются изменениями в активности аде-
нозиидезамииазы (АД; КФ 3.5.4.4) 
в тромбоцитах крови [1]. 

Механизмы, ответственные за эти 
изменения, в настоящее время не изу-
чены. Отклонения от нормы в актив-
ности АД могут быть обусловлены 
Структурными изменениями генов, на-
рушением экспрессии генов, дефек-
том посттрансляционной модификации 
и др. Определенную информацию в 
этом отношении дает сравнительное 
исследование кинетических и в боль-
шей степени — физико-химических 
свойств фермента. 

Изучению свойств АД в нормаль-
ных форменных элементах крови (ис-
ключая тромбоциты) посвящено зна-
чительное число работ. На высокоочи-
щенных гомогенных, препаратах пока-
зано, что фермент существует в не-
с к о л ь к и х м о л е к у л я р н ы х ф о р м а х в 
клетках тканей человека; с большой 
молекулярной массой (298 000) в виде 
тканево-специфических электрофорети-

ческих вариантов и с малой молеку-
лярной массой (38 000) [2, 6, 13]. 
АД с большой молекулярной массой 
содержит 2 молекулы малой молеку-
лярной массы и 1 молекулу выделен-
ного и очищенного до гомогенного со-
стояния специфического белка, назван-
ного «фактором превращения» с мол. 
массой 213 000. Обе формы фермента 
кодируются одним и тем же аутосом-
ным геном, локализованным в 20-й 
хромосоме [5, 16]. Следует отметить, 
что АД человека является генетически 
полиморфным ферментом и что наблю-
даемые формы АД контролируются 
двумя аллельными генами. Эти аллели 
определяют 3 фенотипа, различающие-
ся по электрофоретической подвижно-
сти [12, 13]. Генетическая гетероген-
ность сопровождается различными му-
тациями в структурном гене. 

В форменных элементах крови при-
сутствует АД с малой молекулярной 
м а с с о й . Н а и б о л е е х о р о ш о о х а р а к т е р и -
зован фермент из эритроцитов крови, 
изучены его кинетические параметры, 
а м и н о к и с л о т н а я п о с л е д о в а т е л ь н о с т ь . 
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Фермент является мономером, имеет 
одну полипептидную цепь и вместе с 
тем показаны множественные электро-
фор ет и ч е с к и е формы, возникаю и; и е в 
результате посттрансляционной моди-
фикации [3, 4, 6, 10, 12, 14]. 

Данные о свойствах АД в лимфоци-
тах и тромбоцитах весьма ограничены 
[8, 9]. Не дают исчерпывающей ин-
формации материалы литературы о 
свойствах фермента при патологии. 
Имеются единичные работы [7, 8, 17], 
показывающие структурные изменения 
эритроцитарного фермента, выражаю-
щиеся в изменении эле кт р о фо р ет иче -
с ко й п од в и ж пост и, те р м о л а б и л ь ноет и 
при синдроме иммунной недостаточно-
сти, в культуре клеток лимфобластов 
и в гранулоцитах при хроническом 
миелолейкозе (ХМЛ). 

Задачей настоящего исследования 
явилось сравнительное изучение ряда 
свойств АД тромбоцитов в норме и 
при ХМЛ с целью использования опре-
деленных параметров их в качестве 
показателей аномалий фермента. 

М е т о д и к а 

Д л я определения микроколичеств А Д тром-
боцитов крови доноров и больных Х М Л ис-
пользовали радиоизотопиый метод [15]. Тром-
боциты выделяли путем центрифугирования 
па О н к о л е — П а к е . Выделенные тромбоциты 
р а з р у ш а л и озвучиванием, центрифугировали 
20 мин при 25 000 g и надосадочную ж и д -
кость использовали д л я определения фермен-
тативной активности [1]. Инозин, образовав -
шийся в ходе ферментативной реакции, отде-
ляли от адеиозина методом нисходящей хро-
матографии, используя ионообменную бумагу 
В а т м а н Д Е - 8 1 и дистиллированную воду в 
качестве растворителя . Удельную активность 
ферментов в ы р а ж а л и в наиомолях о б р а з о в а в -
шегося инозина на 1 мг белка, определяемого 
по методу Л о у р и [11 | . 

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

Ранее было выявлено снижение ак-
тивности АД при ХМЛ в среднем на 
52 % по сравнению с активностью в 
тромбоцитах доноров [1]. 

Одним из подходов в изучении воз-
можных структурных изменений фер-
мента, обусловливающих изменение 
его активности, является изучение 
влияния аналогов субстрата. Нами бы-
ло изучено влияние различных струк-
турных аналогов п у р и н а , у к о т о р ы х в 
0-м положении пуринового кольца 
NH2-rpynna замещена на хлор-, мер-
капто-, метил-группы и аналоги пу-

Т а б л и ц а 2 
Влияние аналогов пуринов на активность АД 
тромбоцитов доноров и больных ХМЛ ( М ± т ) 

А н а л о г и п у р и н о в 
( 2 , 5 мМ) 

И н г и б и р о в а н и е , % 

А н а л о г и п у р и н о в 
( 2 , 5 мМ) 

д о н о р ы 
б о л ь н ы е 

Х М Л 

8-азаадеиин 1 1 , 3 ± 3 , 1 48,8=1=5,4 
(7) (7) 

6-метиламинопурин 52,4=t2 ,0 3 4 , 3 ± 2 , 6 6-метиламинопурин 
(5) (8) 

6-хлор пурин рибо-
зид 4 5 , 6 ± 4 , 8 2 5 , 5 ± 2 , 4 

(5) (4) 
Аден и и 6 5 , 6 ± 6 , 3 63,0=h4,8 

(5) (4) 
б-меркантонурин 45,3=1=4,0 3 6 , 6 ± 3 , 0 

(4) (5) 
6-хлор пурин 46,0=1=1,8 38,3=t 1,9 

(4) (4) 
2 ,6-диамииопур ин 8 1 , 3 ± 5 , 4 83,8=1=5,4 2,6-диамииопур ин 

(4) (5) 
Формицин 4 1 , 8 ± 2 , 7 40,0=1= 1,0 

№-метиладенозин 
(6) (4) 

№-метиладенозин 100 100 
(2) (4) 

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

р и нов, м о д и ф и ц и р о в а и н ы е в и м и д а -
зольном кольце (азаадеиин, форми-
цин). 

Наблюдалось разное воздействие 
структурных аналогов пурина на ак-
тивность АД тромбоцитов в норме 
(табл. 1). 

АД в норме более чувствительна к 
действию 2,6-диаминопурииа — величи-
на ингибиторного эффекта достигала 
81 ,3%. Средние значения ингибирова-
ния в присутствии 6-метиламинопури-
иа, 6-хлорпуринрибозида, аденина, 
6-меркаптопурина, 6-хлорпурина и 
формицина составляют 41—65%- При 
действии 8-азааденина наблюдалось 
слабое ингибирование—11,3%. Сле-
дует отметить, что по характеру влия-
ния ряда ингибиторов на АД тромбо-
цитов доноров фермент не отличается 
от такового в эритроцитах [4, 7]. 

Другая картина наблюдалась при 
воздействии тех же веществ на актив-
ность АД тромбоцитов при ХМЛ. 
Азаадеиин подавлял активность в 
большей степени (4,6 раза) по сравне-
нию с нормой. Однако ряд других 
структурных аналогов пурина — 6-ме-
тиламинопурин и 6-хлорпуринрибозид 
иигибировали фермент при ХМЛ в 
меньшей степени — лишь в 1,8 раза 
по сравнению с нормой, №-метиладе-
нозин оказывал ингибирующее влия-

12 



Т а б л и ц а 2 

Влияние ионов металлом на активность АД 

К а т и о н ы 
( 2 , 5 мМ) 

И и г и б и о о в а и и е , % 

д о н о р ы б о л ь н ы е XMJ1 

Ol?a+ 

<Jd2+ 

\п2+ 

З а 2 * 

4-

Cts 2 + 

д\ 

100 
(5) 

93,8±1,4 
(5) 

30,8±3,4 
(4) 

18,5=1=2,2 
(4) 

Не влияет 
(4) Не влияет 
(4) 

100 
(4) 
100 
(4) 

63,0±3,1 
(4) 

19,5=1=3,7 
(4) 

21,8±5,6 
(4) 

11,3=1=3,9 
(4) 

пие в равной степени как в норме, так 
ц при ХМЛ. 

При исследовании влияния ионов 
двухвалентных металлов на актив-
ность АД доноров выяснилось, что 
ионы Си 2 + и Cd 2 + полностью ингибиру-
ют фермент. Отмечено 30 и 18% ин-
гибирование фермента ионами Мп2+ и 
Ва2+, однако Mg2+ и Cs 2 + не оказыва-
е т влияния на него (табл. 2) . 

Изучение влияния ионов металлов 
на активность А Д при ХМЛ показало, 
что Си2 + , Сс12_ь и Ва 2 + ингибируют с 
той же эффективностью, что и фер-
м с н т до норов. Однако з н а ч и те л ь н ы е 
различия выявлены в ингибировании 
активности АД при ХМЛ ионами Мп2+ 
(в 2,2 раза) по сравнению с таковым 

доноров. Следует отметить, что Мg 2 + 

и Cs 2 + не оказывают выраженного ин-
г и б и р у ю i не го де й ств и я. 

При исследовании термолабильности 
А Д ферментные препараты инкубиро-
вали в течение разных периодов вре-
мени при 60 °С. Отмечено, что АД 
тромбоцитов при ХМЛ более чувстви-
тельна к тепловой обработке в сравне-

но 60 

Тёрмолабильность' А Д тромбоцитов доноров 
( / ) и больных ХМЛ (2). 

П(1> оси а б с ц и с с - - в р е м я (в м и н ) ; по оси о р д и -
н а т — а к т и в н о с т ь ф е р м е н т а (в % ) . 

нии с нормой (см. рисунок). Возмож-
но, имеют место конформационные из-
менения в структуре белка, приводя-
щие к более быстрой денатурации. 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют об изменении катали-
тических свойств АД тромбоцитов 
больных ХМЛ по сравнению с нормой 
по действию ряда ингибиторов, ионов 
металлов и температуры. По-видимо-
му, дефект заключается в мутации 
структурного гена в процессе опухоле-
вой трансформации, а не в нарушении 
экспрессии или механизмов регуля-
ции. 

Ранее было установлено, что при 
лимфопролиферативных заболевани-
ях (хроническом лимфолейкозе и не-
ходжкинской лимфоме) имелась гете-
рогенная группа больных как с повы-
шенной, так и с пониженной активно-
стью фермента. Активность АД может 
изменяться по-разному при выражен-
ной клинической картине заболевания, 
нерезко выраженной форме заболева-
ния, в процессе лечения различными, 
средствами и на стадии ремиссии. 

Однако несмотря на разную исход-
ную активность фермента при хрониче-
ском лимфолейкозе и неходжкинской 
лимфоме, ответ АД на воздействие ря-
да ингибиторов (8-азааденина, 6-ме-
тиламинопурина, формицина) и ионов 
металлов (Мп2+) был аномальным и 
подобным наблюдаемому в случае 
ХМЛ. Это дает основание предложить 
использовать в качестве критерия вы-
явления начальных стадий заболева-
ния лейкозом не классическое (стан-
дартное) определение активности фер-
мента, что является в ряде случаев 
малоинформативным, а изменения ки-
нетических параметров А Д в ответ на 
воздействие ряда ингибиторов и ионов 
металлов, что будет указывать на из-
менение молекулярной структуры фер-
мента д а ж е в тех случаях, когда ак-
тивность фермента при патологии бу-
дет незначительно отличаться от нор-
мы. Разработка таких критериев весь-
ма актуальна в плане прогноза бо-
лезни. 
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CATALYTIC P R O P E R T I E S O F A D E N O S I N E 
D E A M I N A S E FROM T H R O M B O C Y T E S 
UNDER C O N D I T I O N S O F C H R O N I C MYELO-

L E U K O S I S AND IN NORMAL STATE 

Ya. M. Sokovnina, I. 1. Peslina, A. G. Turkina, 
I. I. Votrin 

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

Proper t i e s of adenos ine deaminase f rom 
thrombocytes of hea l thy persons and of pa t i en t s 
with chronic myeloleukosis were studied in pre-
sence of va r ious s t ruc tu ra l ana logues of pur ines 
and meta l ions as well as at va r ious tempera-
ture. Ca ta ly t ic proper t ies of the enzyme in 
th rombocytes of pa t ien t s with chronic myelo-
leukosis were dist inct f rom those of thrombocy-
tes of hela thy donors . These di f ferences in the 
enzymat ic proper t ies (cont ra ry to s t a n d a r d esti-
mat ion of the enzyme activity) migh t be used 
both as a cr i ter ion of adenos ine deaminase ano-
mal ies and for detect ion of the initial s teps of 
the disease. 

У Д К НИ».831-018.86-008.939.37-074 

А. В. Ткаченко 

В З А И М О Д Е Й С Т В И Е Б И Л И Р У Б И Н А , А Л Ь Б У М И Н А 
И С И Н А П Г О С О М Н О Й М Е М Б Р А Н Ы 

Институт биофизики АН СССР, г. Пущимо Московской области 

Неврологические нарушения у ново-
рожденных детей при ядерной желту-
хе [1] объясняют накоплением били-
рубина (БР) и некоторых его произ-
водных [6, 12, 28] в тканях головного 
мозга. Билидиен, по-видимому, может 
проникать в нервные клетки и вызы-
вать нарушения функциональной ак-
тивности митохондрий и синтеза бел-
ков [6, 14, 20, 21]. Проникновению 
Б Р в клетки должно предшествовать 
взаимодействие его с плазматической 
мембраной. В некоторых работах ука-
зано, что Б Р обладает свойством взаи-
модействовать с мембраной эритроци-
тов [11, 25]. Применительно к нерв-
ным клеткам взаимодействие Б Р с 
плазматической мембраной представ-
ляет собой неисследованную проблему. 
Задача данной работы заключается в 
изучении взаимодействия Б Р и его ос-
новного транспортера в системе цирку-
ляции организма — сывороточного» аль-
бумина с изолированной плазматиче-
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ской мембраной нервных окончаний — 
синаптосомальной мембраной (СМ). 

М е т о д и к а 
В опытах использовали крыс-самцов Вистар 

массой 180—200 г. Из гомогената головного 
мозга в 0,32 М сахарозе выделяли фракцию 
СМ [2]. Отмытые от сахарозы мембранные 
частицы ресуспендировали в 3 мл бидистилли-
рованной воды и лиофилизировали. Натив-
иость СМ до и после лиофилизации контроли-
ровали по активности мембранной N a + , К + -
АТФазы [20] и ацетилхолинэстеразы [15]. Со-
держание белка в мембранных препаратах оп-
ределяли колориметрически [7]. Использовали 
препараты Б Р «Реахим» (СССР) или « R e a n a b 
(13НР), очищенные экстракционным методом 
[19]. Чистоту нужного для работы 1Ха-изомс-
ра Б Р контролировали тонкослойной хромато-
графией [18]. После указанной очистки ра-
створы Б Р в хлороформе имели 6459= ( 5 , 9 ± 
zbO, 1) • 104 М - ' с м - 1 . Это соответствовало тре-
бованиям, предъявляемым препаратам Б Р 
[24]. Д а н н у ю величину молярной экстинкции 
использовали д л я количественного определе-
ния связываемого мембранными частицами Б Р 
после экстракции связанного пигмента хлоро-
формом. Д л я получения водных растворов Б Р 



навеску пигмента растворяли в нескольких 
каплях 0,1 и. N a O H и незамедлительно раз-
б а в л я л и растворителем (рН 7,2—7,4). Все 
операции с растворами Б Р проводили под за-
щитой от дневного света. В качестве раство-
рителя использовали 0,7—0,9 % раствор NaCl 
на 0,1 М ф о с ф а т ц и т р а т и о м буфере рН 4,2 
8,0. Д л я водных растворов Б Р принимали 
8438 = 5,20-104 М- 'см™ 1 , а д л я водных раство-
ров Б Р , связанного сывороточным альбумином 
человека (САЧ) , - е 4 б о = 4 , 6 5 . Ю 4 М - ' с м - 1 

| 9 | . О т м ы т ы е от не связавшегося пигмента 
мембранные частицы отделяли центрифугиро-
ванием (103 g в течение 10 20 мин при 4 или 
20 °С) или фильтрованием через б у м а ж н ы е 
фильтры. 

Использовали препарат САЧ, полученный 
в Ц е н т р а л ь н о м институте гематологии и пере-
ливания ' крови (Москва ) . При спектрофото-
метрическом определении концентрации ра-
створов этого белка принимали 8279 = 5,34, а 
его м о л е к у л я р н у ю массу, равной 6,6 к Д [29]. 
Спектры поглощения света измеряли на спект-
рофотометре «Specord» ( Г Д Р ) или «Perk in -
Elmer» модель 575 ( С Ш А ) . Спектры флуорес-
ценции измеряли на скорректированном спект-
рофлуориметре «Pe rk in -E lmer M P F - 4 4 B » 
( С Ш А ) . Д л я центрифугирования использовали 
бакет -роторы 30 или 40 препаративной ульт-
ра центрифуги VAC-601 ( Г Д Р ) , угловые рото-
ры центрифуги К-4 ( Г Д Р ) или Ц Л Р - 1 
( С С С Р ) . 

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

При спектрофотометрическом титро-
вании в видимой области спектра рас-
твора Б Р (рН 7,2) суспензией СМ 
(рН 7,2) спектр поглощения света Б Р 
с характерным для него единственным 
максимумом при 438—440 нм посте-
пенно преобразуется в характерный 

Рис. 1. Спектры поглощения света и флуорес-
ценции Б Р . 

П о оси а б с ц и с с — д л и н а в о л н ы (в н м ) ; по оси ор-
д и н а т : с л е в а — о п т и ч е с к а я п л о т н о с т ь ; с п р а в а — 
и н т е н с и в н о с т ь ф л у о р е с ц е н ц и и (в отн . с д . ) . I — 
с п е к т р п о г л о щ е н и я 1,4-10—5 М Б Р в 0,9% раство -
ре NaCl па 0,1 М ф о с ф а т ц и т р а т и о м б у ф е р е ( р Н 7,2; 
20 °С); 2, 3, 4 — то ж е (2 мл) п о с л е д о б а в л е н и я 
суси 'еизии С М д о конечной к о н ц е н т р а ц и и м е м б р а н -
ных б е л к о в в п р о б е с о о т в е т с т в е н н о 18, 45 и 315 мкг /мл 
( м а к с и м а л ь н о е р а з б а в л е н и е п р о б ы в 1,05 р а з а ) ; 

5 — с п е к т р п о г л о щ е н и я 4 после д о б а в л е н и я 100 мкл 
7 - 1 0 - 4 М С А Ч ( р Н 7,2); 6 — с п е к т р ф л у о р е с ц е н ц и и 
Б Р , с в я з а н н о г о СМ, при д л и н е в о л н ы в о з б у ж д а ю -
щ е г о света 430 нм; 7 — то ж е после д о б а в л е н и я 

и з б ы т к а САМ (рН 7,2). 

для БР , связанного СМ, спектр со 
сдвигом максимума в длинноволновую 
область (460 нм) и с возникновением 
плеча в области 480—510 им (рис. 1). 
Собственная флуоресценция Б Р в све-
жем водном растворе при длине волны 
возбуждающего света 280, 360, 430 или 
480 нм ничтожна. Связывание Б Р ча-
стицами СМ сопровождается замет-
ным усилением флуоресценции пигмен-
та (см. рис. 1). Ее спектр имеет един-
ственный максимум в области 530— 
540 нм (рН 7,2; 20°С) независимо от 
длины волны возбуждающего света. 
Особенно интенсивной флуоресценции 
связанного СМ желчного пигмента 
оказывается при длине возбуждающе-
го света 430 нм. 

Связывание Б Р частицами СМ и 
хранение влажного осадка окрашен-
ных пигментов мембранных частиц в 
течение 12—24 ч при 18—20 °С или 
при 0—7°С под защитой от дневного 
света не сопровождаются заметными 
изменениями химической природы Б Р : 
при добавлении к суспензии хранив-
шихся окрашенных СМ (рН 7,2) из-
бытка САЧ спектр поглощения свя-
занного мембранными частицами Б Р 
преобразуется в характерный для свя-
занного с САЧ пигмента спектр с ис-
чезновением упомянутого плеча в об-
ласти 480—510 нм с сохранением мак-
симума в области 460—470 нм (опти-
ческая плотность в этой области воз-
растает) и с небольшим плечом в 
области 4-30 нм. Интенсивность флуо-
ресценции пигмента, «снятого» САЧ 
с частиц СМ, увеличивается примерно 
в 2 раза (в области 520 нм), а се 
спектр при , длине волны возбуждаю-
щего света 280, 360, 430 или 480 нм 
имеет единственный максимум при 
520 им (см. рис. 1) и ничем не отли-
чается от спектра флуоресценции Б Р , 
связанного САЧ в отсутствие СМ. 
Спектр поглощения света БР, экстра-
гированного из окрашенных им мем-
бранных частиц хлороформом, имеет 
единственный максимум при 459— 
460 нм и ничем не отличается от 
спектра поглощения БР, растворенного 
в хлороформе, без СМ. Таким обра-
зом, связывание Б Р частицами плаз-
матической мембраны стабилизирует 
желчный пигмент (по меньшей мере 
па б л и ж а й ш и е 1 2 — 2 4 ч ) , п р о т и в о д е й -
ствуя тем с по н т а н н ы м необратим ы м 
физико-химическим превращениям би-
лидиена, которые он претерпевает в 



водном растворе [18, 29]. Достаточно 
продолжительное (например, в тече-
ние 1 мес) хранение влажного осадка 
окрашенных желчным пигментом мем-
бранных частиц при 0—7°С под защи-
той от дневного света сопровождается 
необратимым превращением связанно-
го частицами Б Р в соединении, напо-
минающее своим спектром поглощения 
видимого света мезобилирубин [28]. 
Обнаруженное при связывании in vitro 
Б Р мембранными частицами смещение 
максимума спектра поглощения желч-
ного пигмента в длинноволновую об-
ласть может быть обусловлено связы-
ванием липофильного Б Р мембранны-
ми липидами [21, 22]. Возникновение 
плеча на спектре поглощения Б Р в об-
ласти 480—510 нм при связывании его 
СМ может быть обусловлено агрега-
цией пигмента на мембранных части-
цах [22]. Растворимость Б Р в водной 
среде при кислотности и ионной силе, 
соответствующих характеристикам 
безбелковой части плазмы крови, со-
ставляет 50 мкг/мл [8]. Исследована 
зависимость количества связываемого 
мембранными частицами Б Р от содер-
жания этих частиц в пробах при по-
стоянной концентрации в них Б Р 
50 мкг/мл ( 9 - Ю - 5 М) . В диапазоне 
исходных навесок лиофилизированных 
частиц СМ 1,0—4,0 мг (0,5—2,0 мг 
мембранных белков) данная зависи-
мость оказалась близкой к прямой. 
В этих же опытах найдено, что для 
Б Р , связанного CM, e460=l>6-104 М 1 

см-1 (рН 7,2; 20°С) . 

При защелачивании суспензии окра-
шенных Б Р и отмытых от несвязанно-
го пигмента СМ (концентрация БР , 
связанного СМ, 4 - Ю - 5 М, 4 мл, 
рН 7,2; 20°С) до рН 8,4 с увеличением 
оптической плотности спектр поглоще-
ния по мере защелачивания утрачива-
ет форму, характерную для БР, свя-
занного мембранными частицами, и 
приобретает форму, обычную для 
спектра поглощения свободного Б Р в 
свежеприготовленном водном раство-
ре. После осаждения мембранных ча-
стиц в центрифуге (105 g в течение 
20 мин) практически весь пигмент 
оказывался в надосадочной жидкости 
(рН 8,4). При последующем кислот-
ном титровании суспензии СМ, содер-
ж а щ е й в ы с в о б о д и в ш и й с я Б Р , п р о и с х о -
дит по мере за кислен и я среды умень-
шение оптической плотности и преоб-
эазование спектра поглощения, харак-

терного для свободного БР, в спектр, 
характерный для БР, связанного СМ 
(рН 7,2—6,8). После осаждения мем-
бранных частиц в центрифуге пигмент 
сосредоточивался в осадке частиц, а 
надосадочная жидкосФь оказывалась 
бесцветной (рН 6,8). При ограничении 
диапазона кислотности суспензии мем-
бранных частиц от рН 8,0 до рН 7,2 
описанные преобразования спектра по-
глощения, связанные с чередованием 
защелачивания и закисления среды, 
были обратимы и многократно воспро-
изводимы в одной и той же пробе. 
Амплитуда этих преобразований при 
п о вто р н ы х ч е р е до в а н и я х за ще л а ч и в а -
ния и закисления среды сокращалась 
в связи с разрушением Б Р во время 
защелачивания. При закислении среды 
от рН 7,2—6,8 до рН 4,8 спектр по-
глощения оставался без изменений. 
При дальнейшем закислении до рН 
4,6—4,2 происходили резкое, но не-
большое уменьшение оптической плот-
ности и исчезновение максимума при 
460 нм. Такое изменение спектра было 
необратимым. 

При изменении температуры инку-
бации СМ (0,5 мг) в присутствии Б Р 
(Ю-4 М) в пределах от 0 до 50°С 
(продолжительность инкубации 10 
мин, рН 7,2) наибольшее количество 
связываемого мембранными частица-
ми БР находили после инкубации при 
0°С, а наименьшее — после инкубации 
при 50 °С. Средние величины (п = 4) 
оптической плотности при 460 нм хло-
роформных экстрактов окрашен н ы х 
Б Р частиц СМ после инкубации при 
5, 10, 20, 37 или 50 °С составляли со-
ответственно 79, 76, 76, 66 и 47 % от 
средней величины оптической плотно-
сти экстрактов, полученных после ин-
кубации при 0 °С (рис. 2). 

1 Гри изменении продолжительности 
инкубации от 0 до 30 мин (рН 7,2, 
20 °С) мембранных частиц в присут-
ствии Б Р было обнаружено, что свя-
зывание пигмента частицами плазма-
тической мембраны практически пол-
ностью завершается в течение 2— 
4 мин. 

Д л я кинетического анализа взаимо-
действия Б Р и СМ использовали на-
вески лиофилизированных частиц СМ 
2,0 мг (1,0 мг мембранных белков) 
в пробах. Конечная концентрация Б Р 
в этих приборах (4 мл, рН 7,2) со-
ставляла (1—43)-Ю- 5 М. Весовое со-
отношение Б Р и мембранных белков 
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Рис. 2. Зависимость свойства СМ связывать 
Б Р от температуры среды (рН 7,2). 

П о оси а б с ц и с с — теми ' ература (в °С); по оси ор-
д и н а т — о п т и ч е с к а я п л о т н о с т ь при 460 им. Верти-
к а л ь н ы е л и н и и п о к а з ы в а ю т в е л и ч и н ы с т а н д а р т н о й 

о ш и б к и . 

в пробах изменяли в пределах от 0,02 
до 1,0. Пробы инкубировали при 20°С 
в течение 3 мин, после чего избыток 
раствора Б Р удаляли фильтрованием. 
Спектрофотометрии подвергали вод-
ные суспензии отфильтрованных мем-
бранных частиц и их хлороформные 
экстракты (по 2 мл хлороформа на 
каждую пробу). Результаты спектро-
фотометрии представлены в виде кри-
вой титрования на рис. 3 и в виде 
графика Скэтчерда [13] на рис. 4. 
Приведенная на рис. 3 кривая титро-
вания свидетельствует о существова-
нии в СМ одного типа центров проч-
ного связывания Б Р с константой ас-
социации (К;\) порядка 0,8-Ю5 М - 1 . 
Продолжающееся после насыщения 
центров этого типа связывания Б Р 
признаков насыщения не обнаружива-
ет. Не исключено, что оно носит не-
специфический характер и обусловле-
но агрегацией пигмента на поверхно-
сти мембранных частиц [22]. 

Изображенный на рис. 4 график 
свидетельствует о существовании в 
СМ двух типов центров связывания 
БР . Максимальное связывание Б Р 
(в расчете на количество мембранных 
белков) в центрах одного из этих ти-
пов составляет 5,0 нмоль/мг ( /(а,~ 
^ 0 , 6 - 1 0 5 М" 1 ) , а в центрах второго 

типа —7,0 нмоль/мг (Кл « 0,2 • 105 М" 1 ) . 

Рис. 3. Кривая титрования суспензии СМ 
раствором Б Р (4 • 10~3 М, рН 7,2; 20 °С) . 

П о оси а б с ц и с с — к о н ц е н т р а ц и я с в о б о д н о г о Б Р 
( 1 0 - 6 М) ; по оси о р д и н а т — к о н ц е н т р а ц и я Б Р , 

с в я з а н н о г о CM ( - 1 0 - 5 М ) . 

Рис. 4. Результаты титрования суспензии СМ 
раствором Б Р (4 • Ю - 3 М, рН 7,2; 20 °С) в ко-

ординатах Скэтчерда. 
П о оси а б с ц и с с — к о л и ч е с т в о с в я з а н н о г о Б Р 
(в и м о л я х на 1 мг б е л к а С М ) ; по оси о р д и н а т — 
с о о т н о ш е н и е к о н ц е н т р а ц и и с в я з а н н о г о Б Р (в н м о л ь 
на 1 мг б е л к а СМ) и к о н ц е н т р а ц и и с в о б о д н о г о Б Р 

( • 1 0 - 5 М ) . 

В опытах с липосомами из суммарной 
фракции липидов головного мозга 
крупного рогатого скота для комплек-
сов БР-линосома Кл составляла 
(2,5—5,0) • 10Г) М 1 [22]. 

После добавления в суспензию мем-
бранных частиц, окрашенных Б Р 
(3-Ю- 5 М, 2 мл, рН 7,6, 20 °С), 3 ,4% 
раствора САЧ (рН 7,6) до его конеч-
ной концентрации 1•10~G М в течение 
10 мин происходит небольшое сохра-
няющееся в течение последующих 
60 мин увеличение оптической плотно-
сти в области 400—490 им с полным 
исчезновением плеча в области 480— 
510 нм и смещением максимума по-
глощения света с 460 до 470 нм, т. е. 
спектр приобретает форму, очень близ-
кую к форме спектра, характерного 
для БР , связанного с САЧ. При по-
следующем закислении среды до рН 
7,0 происходит (в течение 25 мин) об-
ратное преобразование спектра из 
формы, характерной для БР, связан-
ного с САЧ, в форму, характерную для 
БР , связанного с СМ. Для воспроиз-
ведения таких преобразований спектра 
поглощения Б Р (обратимых связан-
ных с чередованием закисления и за-
щелачивания среды в пределах от 
рН 7,0 до рН 7,6) в присутствии САЧ 
и СМ критическое значение имеет мо-
лярное соотношение САЧ и билидиена, 
связанного м е м б р а н н ы ми част и ц а м и, 
порядка 1 : 30. При увеличении кон-
центрации альбумина в пробе до 
10~5—10 1 М без изменения концен-
трации БР, связанного СМ (3-10~ 5 М), 
переход желчного пигмента из состоя-
ния, связанного с СМ, в состояние, 
связанное с САЧ, при рН 7,6 необ-
ратим. 

Одним из факторов, способствую-
щих возникновению ядерной желтухи, 
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является респираторный ацидоз у не-
доношенных новорожденных детей [3, 
6]. Имеются сведения о том, что аци-
доз, возникающий в детском организ-
ме, недостаточен для повышения про-
ницаемости гематоэнцефалического 
барьера по отношению к накапливаю-
щемуся в крови Б Р , связанному с аль-
бумином [4, 5, 26, 27]. Результаты, 
полученные in vitro с использованием 
БР, СМ и САЧ, могли означать, что 
этиопатогенетический фактор в ядер-
ной желтухе ацидоз приобретает, ве-
роятно, только в сочетании с недостат-
ком способного связывать Б Р альбу-
мина в системе микроциркуляции го-
ловного мозга. 

При спектрофотометрическом титро-
вании суспензии мембранных частиц, 
окрашенных БР, отмытых от несвя-
занного пигмента (2 мл, рИ 7,4; 20 °С) 
раствором САЧ (9,4-Ю-4 М, рН 7,4), 
на полное титрование 0 ,4 -Ю - 7 моль 
связанного билидиена уходит 2,0-10~7 

моля альбумина (исходная концен-
трация связанного Б Р составляла 
2-10~5 М) . Во взаимодействии с Б Р 
участвует, вероятно, главный центр 
связывания пигмента в молекуле аль-
бумина [9, 16, 23]. Связывание Б Р 
молекулами САЧ (10~4 М) в гомоген-
ной водной среде происходит менее 
чем за 10 мс [10]. В гетерогенной 
водной суспензии окрашенных Б Р 
мембранных частиц связывание пиг-
мента САЧ происходит в течение 10— 
20 мин после добавления каждой пор-
ции альбумина (10~8—Ю - 9 моль) 
вплоть до конечной концентрации его 
в пробе ~10~~4 М. Результаты элек-
трофореза суспензии обработанных 
САЧ частиц СМ в ПААГ свидетельст-
вуют о сорбции альбумина на интакт-
ных мембранных частицах. В резуль-
тате такой сорбции количество БР , 
фиксирующегося на СМ, увеличивает-
ся на 18—22% по сравнению с тако-
вым пигмента, фиксирующегося на 
мембранных частицах без предвари-
тельной обработки их САЧ. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Таболин В. А. Билирубиновый обмен и 
желтухи новорожденных .— М., 1967. 

2. Ткаченко А. / ? . / / Б и о х и м и я . — 1972. — 
Т. 37, № 2. — С . 248—254. 

3. Aiditi R.. Corner В.. Tovey G.// L a n c e t . — 
1950.— Vol. 258 .— P. 1153—1154. 

4. Bakay L. The Blood-Bra in Barr ier with 
Special Rega rd to the Use of Radioact ive 
Isotopes. — Spr ingf ie ld , 1956. 

5. Barlow Ch. F. / / A n n . Rev. M e d . — 1 9 6 4 . -
Vol. 15. — P . 187—202. 

6. Blanc W.t Johnson L . / / J . Neuropath , exp. 
N e u r o l . — 1959.— Vol. 18, N 1. — P . 165— 
189. 

7. Bradford M. M. / / A n a l y t . Biochem. — 
1976.— Vol. 72, N 1—2. — P . 248—254. 

8. Burnsteine R., Schmid R. / / Proc. Soc. exp. 
Biol. (N. Y . ) . — 1962.— Vol. 109, N 2 . -
P. 356—358. 

9. Chen R. / / Fluorescence Techniques in Cell 
Biology / Ed. A. Thaer, M. Sernetz . — New 
York, 1973. — P . 273—282. 

10. Chen R. / / A r c h . Biochem. — 1974. — Vol. 
160, N 1. - P . 106—112. 

11. Cheung W., Sawitsky A., Isenberg H.// 
Trans fus ion . — 1966. — Vol. 6, N 6. 
P. 475—486. 

12. Claireaux A., Cole P., Lathe G. / / L a n c e t . — 
1953. — V o l . 265. — P . 1226—1230. 

13. Frezza M., Tiribelli C., Panfili E., Sand-
rl G.//FEBS Lett . — 1974. — Vol. 38,. 
N 2. — P. 125—128. 

14. Gurba P., Zand / ? . / / B i o c h e m . biophys. 
Res. Commun. — 1974,— Vol. 58, N 4 . -
P. 1142—1147. 

15. Heslrin Sh. / / J. biol. Chem. — 1949. — Vol. 
180, N 1. — P . 249—261. 

16. Lamola A., Eisinger J., Blumberg W. e t 
a l . / / A n a l y t . Biochem. — 1979. — V o l . 100, 
N 1. — P . 25—42. 

17. Martin N. / / J. Amer. chem. S o c . — 1949. — 
Vol. 71, N 4. — P . 1230—1232. 

18. McDonagh A., Assist F. / / F E B S Lett . — 
1971. — V o l . 18, N 2. — P . 315—317. 

19. McDonagh A., Assisi F. / / Biochem. J .— 
1972. — V o l . 129, N 3. — P. 797—800. 

20. Menken M., Waggoner J. G., Berlin N. // 
J. Neurochem. — 1966.— Vol. 13, N 11.— 
P. 1241 — 1248. 

21 .Mustafa M., King T. / / J. biol. Chem. — 
1970. — V o l . 245, N 5. — P. 1084—1089. 

22. Nagaoka Sh., Coweger M. / / Ibid. -
1978. — V o l . 253, N 6. — P. 2005—2011. 

23. О dell G.I I J. P e d i a t . — 1959.— Vol. 55, 
N 2. — P. 268—279. 

24. Recomendat ion on un i form bilirubin s tan-
dard / / Clin. Chem. — 1962. — Vol. 8, N 4.— 
p . 405—407. 

25. Sato /-/., Kashiwamata S. / / Biochem. J. —-
1983.<— Vol. 210, N 2. — P . 489—496. 

26. Stempfel R., Zeiterstrom R. / / Pedia t r ics . — 
1955. — V o l . 16, N 2 . — P. 184—193. 

27. Takahashi M., Sugiyama K., Shumiya S., 
Nagase S. / / J. Biochem. (Tokyo).— 1984.— 
Vol. 96, N 6. P. 1705—1712. 

28. Vogel Р./1 J. exp. Med. — 1953. — Vol. 98,. 
N 5 . — P. 509—519. 

29. Wooly P.. Hunter J.// Arch. Biochem. — 
1970. — V o l . 140. — N 1. — P . 197—209. 

П о с т у п и л а 24.04.86-

INTERACTION B E T W E E N B I L I R U B I N , AL-
BUMIN AND SYNAPTOSOMAL M E M B R A N E 

A. V. Tkachenko 

Ins t i tu te of Biophysics, Academy of Sciences of 
the USSR, Moscow Region, Puschino 

Bind ing of bilirubin with part ic les of synapto-
somal membrane (pH 7.2, 20°) resulted in shift-
ing of absorpt ion maximum of bilirubin aqueous 
solution t o w a r d s the long-wave region with ma-
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xirnal extinct ion at 460 nm and the p la teau at 
430-510 nrn as well as in ampl i f ica t ion of the 
p i g m e n t f luorescence at 530-540 nrn (exci tat ion 
.at 430 nrn). Two types of bil irubin b inding sites 
were detected in synap tosomal membrane . At the 
s tes of the f i rs t type conten t of bound bilirubin, 
(calculated per m e m b r a n e prote ins) cons t i tu ted 
5 n m o l / m g (Ka = 0.6-10 r ' M - 1 ) . This va lue w a s 
7 n m o l / m g (K a = 0.2-105 M - 1 ) at the si tes of 
tfie second type. Al te ra t ions in pH of a medium 

ДК 616-001.16-001.36-07:616-008.939.6-02:615.332 

within r a n g e s f rom pH 7.2 to pH 8.0 led to re-
verse t rans i t ion of the bil irubin free form 
(pH 8.0) to the form bound with membrane par-
ticles (pH 7.2). On the molar ra t io of 1 : 30 of 
h u m a n blood a lbumin and the bilirubin, bound 
with p lasmat ic membrane , sh i f t ing of pH within 
the r a n g e s of p H 7.0-7.6 w a s followed by re-
verse b inding of bilirubin with synap tosomal 
m e m b r a n e s (pH 7.2) or with a lbumin (pH 7.6). 

С. H. Кузьмина, С. Б. Акопов, Т. В. Бульдлева, И. Б. Збарский 

В Л И Я Н И Е А К Т И Н О М И Ц И Н А D, Ц И К Л О Г Е К С И М И Д А , 
П У Р О М И Ц И Н А И М И Т О М И Ц И Н А С НА Н О В О О Б Р А З О В А Н И Е 

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

Институт биологии развития им. Н. К. Кольцова АН СССР, Москва 

В клетках в ответ на действие по-
вышенной температуры индуцируется 
синтез специфических белков теплово-
го шока. Белки теплового шока выяв-
лены в различных одноклеточных и 
многоклеточных организмах от бакте-
рий до человека [13, 15], что свиде-
тельствует об универсальности реак-
ции клетки на стрессогениое воздей-
ствие. 

Д л я большинства белков теплового 
шока получены матричные Р Н К и рас-
шифрованы последовательности коди-
рующих их генов [2, 12, 13, 15]. Вме-
сте с тем мы располагаем крайне ог-
раниченными сведениями о механиз-
мах регуляции, обеспечивающих изме-
нение клеточного метаболизма и на-
правленный биосинтез белков тепло-
вого шока. 

В настоящей работе исследовали 
влияние ряда антибиотиков на новооб-
разование белков теплового шока 86 
и 70 кД, выявляемых в составе ядер 
ного матрикса фибробластов китай-
ского хомячка. 

М е т о д и к а 
В работе использовали культуру фибро-

бластов китайского хомячка Cricetulus gr iseus 
линии B l l dii FAF-28 в стационарной фазе 
роста. Клетки культивировали в среде № 199, 
смешанной со средой Игла ( 1 : 1 ) . К среде 
роста добавляли ииактивированную бычыо 
сыворотку до конечной концентрации 20 % и 
антибиотики (стрептомицин и пенициллин по 
50 Е Д / м л ) . Клетки культивировали при тем-
пературе 37 °С в атмосфере, содержащей 5 % 
С 0 2 . 

Процедуру теплового шока проводили при 
46 °С в течение 10 мин, как описано ранее 
[1]. После теплового шока клЬтки инкубиро-

вали в течение 6 ч при 37 °С и снимали ра-
створом Версеиа. Антибиотики вносили в 
среду роста клеток непосредственно перед 
тепловым воздействием или сразу после него. 
3 6S-метионйи (1,1 М Б к на 1 мл среды) вноси-
ли за 1 ч до снятия клеток в среде, не содер-
ж а щ е й метиоиипа. В серии опытов часть кле-
ток после 10 мин прогревания инкубировали 
при 37 °С в течение 2 ч, а другую часть про-
гревали при 46 °С в течение 2 ч и сразу ж е 
снимали версеиом. Радиоактивную метку в 
обоих случаях вводили за 1 ч до снятия кле-
ток. 

Клетки суспендировали, д в а ж д ы промыва-
ли и изолировали ядра и ядерный матрикс, 
как описано ранее [1]. Белки исследовали 
электрофорезом в 10 % ПААГ, содержащем 
додецилсульфат натрия [8]. Д л я разделения 
белков двумерным электрофорезом использо-
вали метод, опубликованный ранее [14]. 

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

После прогревания фибробластов 
китайского хомячка среди белков 
ядерного матрикса выявляются белки 
теплового шока с мол. массой 86 и 
70 кД (рис. 1, показано стрелками, 
см. вклейку). Полипептид теплового 
шока 86 кД, р! 5,5 при исследовании 
белков ядерного матрикса двумерным 
электрофорезом выявляется как но-
вый белок; соответствующий ему бе-
лок в непрогретой клетке не обнару-
живается. В области 70 кД в непро-
гретой клетке выявляется минорный, 
очень слабо выраженный компонент 
pi 5,2—5,4, резко усиливающийся пос-
ле теплового шока. 

Новообразование белков теплового 
шока 86 и 70 кД ядерного матрикса 
подавляется актииомицином D, блоки-
рующем транскрипцию м Р Н К (рис. 2, 
см. вклейку). Антибиотик добавляли, 
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в среду инкубации клеток до процеду-
ры прогревания или сразу после нее. 
После тепловой травмы клетки инку-
бировали при 37 °С в течение 6 ч. 
355-метионин вносили за 1 ч до сня-
тия клеток. Добавление актииомици-
на D в концентрации 2 мкг на 1 мл 
среды инкубации клеток до теплового 
шока практически полностью подавля-
ет включение меченого предшествен-
ника в полипептиды 86 и 70 кД ядер-
ного матрикса (см. рис. 2, дорожка 4). 
При добавлении антибиотика в кон-
центрации 2 мкг на 1 мл среды инку-
бации клеток сразу же после процеду-
ры прогревания среди белков ядерно-
го матрикса полипептиды теплового 
шока выявляются, но интенсивность 
их выражения несколько снижена. По-
вышение концентрации антибиотика 
до 4 мкг/мл ингибирующий эффект 
практически не усиливает. 

Обращают на себя внимание поли-
пептиды в области 100—110 кД, кото-
рые выявляются более интенсивно при 
внесении в среду роста 2 мкг/мл ак-
тиномицина D сразу после теплового 
шока. При повышении концентрации 
антибиотика до 4 мкг/мл интенсив-
ность полипептидов 100—110 кД уве-
личивается (см. рис. 2, дорожки З и 4 ) . 
При этой концентрации антибиотика 
усилена также группа полипептидов в 
области 20—28 кД. 

Эти результаты хорошо согласуют-
ся с данными, полученными на цель-
пой клетке, где актиномицин D подав-
ляет включение меченого предшест-
венника в белки теплового шока и ин-
гибирующий эффект выражен более 
глубоко при добавлении антибиотика 
в среду инкубации клеток до процеду-
ры прогревания (рис. 3, см. вклейку). 

На рис. 4, см. вклейку, представле-
ны флюорограммы белков теплового 
Шока ядерного матрикса и (для срав-
нения) цельной клетки при инкубации 
фибробластов китайского хомячка в 
присутствии циклогексимида, пуроми-
цина и митомицина С, внесенных пос-
ле процедуры прогревания клеток. Цик-
логексимид (I мкг на 1 мл среды ин-
кубации) полностью подавляет включе-
ние меченого предшественника в бел-
ки как гомогената, так и теплового 
шока 86 и 70 кД ядерного матрикса, 
что свидетельствует о подавлении 
трансляции белков теплового шока 
па матричной РНК. Пуромицин 
(60 мкг/мл), блокирующий рост поли-

пепт идно й цепи, относительно слаб о 
ингибирует включение 355-метионина в 
белки теплового шока. В гомогенате 
наиболее выражено подавление вклю-
ч е и и я мече но го п р е дшест ве н и и к а в 
белки с мол. массой 86, 59 и 70 кД 
(перечислено в порядке интенсивности 
ингибирования). Среди белков ядер-
ного матрикса можно отметить только 
некоторое снижение интенсивности по-
липептида 86 кД; белок 70 кД ока-
зался нечувствительным к пуромицину 
в данной концентрации. В присутст-
вии митомпцина С (1 мкг/мл), блоки-
рующего репликацию Д Н К , не наблю-
далось подавления включения мечено-
го предшественника в белки теплово-
го шока гомогената и ядерного мат-
рикса (см. рис. 4). 

Биосинтез белков теплового шока 
вследствие высокой скорости ответа 
клетки на тепловую травму и интенсив-
ного накопления небольшой группы 
белков теплового шока является удоб-
ной моделью для исследования регу-
ляторных механизмов клетки, напри-
мер регуляции экспрессии генов у эука-
риот, регуляции транскрипции и по-
следующего процессинга первичного 
транскрипта, регуляции трансляции 
и т. д. Индукция пуфов, специфичных 
для теплового шока, хорошо выраже-
на уже через 1 мин после подъема 
температуры, а первичный транскрипт 
выявляется через 1—2 мин [2, 13, 15]. 
Поскольку новообразование белков 
теплового шока ядерного матрикса 
фибробластов китайского хомячка не 
подавляется митомицином С, а также, 
как показали Бардой и соавт. [3], 
биосинтез белков теплового шока кле-
ток HeLa нечувствителен к гидрокси-
мочевине, индукция белков теплового 
шока не зависит от ДНК-репликации. 

Актиномицин D при внесении в сре-
ду инкубации фибробластов китайско-
го хомячка до прогревания клеток пол-
ностью подавляет включение мечено-
го предшественника в белки теплового 
шока 86 и 70 кД ядерного матрикса. 
Однако при внесении антибиотика сра-
зу же после теплового шока эти поли-
пептиды выявляются, хотя и несколь-
ко слабее, чем в клетках, прогретых 
без антибиотика. Увеличение концент-
рации антибиотика ингибирующий эф-
фект практически не усиливает. Таким 
образом, биосинтез матричной Р Н К 
белков теплового шока 86 и 70 кД 
ядерного матрикса индуцируется по-
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вышением температуры инкубации 
клеток. Поскольку добавление анти-
биотика после прогревания клеток не 
останавливает новообразование белка 
теплового шока, а лишь снижает его, 
гго показано также в клетках дрозо-
филы 15, 9, 11], очевидно, в клетках 
вукариот транскрипция Р Н К белков 
теплового шока осуществляется срав-
нительно быстро в период процедуры 
прогревания клеток. 

В клетках различного происхожде-
ния скорость ответа на тепловое воз-
действие чрезвычайно велика. В тече-
ние первых 10 мин после старта теп-
лового шока уже синтезируется 
матричная Р Н К и последующее про 
греваиие клеток, по мнению Бардом и 
соавт. [3], не увеличивает количест-
венное содержание Р Н К и соответст-
венно белков теплового шока. Таким 
образом, в клетках различного гене-
зиса биосинтез белков теплового шока 
регулируется на уровне транскрипции, 
и эта регуляция, по-видимому, одно-
родна в различных клетках. Однако 
на дальнейших этапах биосинтеза 
белка выявляются видимые различия. 

В клетках дрозофилы белки тепло-
вого шока выявляются очень быстро — 
через 10—15 мин после повышения 
температуры появляются минорные 
шолипептиды теплового шока, которые 
быстро накапливаются и через 30— 
60 мин превалируют над всеми белка-
ми клетки [2, 5, 6, 15]. Белки тепло-
вого шока в клетках дрозофилы синте-
зируются de novo в течение процеду-
ры прогревания на фоне резкого по-
давления биосинтеза белков непрогре-
той клетки. 

В клетках теплокровных белки те-
плового шока выявляются после те-
пловой травмы только через 2—6 ч 
| 1, 3, 10, 12, 16]. Таким образом, меж-
ду транскрипцией матричной Р Н К и 
тр а неля цией проходит ср а внител ы-ю 
большой интервал времени, и пока не 
ясно, на каком посттранскрипциоином 
уровне осуществляется регуляция био-
синтеза белков теплового шока. 

В фибробластах китайского хомячка 
белки теплового шока не синтезируют-
ся в течение процедуры прогревания 
клеток. В ряде опытов, помимо обыч-
ной схемы прогревания клеток 
(10 мин при 46 °С и затем инкубация 
клеток при температуре роста не ме-
нее 2 ч), применяли и другую, в соот-
ветствии с которой часть клеток инку-

бировали при 45 °С в течение 2 ч и 
новообразование белков теплового шо-
ка исследовали непосредственно после 
прогревания. Такое длительное про-
гревание не сопровождалось гибелью 
клеток, при окрашивании их 0,05 % 
трипаиовым синим в препарате были 
в ы я в л е и ы л и ш ь е д и и и ч и ы е п о г и б ш и е 
к л ет к и. В к л ю ч е и и е 35 S - м ет и о н и н а в 
б ел к и к л ето ч ны х ф р а к ц и й подавля-
лось в среднем на 55—75 %, однако 
белки теплового шока не выявлялись 
ни в гомогенате, ни в ядерном матрик-
се, полипептидный профиль клеточных 
фракций не отличался от соответству-
ющего профиля иепрогретых клеток 
(флуорограммы не приводятся). Вме-
сте с тем через 2 ч после 10-минутио-
го прогревания клеток и последующе-
го содержания их при 37 °С выявляют-
ся белки теплового шока. Эти резуль-
таты согласуются с данными, получен-
ными на клетках HeLa [3], и свиде-
тельствуют о том, что у теплокровных 
в восстановительный после теплового 
шока период активируются неизвест-
ные еще механизмы регуляции био-
синтеза белков на посттранскрипцион-
ном уровне. Эти механизмы активи-
руются, по-видимому, и при повышен-
ной температуре, но в более отдален-
ные сроки [7, 16]. Природа регулятор-
ного механизма неизвестна. Не ясно 
также, на каком уровне белоксинтези-
рующей системы он действует. Можно 
допустить, что это фактор белковой 
природы, но не известно, присутствует 
ли он в непрогретой клетке или синте-
зируется de novo после стрессогенного 
воздействия. Наличие белкового регу-
лятора в фибробластах китайского хо-
мячка не противоречит данным, в соот-
ветствии с которыми в пострибосом-
ном супернатанте лизата ретикулоци-
тов после прогревания при 44 °С выяв-
ляется ингибитор биосинтеза белков 
клетки [4]. Однако для того чтобы 
ответить на все эти вопросы, требует-
ся проведение дополнительных иссле-
дований. 
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E F F E C T O F ACT1NOMYCIN D, CYCLOHEXI-
M I D E , P U R O M Y C I N AND MITOMYCIN С ON 
B I O S Y N T H E S I S O F T H E R M A L S C H O C K PRO-
T E I N S IN F I B R O B L A S T NUCLEAR MATRIX 

O F C H I N E S E H A M S T E R 

5. N. Kuz'mina, S. B. Akopov, Т. V. Bul'dyaeva, 
I. B. Zbarsky 

Ins t i tu te of Developmenta l Biology, Academy of 
Sciences of the USSR, Moscow 

The thermal schock prote ins with molecular 
m a s s of 86 kD and pi 5.5 as well as of 70 kD 
and pi 5.2-5.4 were isolated by m e a n s of two-
dimensional e lectrophoresis in polyacrylamide 
gel f rom nuclear mat r ix of Chinese hams te r fib-
rob las t s a f te r hea t ing of the an imals . Incorpo-
rat ion of 3 5 S-methionine into the thermal schock 
prote ins w a s completely inhibited by act inomy-
cin D (2 j i g /ml ) , if the ant ibiot ic Was added into 
the cell incubat ion medium before hea t ing , while 
the incorporat ion of methionine w a s decreased 
only s l ight ly when the ant ibiot ic w a s added 
a f te r hea t ing of the cells. Thus, b iosynthesis of 
rnRNA of the thermal schock prote ins of 86 and 
70 kD in nuclear mat r ix w a s induced by means 
of an increase in t empera tu re du r ing the incu-
bat ion of the cells. Biosynthes is of the thermal 
schock prote ins in nuclear ma t r ix w a s dist inct ly 
inhibited by cycloheximide (1 |xg/ml) and w a s 
not pract ical ly inhibited by puromycin (60 fxg/ml) . 

В. В. Федуров 

В Л И Я Н И Е Х О Л Е С Т Е Р И Н А И Ж Е Л Ч Н Ы Х К И С Л О Т НА О Б М Е Н 
У Б И Х И Н О Н А В О Р Г А Н А Х К Р Ы С 

Киевский медицинский инс 

Активность ряда ферментов, катали-
зирующих образование изопреноидных 
предшественников боковой цепи уби-
хинона у животных, колеблется в ши-
роких пределах и зависит как от со-
держания стёринов в пище, так и пол-
ноты всасывания этих соединений из 
желудочно-кишечного тракта [2, 5, 6, 
7, 10—12, 14, 20]. Всасывание стёри-
нов осуществляется при участии 
желчных кислот и изменяется при на-
рушении нормальной их печеночно-ки-
шечной циркуляции [5, 6, 8, 12]. Цель 
данной работы — исследовать изме-
нения в обмене убихиноиа в органах 
крыс, длительно получавших стан-
дартный или искусственный корм, в 
состав которого входил либо- холесте-
рин, либо желчные кислоты. 

М е т о д и к а 
Опыты поставлены на самцах белых бсспо-

[одпых крыс с начальной кассой- тела 

S2 

тут им. А. А. Богомольца 

2 0 0 ± 1 5 г, содержавшихся при естественной 
освещенности. Контрольные крысы получали 
стандартный корм вивария, подопытные -
искусственный рацион, включающий в себя 
обезжиренный казеин ( 2 0 % ) , крахмал ( 6 5 % ) , 
сахарозу ( 1 0 % ) , солевую смесь ( 4 % ) , мети-
ловые эфиры животных жирных кислот (5 %) 
и витамины [19]. 

Д л я мечения эндогенного убихииона в ор-
ганах животных использовали его непосредст-
венный биосиптетический предшественник -
[1 4С]-д-оксибензойную кислоту [18]. Ее по-

лучали щелочным плавлением [ '4С| -тирозина 
(удельная активность 315 мКи/ммоль, произ-
водство ЧССР) [13] и вводили в хвостовую 
вену по 0,5 мкКи в 0,2 мл 0,9 % раствора хло-
ристого натрия. Крыс, содержавшихся па 
стандартном рационе вивария, декапитировали 
по 6 животных из каждой группы через 1, 3, 
6, 12, 18 сут после введения метки, извлекали 
печень, почки, скелетные мышцы и тонкую 
кишку [3]. Крыс, получавших искусственный 
рацион, декапитировали nb 4 из каждой груп-
пы через 3, 9, 15 сут (в некоторых случаях 
через 21 сут) после введения метки. Части из 
них через сутки после инъекции раствора 
[1 4Cj -/г-оксибепзойиой кислоты в рацион вво-

дили либо 2 % холестерина, либо 0,2 % желч-



пых кислот, суммарный препарат которых по-
лучали из свежесобранной бычьей желчи [21]. 

Выделение и количественное определение 
убихииона и его радиоактивности описаны ра-
нее 13]. Изменения в обмене убихиноиа под 
влиянием холестерина и желчных кислот оце-
нивали по константам скоростей деградации, 
которые вычисляли по кинетике убыли радио-
активности по формуле: 

Ct = С0е~кт у (1) 
а полупериод его обмена по формуле: 

In 2 
(2) 

7де Ct — радиоактивность убихиноиа в мо-
мент /; С0 — в пулевое время, /е — константа 
скорости деградации, Т — время в днях и 
Т%/ — период биологического полураспада [3]. 
Все расчеты были проведены с помощью ЭВМ 
«Мир-2» по программе линейной регрессии 
[1, 3] . В основу программы положено преоб-

разование уравнения (1) в лианезироваиную 
форму: 

In Ct = In С0 — kT. (3) 

Значимость различий констант деградации 
убихиноиа в органах различных групп крыс 
определяли по критерию Стыодеита [1]. 

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

Результаты исследований представ-
лены в таблице. У крыс, получавших 
стандартный корм вивария, полупе-
риоды обмена убихиноиа в печени и 
почках почти одинаковы и составляют 
12 и 13 сут соответственно, в скелет-
пых мышцах — 18 .сут, в тонкой киш-
ке — 5 сут. 

У животных, рацион которых прак-

тически не содержал холестерина, 
обмен убихииона в печени, почках и 
скелетных мышцах значительно уско-
рялся, тогда как в тонкой кишке за-
медлялся. Дополнительное введение в 
искусственный корм 2 % холестерина 
сопровождалось значительным замед-
лением обмена убихиноиа в почках, 
скелетных мышцах и особенно выра-
женно в печени. 

При введении в рацион желчных ки-
слот обмен убихиноиа в печени крыс за-
медляется более чем в 13 раз по-
сравнению с соответствующим значе-
нием у животных, получавших искус-
ственную диету, тогда как в тонкой 
кишке, наоборот, увеличивается в 2 
раза. В почках и скелетных мышцах 
эти изменения выражены в меньшей 
степени. 

Известно, что у крыс при переводе 
на искусственные рационы происходят 
значительные изменения обмена сте-
ринов во многих органах и прежде 
всего в печени [Д6, 17]. По нашим 
данным при этом наблюдаются су-
щественные изменения и в обмене 
убихииона. Бесхолестериновая диета, 
очевидно, значительно ускоряет как 
биосинтез, так и распад этого кофер-
мента в большинстве органов, за 
исключением тонкой кишки. При 
этом, по-видимому, изменяется и ре-
циркуляция его из печени в желудоч-
но-кишечный тракт и обратно в пе-

Константы (/г) скоростей распада и полупериоды ( T t / ) Обмена убихинона-9 в органах крыс, по-
лучавших стандартную или искусственную диету с холестерином или желчными кислотами 

Д и е т а 

П е ч е н ь П о ч к и С к е л е т н ы е м ы ш ц ы Т о н к а я к и ш к а 

к + с т а н д а р т -
ное о т к л о н е -

ние Дни 

к 4- с т а н д а р т -
ное о т к л о н е -

ние 
ТУ2, 

д н и 

к + с т а н д а р т -
ное о т к л о н е -

ние 

т % > д н и 
к + с т а н д а р т -
ное о т к л о н е -

ние 
Ту /2> 

д н и 

—0,0556 
± 0 , 0 0 0 7 4 

12,46 —0,0522 
± 0 , 0 0 1 5 

13,27 —0,0378 
± 0 , 0 0 1 5 

18,33 —0,1303 
± 0 , 0 2 3 5 

5,32 

—0,0932 
± 0 , 0 1 4 9 * 
—0,0294 
± 0 , 0 4 8 5 * * 

7,44 

23,60 

—0,0945 
± 0 , 0 2 1 8 * 

0,0-1 ;')<S 
± 0 , 0 3 1 9 * * 

7,33 

15,14 

—0,0515 
± 0 , 0 1 9 9 * 
—0,0225 
± 0 , 0 4 3 5 * * 

13,46 

30,83 

—0,0440 
± 0 , 0 2 2 9 * 
—0,0598 
± 0 , 0 4 5 5 * * * 

15,76 

11,59 

—0,0075 
± 0 , 0 2 8 3 * * 

92,62 —0,0702 
± 0 , 0 2 4 3 * * 

9,26 —0,0413 
± 0 , 0 3 2 5 

16,78 —0,0975 
± 0 , 0 4 5 1 * 

7,11 

Стандартная 
в условиях ви-
вария (30/6) 

Искусствен-
ная (16/4) 

Искусствен-
н а я - ^ % хо-
лестерина 
(12/4) 

Искусствен-
н а я + 0 , 2 % 
желчных ки-
слот (12/4) 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число животных: в числителе — общее, в знаменателе — 
в отдельный интервал времени. Одна звездочка — / ? < 0 , 0 0 1 по сравнению с показателями у крыс, 
получавших корм вивария; две звездочки — то же, у крыс, получавших искусственный корм, три — 
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чень, гак как синтез желчных кислот 
у таких крыс понижается [17 | . Введе-
ние на этом фоне холестерина приво-
дит к торможению синтеза не только 
стерииов, но и убихиноиа. В условиях 
гомеостаза это неизбежно сопровож-
дается и торможением распада убихи-
иона.. Более сложная картина наблю-
дается при введении желчных кис-
лот. Во-первых, экзогенные желчные 
кислоты тормозят синтез изопреноид-
н ых п редшестве н и и ко в у б и х и но н а 16, 
12, 13J, во-вторых, они, несомненно, 
увеличивают его рециркуляцию из ки-
шечника снова в печень. Известно, 
что убихинои выделяется с желчью 
|9, 15J и может всасываться из желу-
дочно-кишечного содержимого и по-
ступать в кровь и лимфу [15]. По-ви-
димому, все это в наших опытах при-
водило к значительному замедленнию 
убыли из печени радиоактивного уби-
хиноиа. Возможно, что с всасывающи-
мися желчными кислотами убихинон 
из клеток кишечника может посту-
пать также в кровь, а затем в гепато-
циты, вследствие чего скорость его 
обмена в них возрастает. 

Таким образом, холестерин и желч-
ные кислоты при введении в корм 
крыс вызывают изменения не только 
их собственного обмена, но и других 
продуктов изопреноидного метаболиз-
ма, в частности убихииона. Выражен-
ные изменения в обмене убихиноиа, 
обнаруженные в печени, обусловлены, 
по-видимому, регуляторной ролью это-
го органа в обмене изопреноидов [4]. 
В печени крыс при стандартных усло-
виях питания синтезируется около 
5 0 % всех стерииов организма [4]. 
Недавно было показано, что печень 
может быть источником убихиноиа, 
который с липопротеинами низкой 
плотности может поступать в другие 
органы. 
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E F F E C T O F C H O L E S T E R O L AND BILE 
ACIDS ON U B I Q U I N O N E METABOLISM IN 

RAT T I S S U E S 

V. V. Fedurov 

Medical School, Kiev 

Rate of deg rada t ion and half- l i fe of ubiqui-
none were studied in t issues of ra ts , main ta ined 
on s t anda rd and art if icial diet, which included 
cither cholesterol or bile acids. Metabol ism of 
ubiquinone w a s dist inct ly accelerated in liver, 
kidney t issues and sceletal muscles and w a s 
decreased in small intest ine of the an ima l s kept 
on the art if icial cholesterol-free diet. Af ter ad-
dition of 2 % cholesterol to the ra t ion metabo-
lism of ubiquinone w a s decreased in sceletal 
muscles and, especially, in liver t issue. When 
0.2 % bile acids were included into the rat ion, 
metabol ism of ubiquinone w a s decreased more 
than 13-fold in liver t issue, whereas in small 
in tes t ine it w a s accelerated and approached the 
va lues cor respond ing to those of control animals . 
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Н. Н. Литвинов, С. И. Долинская, Л. Ф. Астахова, Н. П. Бурмантова 

В Л И Я Н И Е Н И З К И Х К О Н Ц Е Н Т Р А Ц И Й 
Н И Т Р О З О Д И М Е Т И Л А М И Н А НА Ф У Н К Ц И О Н А Л Ь Н О Е 

С О С Т О Я Н И Е Ф Е Р М Е Н Т Н Ы Х С И С Т Е М 
Э Н Д О П Л А З М А Т И Ч Е С К О Й СЕТИ П Е Ч Е Н И К Р Ы С 

Н И И общей и коммунальной гигиены АМН СССР, Москва 

Биологическое действие нитрозоди-
метиламина (НДМА) , относящегося к 
классу канцерогенных N-иитрозосое-
динений, тесно связано с метаболиче-
ской активацией этого соединения 
микросомальными оксигеиазами, в ка-
талитические це и т р ы кот о р ы х входя т 
цитохромы Р-450 [25]. Метаболизм и 
обезвреживание ксенобиотиков, в том 
числе и НДМА, в организме живот-
ных имеют две фазы [12]. В первой 
фазе происходит перестройка в моле-
куле канцерогена, в результате кото-
рой образуются электрофильные про-
дукты. Во второй фазе образующиеся 
метаболиты, точнее, некоторая часть 
из них, вступают в реакцию конъюга-
ции либо с глюкуроновой, либо с сер-
ной кислотой, либо с глицином и вы-
водятся из организма [5]. Неконъю-
гированные метаболиты благодаря 
своей повышенной реакционной спо-
собности по сравнению с исходной 
молекулой канцерогена взаимодейст-
вуют с нуклеофильными центрами 
различных макромолекул клетки (бел-
ки, фосфолипиды, Д Н К , РНК, олиго-
сахариды) [9, 27]. Именно метаболи-
там НДМА отводят главную роль в 
цитотоксическом и канцерогенном дей-
ствии его на ткани различных органов 
[21, 26]. В первую очередь активные 
метаболиты НДМА воздействуют на 
ферментные системы и мембраны эи-
доплазматической сети клетки, в ко-
торой протекает метаболизм канцеро-
гена. В некоторых экспериментальных 
работах выявлено снижение содержа-
ния белка и цитохрома Р-450, скоро-
сти НАДФ • Н-зависимого деметилиро-
вания, нарушения структурной цело-
стности мембран микросом печени 
крыс через 24 и 48 ч после однократ-
ного введения 30 -50 мг/кг НДМА 
[14, 19]. В реальных условиях чело-
веку приходится контактировать с 
низкими концентрация ми канцероге-
на | 22]. 

Цель настоящей работы — изуче-
ние функционального состояния фер-

ментных систем эндоплазматической 
сети печени крыс в зависимости от 
длительности воздействия низких кон-
центраций НДМА. 

М е т о д и к а 

Эксперименты проведены на неинбредных 
крысах-самцах с начальной массой 150—170 г, 
которые получали постоянно с питьевой водой 
Н Д М А в концентрациях 0,1; 1,0 и 10,0 мг/л 
в течение 2, 5, 10 мес. Опыты выполнены на 
12 группах животных, в том числе 3 кон-
трольных (в к а ж д о й группе по 6- -10 живот-
ных). Животных забивали декапитацией через 
2, 5 и 10 мес воздействия канцерогена. 

В гомогеиатах печени определяли актив-
ность УДФ-глюкуронилтраисферазы УДФ-
ГТ (КФ 2.4.1.17) [10], глюкозо-6-фосфатазы 
(КФ 3.1.3.9) [171; p-глокуроиидазы (КФ 
3.2.1.31) [18| , ацетилэстсразы (КФ 3.1.1.6) 
[16| , инозин-5-дифосфатазы (КФ 3.1.3) [17]. 
Гомогенаты печени готовили на 0,25 М раство-
ре сахарозы (рН 7,4) в соотношении I : 10 
(масса : объем) . При определении активности 
ферментов использовали неионный детергент 
тритон Х-100 (конечная концентрация 0,1 % ) . 
Выделение фракции микросом и определение 
содержания цитохромов Р-450 и bs проводили 
по методу [8]. Белок определяли по [23]. 
Статистическую обработку полученных экспе-
риментальных данных проводили по [3, 11]. 

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

Как видно из табл. 1, содержание 
цитохромов Р-450 и Ь5 колеблется в 
печени подопытных крыс, получавших 
НДМА в различных концентрациях. 
Наибольшая индукция, т. е. увеличе-
ние содержания цитохромов Р-450 и 
Ь5 (на 50—60 % ) , отмечена через 
2 мес воздействия канцерогена в кон-
центрациях 0,1 и 1,0 мг/л. Небольшое, 
но достоверное увеличение содержа-
ния цитохрома Р-450 (18 %) и цито-
хрома Ь5 ( 2 8 % ) наблюдалось под 
влиянием НДМА в концентрации 
1,0 мг/л через 10 мес и в концентра-
ции 10,0 мг/л через 2 мес воздействия, 
соответственно. Снижение уровня ци-
трохрома Р-450 в микросомах печени 
подопытных крыс установлено через 
5 мес воздействия НДМА в концен-
трациях 1,0 и 10,0 мг/л на 22 и 34 % 
соответственно. 
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Т а б л и ц а 1 
Содержание цитохромов Р-450 и ЬГ) и активность УДФ-ГТ в печени крыс при постоянном воз-

действии различных концентраций НДМА (M=fcm) 

Д л и т е л ь н о с т ь в о з -
д е й с т в и и , мес 

Концентрация 
Н Д М А . м г / л 

С о д е р ж а н и е ц и т о х р о м о в , н м о л ь / м г 
б е л к а 

Р - 4 50 Ьа 

А к т и в н о с т ь 
У Д Ф / Г Т . 

( м к м о л ь / м и н / г т к а -
н и ) 

10 

Контроль 
0,1 
1,0 

10,0 
Контроль 

0.1 
I 

10,0 
Контроль 

0 , 1 
1 ,0 

10,0 

0 

0,83=1=0,10 
1,31 ± 0 , 0 6 * 
l ,33d=0, l l* 
0,75=1=0,09 
0,95=1=9,07 
0,92=1=0,07 
0,74=1=0,05* 
0,62d=0,05* 
0 ,79±0 ,10 
0,77=1=0,03 
0,97=1=0,10* 
0,72=1=0,03 

0,61=1=0,03 
0 ,98±0,11 * 
0,92=1=0,10* 
0,78=1=0,06* 
0,60=1=0,03 
0,73=1=0,02 
0,53=1=0,03 
0 ,54±0 ,06 
0,57=1=0,05 
0,52=1=0,03 
0,62=1=0,07 
0,50 н=0,01 

2,78=1=0,23 
2,44=1=0,48 
2,40=1=0,48 
2,21=1=0,12* 
5,31=fc0,15 
4,53=1=0,18* 
3,57=1=0,18* 
2,90=1=0,12* 
3,05=1=0,12 
2,25=1=0,12 
1,92=1=0,03* 
1,63=h0,09* 

* Здесь и в табл. 2 — р < 0 , 0 5 по сравнению с контролем. 

Быстрая индуцируемость моноокси-
геназных систем микросом при дейст-
вии различных ксенобиотиков отмече-
на многими авторами [1, 5, 13]. Одна-
ко обращает на себя внимание тот 
факт, что индукция этой системы на-
блюдается при введении больших кон-
центраций или доз чужеродных соеди-
нений. Д а ж е классический индуктор 
мопооксигеназиых систем фенобарби-
тал вызывает увеличение содержания 
цитохрома Р-450 и активирует другие 
ферментные системы микросом печени 
крыс при введении суммарной дозы 
240 мг/кг (троекратное введение по 
80 мг/кг через 24 ч) и не дает такого 
эффекта при введении в суммарной 
дозе 6 мг/кг через 24 ч после послед-
него введения [7]. По-видимому, при 
массивном поступлении ксенобиотика 
быстрее достигается максимальное 
насыщение активных центров мопоок-
сигеназиых систем, и метаболизм чу-
жеродных соединений протекает с 
большей скоростью; при введении в 
организм низких концентраций ксено-
биотика он окисляется с небольшой 
скоростью, т. е. «медленно горит» [1]. 

В нашем эксперименте индукция 
Мопооксигеназиых систем, оценивае-
мая по содержанию цитохромов Р-450 
и bs, наблюдалась при относительно 
низких концентрациях НДМА (0,1 и 
},() мг/л) через 2 мес воздействия (см. 
табл. 1). Это явление можно объяс-
нить, если предположить, что вследст-
вие высокой константы сродства 
(Km) НДМА к окислительным фер-
ментам микросом и относительно низ-

кой константы (к3) диссоциации фер-
мент-субстратного комплекса на сво-
бодный фермент и продукт [1] часть 
НДМА медленно окисляется данными 
ферментными системами, а часть по-
степенно накапливается в гидрофоб-
ном слое мембран микросом. Кумуля-
ция канцерогена до определенной кон-
центрации, вероятно, вызывает индук-
цию монооксигеназной системы. Ин-
дуцированная система ускоряет как 
метаболизм НДМА, так и перекисное 
окисление высших жирных кислот 
фосфолипидов, которые являются эн-
догенными субстратами этой системы 
[1, 13]. Индукция гасится, по-видимо-
му, за счет разрушения цитохромов 
Р-450 и Ь5 как продуктами перекиспо-
го окисления, так и активными мета-
болитами НДМА, большинство из ко-
торых являются алкилирующими сое-
динениями [26]. В свою очередь, про* 
цессы разрушения мопооксигеназиых 
систем тормозятся антиоксидантными 
системами клетки, чутко реагирующи-
ми па повышенный уровень переки-
сей [15]. 

Можно думать, что все описанные 
процессы разрушения и восстановле-
ния в микросомалыюй мембране пос-
ле вспышки активности монооксиге-
пазных систем протекают с различной 
скоростью, которая зависит от кон-
центрации вводимого канцерогена. 
Так, через 5 и 10 мес воздействия 
НДМА в концентрации 0,1 мг/л со 
держание цитохромов Р-450 и Ь5 соот-
ветствует контрольному уровню, а при 
увеличении концентрации капцероге-



на в 10 раз (1,0 мг/л) индукция сме-
няется снижением содержания цито-
хрома Р-450 (5 мес) и вновь неболь-
шой индукцией (10 мес). 

Скорость окисления НДМА в кон-
центрации 10 мг/л в первые месяцы 
Достоянного воздействия (2 мес) про-
текает быстрее, чем окисление при 
концентрации 0,1 и 1,0 мг/л. Индук-
ция моиооксигеназной системы прош-
ла в более ранние сроки (см. 
табл. 1). Большой выброс активных 
продуктов канцерогена и активация 
перекисного окисления, по-видимому, 
усилили степень деградации цитохро-
ма Р-450 (через 5 мес его содержание 
снизилось на 3 4 % ) и тем самым 
уменьшили скорость метаболизма 
НДМА. Временное снижение ниже 
контрольного уровня скорости окисле-
ния НДМА в данной концентрации 
позволяет клеткам печени восстано-
вить уровень цитохрома Р-450 к 
10 мес до нижней границы контроль-
ных величин. Следовательно, скорость 
метаболизма НДМА связана с вели-
чиной вводимой концентрации и в за-
висимости от длительности воздейст-
вия изменяется циклически. Цикличе-
ские изменения уровней цитохромов 
Р-450 и Ь5 в зависимости от интенсив-
ности и длительности воздействия 
НДМА, вероятно, отражают не толь-
ко скорость метаболизма канцероге-
на, по и равновесие между процесса-
ми повреждения и восстановления мо-
пооксигеназиых систем. 

Наиболее важным и самым распро-
страненным механизмом детоксикации 
активных продуктов эндогенного и 
экзогенного происхождения у млеко-
питающих считается процесс конъю-
гации этих метаболитов с глюкуроио-
вой кислотой, катализируемый УДФ-
ГТ, расположенной в фосфолипидном 
слое внутренней мембраны микросом 
[5, 12]. Глюкуронированиые метабо-
литы выводятся либо с желчью, либо 
с мочой [24]. 

В отличие от изменений мопоокси-
геиазпой системы окисления актив-
ность УДФ-ГТ в зависимости от ин-
тенсивности и длительности воздейст-
вия НДМА изменялась одпонаправ-
ленно — в сторону ее снижения. Сте-
пень снижения активности фермента 
повышалась с увеличением интенсив-
ности и длительности воздействия. 
Так, степень снижения активности 
УДФ-ГТ была наименьшей при дейст-

вии НДМА в концентрации 0,1 мг/л: 
на 14 % через 5 мес, на 26 % через 
10 мес (см. табл. 1), а под влиянием 
концентрации 1,0 мг/л активность 
фермента уменьшалась на 32—37 % 
(через 5 и 10 мес). НДМА в наиболь-
шей из исследуемых концентраций 
(10,0 мг/л) уже через 2 мес воздейст-
вия снижал активность УДФ-ГТ па 
2 0 % , увеличение срока воздействия 
до 5—10 мес приводило к дальнейше-
му снижению активности на 45 %. 

Баланс между первой и второй фа-
зами катаболизма ксенобиотиков име-
ет решающее значение в аккумуляции 
токсических продуктов метаболизма 
чужеродного соединения [20]. Стой-
кое и прогрессирующее снижение ак-
тивности УДФ-ГТ, выявленное при 
длительном и постоянном воздейст-
вии различных концентраций НДМА, 
сдвигает баланс между этими фазами 
в сторону накопления активных мета-
болитов изучаемого канцерогена в 
клетках печени. Сопоставляя получен-
ные данные по различным концен-
трациям НДМА, можно предполо-
жить, что при введении наименьшей 
из исследуемых концентраций 
(0,1 мг/л) незначительное снижение 
активности фермента, ответственного 
за выведение метаболитов канцероге-
на, и сохранение активности окисли-
тельных систем на уровне контроль-
ных величин дают возможность клет-
кам печени активно метаболизировать 
канцероген и активно выводить про-
дукты его метаболизма из органа, 
обеспечивая тем самым меньшую сте-
пень поражения других ферментных 
систем микросом по сравнению с 
большими концентрациями НДМА 
(табл. 2). При постоянном действии 
НДМА в концентрациях 1,0 и 10 мг/л 
в клетках печени подопытных крыс 
скорость окисления канцерогена пре-
обладает над скоростью выведения 
его активных продуктов, что приводит 
к увеличению содержания активных 
метаболитов в клетках печени. 

Прогрессирующее накопление актив-
ных метаболитов НДМА с увеличе-
нием интенсивности и длительности 
воздействия канцерогена обусловли-
вает и прогрессирующее увеличение 
неблагоприятных изменений в микро-
сомах печени крыс. Наименьшие из-
менения активности ферментных си-
стем микросом, не относящихся к си-
стемам детоксикации, наблюдались 
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Т а б л и ц а 2 
Активность ферментов в печени крыс (мкмоль/мин/г ткани) при постоянном воздействии различ-

ных концентраций НДМА ( М ± т ) 

Длитель-
ность воз-

действия, мес 
Концентрация 
НДМА, мг/л 

Активность ферментов, мкмоль/мин/г ткани 
Длитель-

ность воз-
действия, мес 

Концентрация 
НДМА, мг/л ft- глюкуронида-

3 ы 
гл юкозо- 6 -фос-

фата зы ацетилэстеразы инозин-5-ди-
фосфатазы 

Контроль 0 , 9 8 ± 0 , 0 4 8 , 0 0 ± 0 , 5 8 111,1 ± 7 , 2 2 7 , 7 ± 1,70 
2 0,1 0 , 5 7 ± 0 , 0 5 * 6 ,80±0 ,11 9 8 , 5 ± 7 , 2 2 5 , 5 ± 1,90 

1,0 0 , 8 5 ± 0 , 1 0 7 , 6 0 ± 0 , 6 4 103,2=1=5,0 2 3 , 0 ± 2 , 3 0 
10,0 1 ,06±0,04 7 , 3 0 ± 0 , 1 3 121 ,3± 11,4 2 8 , 3 ± 6 , 1 0 

Контроль 0,98=1=0,04 13,50=1=0,30 168 ,5±5 ,0 3 1 , 4 ± 1,80 
5 0,1 0,59=1=0,04 in.;;;) i n, i:> 119,7±5,0* 2 9 , 3 ± 1,20 

1,0 1 ,25±0,10* 8 , 6 0 ± 0 , 4 4 * 107,5±7,8* 3 2 , 9 ± 1,80 
10,0 1,65=1=0,10* 4 , 6 0 ± 0 , 2 2 * 130 ,5± 13,4* 3 4 , 4 ± 2 , 1 0 

Контроль 1,17=1=0,02 13,50 ± 0 , 1 4 2 4 1 , 3 ± 17,0 3 6 , 8 ± 2 , 4 0 
0,1 0,50=1=0,04* 6 , 5 0 ± 0 , 5 0 * 2 2 1 , 8 ± 17,1 3 2 , 7 ± 1,90 

10 1,0 0,374=0,01* 6 , 8 0 ± 0 , 1 2 * 176,1 ± 2 , 9 * 2 3 , 6 ± 0 , 9 0 * 
10,0 0,31 ± 0 , 0 1 * 5 , 6 0 ± 0 , 2 5 * 114 ,0±3 ,3* | 19,1 ± 0 , 3 5 * 

под влиянием НДМА в концентрации 
0,1 мг/л: стойкое снижение активно-
сти p-глюкуронидазы и глюкозо-6-фос-
фатазы, начиная с 5-го месяца иссле-
дования (см. табл. 2). При 5-месяч-
ном сроке исследования отмечено сни-
жение активности ацетилэстеразы на 
2 9 % , однако к 10-му месяцу актив-
ность этого фермента восстанавли-
вается до контрольного уровня. Д л я 
НДМА в концентрациях 1,0 и 10,0 мг/л 
установлено стойкое снижение актив-
ности г л юкозо-6-фосфатазы, ацетил-
эстеразы (через 5, 10 мес); циклич-
ность изменений активности [5-глюку-
ропидазы (повышение активности че-
рез 5 мес; снижение — через 10 мес). 
При этом степень повышения и сни-
жения активности была более выра-
жена при воздействии НДМА в кон-
центрации 10 мг/л. Через 10 мес воз-
действия канцерогена в концентрации 
1,0 мг/л впервые отмечено снижение 
па 35 % активности инозин-5-дифосфа-
тазы — фермента, расположенного на 
внутренней поверхности микросомаль-
i-oro пузырька [1]. Еще большее сни-
жение активности (на 47 %) наблю-
далось при действии НДМА в кон-
центрации 10 мг/л также только че-
рез 10 мес. 

Таким образом, в нашем экспери-
менте отмечалось в первую очередь 
изменение активности ферментов, рас-
положенных в фосфолипидиом слое 
внутренней мембраны микросом (ци-
тохром ы Р-450, Ь5, УДФ-ГТ, глюкозо-
бнфосфатаза), что косвенно свидетель-
ствует о влиянии продуктов НДМА 
11а фосфол ипидиый компонент мем-

бран микросом, так как одним из 
необходимых условий нормального 
функционирования этих ферментов яв-
ляется структурная целостность липи-
дов и нативность фосфолипидпого ок-
ружения [2, 4, 6 | . Затем к этим изме-
нениям добавляются изменения актив-
ности ферментов, расположенных на 
внешней мембране микросом (сниже-
ние активности ацетилэстеразы через 
5, 10 мес — 1,0 и 10 мг/л). В конеч-
ном итоге в последний срок исследо-
вания (10 мес) процесс разрушения 
микросомального пузырька усугуб-
ляется повреждением его внутренней 
мембраны (снижение активности ипо-
зин-5-дифосфатазы — 1,0 и 10 мг/л). 

Следовательно, степень поражения 
функционального состояния фермент-
ных систем микросом в зависимости 
от интенсивности и длительности воз-
действия НДМА зависит от содержа-
ния активных метаболитов канцеро-
гена в клетках печени. 

Уровень активных метаболитов 
НДМА в клетках печени определяет-
ся соотношением скоростей окисления 
канцерогена в монооксигеназной си-
стеме и процессов выведения окислен-
ных активных продуктов. 

Скорость метаболизма НДМА зави-
сит от величины концентраций, вводи-
мых в организм подопытных крыс. 
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E F F E C T O F N I T R O S O O I M E T H Y L A M I N E AT 
LOW C O N C E N T R A T I O N S ON THE FUNCTIO-
NAL STATE O F ENZYMATIC SYSTEMS IN 

RAT LIVER E N D O P L A S M I C RETICULUM 

N. N. Lilvinov, S. I. Dolinskaya, L. F. Astakho-
va, N. P. Burmantova 

Ins t i tu te of General and Communa l Hygiene, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

Funct ional s ta te of enzymat ic sys tems in rat 
liver endoplasmic reticulum was studied. Con-
tent of cytochromes P-450 and br, as well as acti-
vities of UDP-g lucurony l t r ans fe rase , glucose-6-
phosphatase , ^ -g lucuronidase , acetylesterase, ino-
s ine-5-diphosphatase were evaluated a f te r per-
manen t admin is t ra t ion of n i t rosodimethylamine 
within 2, 5 and 10 months at concen t ra t ions of 
0.1, 1.0 and 10.0 mg/1. Conten t of the cancero-
gene active metabol i tes in liver cells w a s shown 
to be responsible for impairment of the funct ional 
s ta te of microsomal enzymat ic sys tems and was 
also related to intensi ty and durat ion of the 
n i t rosodimethylamine effect . The level of these 
cancerogene metabol i tes in liver cells depended 
on ra tes of the cancerogene oxidat ion in the 
monooxygenase system and el imination of active 
products . At. the same time, the ra te of nitroso-
d imethylamine metabolism correlated with the 
closes of the subs tance adminis tered into rats. 
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Активация окислительного дезами-
нирования диаминов в тканях — один 
из перспективных, но мало изученных 
путей целенаправленного воздействия 
на обмен функционально важных суб-
стратов данного типа в организме. 
Можно предположить, что изыскание 
синтетических активаторов ди- и по-
лиаминоксидаз будет способствовать 
поиску препаратов не только с потен-
циальной психофармакологической 
значимостью, но также иммуномоду-
ляторов и антиканцерогенных средств 
с новым биохимическим механизмом 
действия. На это указывает наличие 
прямой взаимосвязи между скоростью 
пролиферативного роста и содержа-
нием биогенных ди- и полиаминов в 
клетках [8, 26, 29, 32]. 

В исследованиях, проведенных ра-
нее [2], были получены указания на 
возможность стимулирующего влия-
ния некоторых (хинуклидил-3) -диа-
рилкарбинолов па дезаминированиеги-
стамина диаминоксидазой (ДАО) лег-
ких [2]. Обнаружено свойство произ-
водных алкилгидразина и отдельных 
аралкиламинов наряду с ингибирова-
ние м моноаминоксидаз (МАО) инду-
цировать в митохондриях ранее не 
присущую им каталитическую актив-
ность, обеспечивающую окисление 
гистамииа и других азотистых соеди-
нений [3, 11, 20, 21]. Высказано пред-
положение о возможной связи данно-
го феномена с образованием из инги-
бирующих МАО веществ па этапе воз-
никновения . первичного комплекса с 
ферментов азометинсодержащего ме-
таболита [1, 20], участвующего в по-
следующем мягком окислении тиоло-
вых групп МАО до обусловливающих 
ДАО-подобную активностью сульфе-
новых групп (SOH) [7, 22, 24]. Hal 
примере производных алкилгидразина 
была показана и роль опосредованно-
го проявления этими соединениями 
окислительного влияния на тиолы — 

путем стимуляции при торможении 
МАО перекисного окисления липидов 
митохондриальных мембран [5, 9]. 

В настоящей работе обсуждается 
значение в модификации каталитиче-
ской активности митохондриальной 
МАО некоторых структурных и био-
химических особенностей производных 
пиразииоиндола [6, 13], синтезирован-
ных во Всесоюзном иаучно-исследова-
тел ьско м х и м и ко - ф а р м а цевти чес ко м 
институте (ВНИХФИ) им. С. Орджо-
никидзе под руководством В. И. Шве-
дова [14, ,17] . Помимо сравнительно-
го изучения способности модифициро-
вать каталитическое действие МАО 
пиразидолом (8-метил-2,3,3а,4,5,6-гек-
сагидро-1Н-пиразино[3,2,1-],к] карба-
зола гидрохлорид, I) , его 3,3а-дегид-
ропроизводным (8-метил-2,4,5,6-тетра-
гидро-1Н-пиразино[3,2,1 - ] ,к]карбазо-
ла гидрохлорид, II) и отдельными го-
мологами I мы исследовали возмож-
ность образования в этих же условиях 
из пиразидола, способного к элекро-

Формулы соединений 

ноакцепторным реакциям, его мета-
болита, а также возможность непо-
средственного участия подобных 
структур (без проявления промежу-
точного прооксидантного влияния па 
липиды) в индуцировании диаминде-
заминазной активности митохондрий. 

М е т о д и к а 

Изменения амииоксидазиой активности ис-
следовали при помощи изотермической дистил-
ляции аммиака, освобождаемого при дезами-
нировании серотонина и гистамииа [10]. Элек-
тронные спектры поглощения и результаты 
полярографических исследований были ис-
пользованы для сравнительной оценки основ-
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ых структурных изменений, сопровождающих 
взаимодействие соединений 1 и II с МАО. 

лияние соединений на перскисное окисление 
^ипидов исследовались в условиях метилолс-

тной окислительной модели [4], по накопле-
нию в тканях реагирующего с тиобарбитуро-
Еой кислотой малонового диальдегида [12], а 
т а к ж е методом УФ-спектрофотометрии по сте-
гепи светорассеивания суспензии митохондрий 

связи с возможными изменениями их меха-
охимических свойств [27, 28] . 

Митохондриальные фракции выделяли диф-
ференциальным центрифугированием гомогеиа-
тов мозга мышей-самцов линии BALB/c (сред-
няя масса 20 г) в растворе 0,01 М фосфатно-
го буфера рН 7,4 [31]. Содержание белка в 
суспензиях митохондрий определяли спектро-
оотометрически биуретовым методом [25]. Со-
д е р ж а н и е митохондриального белка в пробе 
(оставляло 4 мг, продолжительность преиику-
бации суспензии митохондрий с исследуемым 
агентом при 37 °С 15 мин, продолжитель-
ность инкубации данной системы с серотони-
ном (в виде крсатипиисульфата, 1 мМ) -
$0 мин, с гистамипом (в виде дигидрохлорида, 
10 мМ) — 4 5 мим. После окончания инкубации 
в пробы добавляли 50 % раствор трихлорук-
суспой кислоты, осадок отделяли центрифуги-
рованием. В иадосадочной жидкости после 
изотермической отгонки по Конвею и нессле-
ризации аммиак определяли спектрофотомет-
рически. 

Электронные спектры поглощения были 
сняты на спектрофотометре «Hitachi-577» 
(Япония) , полярограммы — на саморегистри-
рующем электронном полярографе ОН-102 
(«Radelix», Венгрия) с ртутным капельным 
электродом (t—1,77 с, ш = 1,062 г/с); элек-
тродом сравнения служил насыщенный кало-
мельный электрод. Исследуемые в среде 
f(),01 М фосфатного буфера рН 7,4, варианты 
проб: I — пиразидол, 1м — пиразидол + сус-
пензия митохондрий, II — 3,За-дегидропроиз-
водное пиразидола, Им — 3,За-дегидропроиз-
водпое пиразидола + суспензия митохондрий. 
Концентрации соединений при спектрофото-
метр и ческих исследованиях представлены в 
подписях под рис. 1, применяемые для снятия 
полярограмм 1 мМ. Содержание белка 
митохондрий мозга мышей • 4 мг/мл (про-
бы 1м и 11м). Перед снятием спектров и по-
лярограмм пробы 1м и Им термостатировали 
при 37 °С в течение 15 мин. При полярографи-
ческом исследовании [16] помимо этого про-
водили предварительное дезаэрирование проб 
очищенным аргоном. 

Д л я исследования воздействия на окисле-
ние метилолеата соединения вводили в систе-
му в виде оснований и 4 % раствора в эта-
ноле. Метилолеат окисляли в окислительных 
ячейках с припаянным капилляром продува-
нием при 50 °С очищенного от пыли воздуха 
со скоростью 10—12 л/ч. Содержание пере-
кисей определяли иодометрически в периоди-
чески отобранных пробах. Д л я оценки влия-
ния на пероксидацию в опытах на животных 
соединения вводили внутрибрюшинно мышам-
самцам в дозе 100 мг/кг; продолжительность 
опыта 6 ч. Определение образующегося в пе-
чени малонового диальдегида (МДА) прово-
дили в отсутствие индуктора пероксидации 
CCU, предусматриваемого методикой [12]. 
Пробы для оценки степени набухания мито-
хондрий в аскорбатзависимой системе пере-
окисления [27, 28] содержали 4 мг митохон-

дриального белка на 1 мл 0,15 М КС1 
0,025 М трис-HCl буфера рН 7,5; катализато-
рами пероксидации служили 1 мМ аскорбино-
вая кислота (0,05 мл) и добавленная через 
2 мин смесь (0,02 мл) , в состав которой вхо-
дили 4 мМ. А Д Ф и 0,175 мМ F e S 0 4 X 
X ( N H / ( ) 2 S 0 4 - 6 H 2 0 ; температура среды 20 °С. 
Эффект указанной добавки регистрировали 
спектрофотометрированием при 520 им в тече-
ние 10 мин. 

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

Результаты исследования влияния 
соединений на серотонин- и гистамии-
дезаминазную активность митохонд-
рий мозга мышей (табл. 1) показали, 
что значительная эффективность тор-
можения ферментативного окисления 
серотопина, установленная нами 
у 3,За-дегидропроизводного пиразидо-
ла (II, pl50 4,65), сама по себе еще 
не обеспечивает индуцирование в дан-
ном объекте ранее не присущего ему 
свойства деза минировать гистамин, 
что было обнаружено в подобных 
условиях с применением пиразидола 
(I) . При воздействии на МАО мито-
хондрий мозга мышей этим агентом 
(I) , содержащим в молекуле в отли-
чие от II незатронутое пиперазииовое 
кольцо, наблюдалась достоверная ин-
тенсификация окислительного распада 
гистамииа (1,4 нмольЫН 3 на 1 мг бел-
ка в 1 мин по сравнению с обнаружи-

Т а б л и ц а I 

Влияние пиразидола ( I ) и его 3,За-дегидро-
производного ( I I ) на дезаминирование серото-
нина (5-ОТ) и гисгамина (Гис) митохондриями 

мозга мышей в опытах in vitro 

03 С к о р о с т ь д е н о м и н и -
о. р о в а н и я , и м о л ь N H , 

С о е д и н е н и е 
£ 2 на 1 м г б е л к а 

С о е д и н е н и е £ s =г . я к 
на 

в 1 м и н 

° Я * * 5 - О Т - А % Г и с 

I 1 0,45 85 1,40 
0,1 0,75 75 1,00 
0,01 1,70 43 0,30 

II 1 0,00 100 0,30 
0,1 1,08 64 0,30 
0,01 1,95 35 0,30 

Контроль — 3,00 — 0,30 

П р и м е ч а н и е . Концентрация ми-
тохондриального белка в пробе 4 мг; про-
должительность преиикубации митохондрий с 
соединениями I и II — 15 мин; инкубацию 
при 37 °С проводили с 5-ОТ (1 мМ) в течение 
30 мин, с Гис (10 мМ) — 45 мин. Представлены 
средние арифметические величины по данным 
8—12 параллельных определений. Величины 
средних ошибок средних арифметических не 
превышали 1 0 % . 
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ваемым в отсутствие модификации 
МАО 0,3 ммоль NH3 на 1 мг белка в 
1 мин). Модификация каталитической 
активности МАО пиразидолом оказа-
лась более выраженной (2,5 имоль 
N113 на 1 мг белка в 1 мин) при ис-
пользовании в качестве источника 
фермента митохондрии из стволовой 
части мозга быка [3]. Поскольку гн-
ета ми и не является природным субст-
ратом МАО, а относится к числу суб-
стратов, инактивирующихся ДАО, по-
лученные нами результаты свидетель-
ствуют о возможном индуцировании 
соединением I качественной модифи-
кации каталитической активности ис-
следуемого митохоидриалы-юго фер-
мента. Помимо этого можно предпо-
ложить, что именно особенность строе-
ния молекулы I обусловливает потен-
циальную способность ее образовы-
вать на этапе возникновения первич-
ного комплекса с МАО типа А (путем 
частичного дегидрирования пиперази-
нового кольца) ненасыщенный струк-
турный фрагмент, участвующий в мяг-
ком окислении важных для фермен-
тативного катализа тиолов до остат-
ков сульфеновой кислоты. Склонность 
к проявлению биохимического дейст-
вия, подобного I, наблюдалась также 
у аналога с более разветвленным 
алкильиым заместителем в положе-
нии 8. Однако дальнейшее усложне-
ние строения такого заместителя, хотя 
и обеспечивало соединению антисеро-
тониидезаминазиую активность (по-
видимому, в связи с изменением кон-
формационных свойств молекулы и 
повышением липофильности), привело 
к потере у производного пиразииоии-
дола способности модифицировать ак-
тивность МАО. В целом обнаружеи-
и ы е ф а кт ы п одтве р ж д а ют ri р еж и и е 
паши наблюдения, касающиеся крите-
риев возможности модификации ката-
литических свойств митохоидриальной 
МАО отдельными а минными ее инги-
биторами других химических ря-
дов [3]. 

Данные об электронных спектрах 
поглощения свидетельствуют о том, 
что соединение II в условиях измере-
ния имеет отчетливую полосу погло-
щения при 344 им, обусловленную со-
держащейся в нем азометиновой груп-
пой (рис. 1). Торможение митохоид-
р и а л ь н о й МАО этим соединением 
(Им) , судя по спектральным данным, 
не приводит к существенным измеие-

Рис. 1. Электронные спектры поглощения пи-
разидола ( / ) , его З-За-дсгидропроизводного 
( / / ) и продуктов взаимодействия их с мито-
хондриальным источником МАО (1м и И м 

соответственно). 
К о н ц е н т р а ц и я с о е д и н е н и й п р а с т в о р е 0,01 М 

ф о с ф а т н о г о б у ф е р а ( р Н 7,4): I, I I , 1м и И м — 
5 - 1 0 - 5 м , 1 м ' — 10-4 M, 1 м " — 1 0 - 3 M, с о д е р ж а н и е 
м и т о х о н д р и а л ь н о г о б е л к а на п р о б у 1м и И м — 
4 мг; п р о д о л ж и т е л ь н о с т ь и р е и н к у б а ц и и с о е д и н е н и й 

с с у с п е н з и е й м и т о х о н д р и и при 37 °С 15 мин . 

ниям в структуре, атакующей фермент 
молекулы (II ) . Учитывая сказанное 
и результаты биохимического исследо-
вания II, можно сделать вывод, что 
торможение МАО с переходом в но-
вообразовавшийся комплекс (фер-
мент... ингибитор) неизменной (содер-
жащейся в положении 3—За пипера-
зинового фрагмента) азометиновой 
связи не обеспечивает (по аналогии 
с гармином [3]) необходимого для 
модификации МАО окислительного 
превращения. 

В отличие от соединения II пирази-
дол (I) , имея слабо выраженный мак-
симум при 280 нм, практически не по-
глощает при 300 нм и выше. Длинно-
волновый сдвиг этого максимума, на-
блюдаемый в электронном спектре по-
глощения в присутствии митохоид-
риальной МАО (1м), свидетельствует 
об образовании в продукте взаимодей-
ствия (МАО... ингибитор) л-электроп-
ной системы [18] и, следовательно, 
новой ненасыщенной связи, отличаю-
щейся, однако, от азометина в поло-
жении 3—За, свойственного как сое-
динению II, так и комплексу Им. Об-
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разоваиие ненасыщенной связи под-
тверждается усилением упомянутого 
длинноволнового сдвига по мере повы-
шения в пробе концентрации I -
источника продуцирования на началь-
ном этапе блокирования МАО способ-
ных к электроноакцепторному дейст-
вию структур. Хотя и электронные 
спектры поглощения на первый взгляд 
не дали окончательного ответа на воп-
рос о характере и расположении нена-
сыщенной связи, образовавшейся при 
торможении МАО пиразидолом, появ-
ление азометииа при дегидрировании 
пиперазинового фрагмента молекулы 
I является, однако, более вероятным, 
чем образование при подобных же 
условиях двойной связи С = С. В осно-
ве данного предположения лежит об-
щая закономерность, согласно которой 
энамины, содержащие вторичный атом 
азота 

R R 
\ 1 \ 1 

= N H — R 1 ^ — ^ С Н — C = N — R 1 

существуют в основном в виде тауто-
мерной иминоформы |23, 30]. Чтобы 
подтвердить применимость в данном 
случае вытекающего из теории выво-
да, мы обратились к полярографиче-
скому исследованию наших систем. 

Сравнительное полярографическое 
изучение изменений окислительно-вос-
становительных свойств, атакующих 
митохопдриальную МАО молекул пи-
разидола и его 3,За-дегидропроизвод-
ного, подтверждало уже создавшееся 
представление об отличиях в меха-
низме блокирования фермента этими 
ингибиторами. Показано, что соедине-
ние II и продукт взаимодействия его 
с митохондриями (Им) характери-
зуются одинаковыми значениями по-
тенциала полуволны 1 >/2 (—1,40 В). 
Это позволяет сделать заключение, 
что торможение МАО 3,3а-дегидр0-
производным пиразидола (Им) не со-
провождается существеииым измене-
нием фрагмента, ответственного за 
проявление соединением окислитель-
но-восстановительной активности. 

Принципиально различные резуль-
таты были получены при изучении 
действия пиразидола на МАО мито-
хондрий (1м). Если для раствора дан-
ного вещества (I) значение Е^ со-
ставляло — 1,10 В, то в присутствии 
митохондрий (1м) имели место 2 по-
лярографические волны со значения-

ми Е!/г —1,08 и —1,32 В. Можно 
считать, что первое из этих значений 
соответствует неиспользованной при 
торможении МАО доли соединения I, 
причем обнаруженное незначительное 
от к л о 11 е п и е величины Е у2 в ы зван о 
примесыо в пробе биологического ма-
териала. Источником другой поляро-
графической волны, очевидно, являет-
ся образующийся при торможении 
фермента метаболит, значение E8/i у 
которого —1,32 В несколько превы-
шает установленное для соединения 
11, содержащего в молекуле азомети-
повую связь в положении 3—За. Учи-
тывая тот факт, что анализ смеси 
растворов I и И (отношение концент-
рации 20 : 1) дал величины Е,/а соот-
ветственно —1,04 и —1,40 В, можно 
заключить, что появление второй вол-
ны в полярограмме приведенной выше 
системы 1м является результатом об-
разования при торможении МАО не-
насыщенной структуры, близкой, но не 
идентичной содержащейся в 3,3а-де-
гидропиразидоле ( I I ) . 

Таким образом, полярографические 
данные подтверждают возможность 
возникновения в исследуемом биохи-
мическом процессе азометинсодержа-
щего метаболита пиразидола, хотя и 
формально не уточняют расположение 
данной связи в пиперазиновом фраг-
менте. 

Поскольку спектральные данные, 
по-видимому, исключают возникнове-
ние при метаболизации пиразидола 
производного с двойной связью в по-
ложении 3—За (соединение II ) , была 
изучена возможность образования 
азометинпроизводных других типов, 
ненасыщенные связи в которых рас-
положены между атомами 1 —106 и 
2—3 соответственно. При первом из 
таких вариантов (оииевое производ-
ное) за счет значительного эффекта 
конъюгации следовало ожидать па 
электронных спектрах поглощения ба-
тохромного смещения [18] по отно-
шению к максимуму, свойственному 
соединению II, что полностью проти-
воречило бы обнаруженному в экспе-
рименте гипсохромному эффекту. 
Именно поэтому, как свидетельствуют 
спектральные данные, более вероят-
ным при торможении МАО пиразидо-
лом является образование первичного 
комплекса, содержащего изомер сое-
динения II с азометиновой связью 
между атомами 2 и 3 (8-метил-
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Т а б л и ц а 1 
Влияние пиразидола ( I ) и его 3,За-дегидро-
производного ( I I ) на окисление метилолеата 

С
ое

ди
н

е-
ни

е 

Ком цент-
ра ци я , 

мМ 
То. Ч т . ч АОА 

I 3 3,4 50,0 14,7 
0,3 4,1 4,1 1,0 
0,03 3,6 3,6 1,0 

II 3 3,4 39,0 11,5 
0,3 4,1 4,5 М 
0,03 3,6 3,6 1,0 

П р и м е ч а н и е. т() и т — периоды 
иидукции, АОА — антиокислительная ак-

тивность. 

За,4,5,6-тетрагидро-1 Н-пиразино [3,2,1 -
j, к ]карбазол) . Принято считать [15], 
что электроноакцепториая способность 
подобных систем с нарушенным со-
пряжением двойных связей обычно 
ниже, чем в структурно близких им 
конъюгированных системах. Однако 
[приведенные выше сведения лишь 
формально не согласуются с получен-
ными нами полярографическими дан-
ными, свидетельствующими о том, что 
Окислительные свойства, присущие 
Комплексу 1м, д а ж е несколько выше, 
tieM было установлено в случае 11м 
(значения величии Е»/а —1,32 и 
— 1,40 В соответственно), и примени-
мы для интерпретации наших биохи-
мических наблюдений. Можно предпо-
ложить, что окисляемость тиоловых 
групп МАО митохоидриальных мем-
бран до остатков сульфеновых кислот 
обусловлена не только общей электро-
ноакцепторной способностью окисли-
теля как элементарной структуры, но 
и специфическими стерическими фак-
торами, определяющими вид взаимо-
действия производного пиразиноиндо-
ла с активной поверхностью МАО и 
Следовательно, устойчивость и харак-
тер проявляемого соединением или 
<его метаболитом (непосредственно 

или опосредованно) электроноакцеп-
торного действия во времени. 

Результаты исследования влияния 
производных пиразиноиндола на пе-
роксидацию липидов в отличие от 
установленного ранее у гидразиипро-
изводных [1, 11, 14] не подтвердили 
возможности опосредованного («через 
липиды») окислительного действия 
изучаемых веществ. Показано, что у 
пиразиноиидолов в условиях метило-
леатной окислительной модели отсут-
ствуют проокислительные свойства 
(табл. 2). Более того, при проведе-
нии испытания соединений по дайной 
методике в отсутствие митохондрий 
[4] установлено, что I и II в высоких 
концентрациях проявляют значитель-
ную, неспецифическую (и свойствен-
ную аминам вообще) антиокислитель-
ную активность [19], исчезающую, 
однако, при снижении концентрации 
этих агентов в пробах на порядок. 
Варьирование у соединения 1 развет-
вленное™ алкилытого заместителя в 
положении 8 существенно не влияет 
на соответствующие показатели эта-
лонного вещества. Изучение влияния 
пиразидола (1) в дозе 100 мг/кг (вну-
трибрюшиино через 6 ч) на перокси-
дацию липидов в мозге мышей, опре-
деляемую по концентрации МДА, об-
разующегося в гомогенате, не позво-
ляло установить достоверных разли-
чий между результатами подопытной 
серии и контролем (0,892 и 0,763 ед. 
экстинкции МДА на 1 мг белка для 
контроля и опыта соответственно; 
PAOA>0,05) . Использование мито-
хондрий мозга мышей в качестве тест-
объекта в условиях модели аскорбат-
зависимой переоксидации не позволя-
ло отметить регистрируемое спектро-
фотометрически набухание митохонд-
рий. Отсутствие достоверных разли-
чий между результатами серий кон-
трольной (0,09 А52о/МИН) И ЖИВОТНЫХ, 
получивших соединения 1 или II 
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Н2СЧ 
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п 
/Сч. сн2 

2Н 
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• МАП Но'мппенс фермента 
I V I A U с ингибитором 
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Рис. 2. Предполагаемая схема моди-
фикации активности МАО пиразидо-

лом ( / ) . 



(0,10 Аздо/мин), отмечено и при ис-
пользовании митохондрии печени мы-
шей. В целом отсутствие проокисли-
тельных свойств у производных пира-
зидола и ближайших его аналогов, 
вызывающих, однако, качественную 
модификацию каталитической актив-
ности митохондриальной МАО, ука-
зывает на возможность непосредствен-
ного проявления азометинсодержащи-
ми их метаболитами специфического 
для данного биохимического феноме-
на окислительного действия на тио-
лы (рис. 2) . 

При торможении активности мито-
хондриальной МАО пиразидолом (I) 
и его 3,За-дегидропроизводиым (II) 
соединение II, очевидно, взаимодейст-
вует с ферментом, не претерпевая при 
этом существенных структурных изме-
нений, в то время как соединение 1 
при метаболизации образует ме при-
сущую ранее его молекуле я-элек-
тронную систему. Характер электрон-
ных спектров поглощения комплекса 
1м не свидетельствует о возможности 
образования азометиновой связи в по-
ложении 3—За, исключая т а к ж е воз-
можность образования данной связи 
в положении 1 —106. Одновременно 
подтверждается вероятность образо-
вания азометиновой связи в положе-
нии 2—3. 

По данным полярографических ис-
следований, первичный комплекс, об-
разующийся при взаимодействии пи-
разидола С митбхоидриальной МАО, 
несмотря па предполагаемое изолиро-
ванное положение азометиновой свя-
зи 2—3, обладает несколько повышен-
ной окислительной способностью по 
сравнению с системой II, сохраняю-
щей конъюгированное сочетание двой-
ных связей, что, по-видимому, и спо-
собствует необходимому для измене-
ния каталитических свойств МАО спе-
цифическому окислению тиолов. 

Ввиду отсутствия у исследованных 
соединений выраженных прооксидант-
ных свойств вероятным механизмом 
проявления качественной модифика-
ции каталитической активности мито-
хондриальной МАО пиразидолом сле-
дует считать прямое окисляющее тио-
лы действие азометинсодержащего его 
метаболита. 
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ON THE M E C H A N I S M O F QUALITATIVE MO-
DIFICATION BY PYRAZIDOL O F MITO-
C H O N D R I A L M O N O A M I N E O X I D A S E ACTI-

VITY 

E. A. Baumanis, I. A. Birska, G. O. Reikhman, 
I. E. Kerule, V. I. Shvedov, I/. Z. Gorkin 

Ins t i tu te of Organ i c Synthesis , Academy of 
Sciences of the La tv ian SSR, Riga, S. Ordzho-
nikidze All-Union Chemico-Pharmaceut ica l In-
st i tute, Ins t i tu te of Biological and Medical Che-
mistry, Academy of Medical Sciences of the 

USSR, Moscow 

Inhibitory effect of pyrazidol (I) on seroto-
n in -deamina t ing activity in mice brain mito-
chondria , which was accompanied by induction 
in this source of monoamine oxidase (MAO) of 
a proper ty to oxidize his tamine, was dist inct 
from the effect of 3 ,3a-dehydroder ivat ive of py-
razidol ( I I ) , which did not induced the h i s tamine 
d e a m i n a t i n g activity. Analys is of electron ab-
sorpt ion spectra and polarographic s tudies de-
mons t ra ted that inhibition of MAO by pyrazidol 
resulted in dehydra t ion of the piperazine r ing 
in the molecule of the d rug as well as in possible 
format ion of azomethine bond at the 2-3 posi-
tion, exhibi t ing high oxidiz ing activity. At the 
same time, marked a l t e ra t ions in the subs tance 
И s t ruc ture were not found in the course of in-
hibition of se ro ton ine -deamina t ing activity in 
mi tochondr ia . As pyrazidol did not exhibit pro-
oxidant activity, its azomethine g roup appear s 
to have a direct ox ida t ing activity, which was 
not mediated via lipid peroxides. 
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О Б М Е Н 2 5 - 0 К С И Б И Т А М И НА D3 В ПОЧКАХ И Я Д Е Р Н Ы Е 
Р Е Ц Е П Т О Р Ы 1 , 2 5 - Д И О К С И Б И Т А М И НА В 3 В С Л И З И С Т О М 

О Б О Л О Ч К Е Т О Н К О Й К И Ш К И У К Р Ы С ПРИ Н Е Д О С Т А Т О Ч Н О С Т И 
В И Т А М И Н А В2 

Институт питания АМН СССР, Москва 

В настоящее время представление о 
пол иэтиоло гичее ко й природе ра хит а 
является общепризнанным [2, 3]. 
Большое число эпидемиологических и 
клинических наблюдений свидетельст-
вует о том, что в развитии этого забо-
левания наряду с дефицитом витами-
на D существенное значение может 
иметь недостаточность ряда других 
иутриеитов, в частности некоторых ви-
таминов. В связи с этим возникает не-
обходимость в изучении тонких меха-
низмов, посредством которых тот или 
иной пищевой фактор может быть во-
влечем в патогенез этого заболевания. 

Новые данные об обмене и механиз-
ме действия витамина D, реализующе-
го свои функции в виде образующих-
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ся из него активных метаболитов [16, 
17], позволяют объяснить эффект де-
фицита витамина В2 возможным из-
менением активности флавопротеидсо-
держащих гидроксилаз, участвующих 
в образовании этих метаболитов. 

Д л я проверки этого предположения 
в настоящей работе было изучено 
влияние различной обеспеченности 
крыс витамином В2 па концентрацию 
в сыворотке крови основного циркули-
рующего метаболита витамина D 
25-оксивитамина D (25-OHD), обра-
зующегося в печени при действии 
25-гидроксилазы витамина D, а так-
ж е па активность 1- и 24-гидроксилаз 
25-OHD 3 (1- и 2-ОНаз) в почках in 
vitro, продуцирующих активные мета-



ролиты D3—1,25-диоксивитамин D3 
(1,25(ОН2) D3, гормональная форма 
витамина D3) и 24,25-диоксивитамин 
Ь 3 (24,25 (ОН) 2 D3, метаболит D3 с 
преимущественным действием на кост-
ную ткань) . В связи с тем, что биоло-
гические функции 1,25 (OH 2 )D 3 реали-
зуются через его взаимодействие со 
специфическим рецепториым белком, 
Вероятно, in vivo имеющим ядерную 
локализацию [24], проведено раздель-
ное количественное определение эндо-
генно (in vivo) занятых и незанятых 
ядерных рецепторов l , 2 5 ( O H 2 ) D 3 в 
слизистой оболочке тонкой кишки. 

Д л я оценки функций активных ме-
таболитов витамина D в условиях не-
достаточности витамина В2 были ис-
следованы такие показатели, как кон-
центрация кальция и неорганического 
фосфора в сыворотке крови, транспорт 
кальция in vitro в тонкой кишке и 
активность зависимых от витамина D 
фосфатаз в мембранах щеточной кай-
мы слизистой оболочки тонкой кишки. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали крыс-самцов Вис-
т а р с исходной массой тела 50—60 г. Ж и в о т -
ные получали полусинтетический очищенный 
От витаминов D и В2 рацион, с о д е р ж а щ и й 
0 , 6 % Са и 0 , 6 % Р [1]. Ж и в о т н ы е были раз-
делены на 8 групп по 10 12 крыс в к а ж д о й . 
Ж и в о т н ы е 1-й группы были обеспечены вита-
минами D и В2 ( D В 2 ) , 2-й только ви-
тамином D ( + D — В 2 ) , 3-й — только витами-
ном В.2 ( — D - f B 2 ) , крысы 4-й группы не полу-
чали этих витаминов (—D—В 2 ) . Ж и в о т н ы е 
5-й группы (- D В 2 ) и VI (—D—В 2 ) , а так-
}ке аналогичных VII ( ~ D + B 2 ) и V I I I 
(—D—В 2 ) групп получали витамин D за 24 ч 
или в течение последних 6 сут до з абоя соот-
ветственно. С о д е р ж а н и е рибофлавина («Sig-
jjnа», CILIA) в рационе составляло 5 мг/кг 
корма. Витамин D3 (холекальциферол , «Scrva», 
Ф Р Г ) вводили пероральио в 0,1 мл смеси 
Этанол—пропиленгликоль ( 1 : 3 ) по 1,0 мкг 
(40 M E ) через день, животным 7-й и 
8-й групп — по 1,0 мкг к а ж д ы й день. Про-
д о л ж и т е л ь н о с т ь опыта составила 4 нед. 

Метаболизм 25-оксивитамипа D 3 изучали 
in vi l ro с использованием срезов почек [4, 8] . 
После дека пита ции животного извлекали ноч-
ки, промывали х о л о д н ы м 0,9 % раствором 
NaCl , у д а л я л и капсулу и с помощью лезвия 
безопасной бритвы на Пробке приготовляли 
срезы коры (во фронтальном плане) толщи-
ной около 0,5 мм. И з к а ж д о й почки таким об-
разом м о ж н о приготовить 3 - 4 среза общей 
массой 120 200 мг. Срезы от одной почки 
в звешивали и помещали в 1,0 мл инкубацион-
ной среды следующего состава (ммоль /л ) : 
INIaCl 100, NaHCOa 25, КС1 3,5, К Н 2 Р О , 1.2. 
<П а С12 2,5, M g S 0 4 1,2, Na ацетат 2,0, Na м а л а т 
1 0 , глюкоза 10, H E P E S 10, рН 7,4. В инкуба-
ционную ербду в 50 мкл 9 5 % этанола добав-
л я л и р а с т в о р ' субстрата — 25*OHD3 («The 

U p j o h n Со.», С Ш А ) , с о д е р ж а щ и й 0,02 мкКи 
25-окси [26 (27) - метил - 3 Н] холекальциферола 
(удельная радиоактивность 20,6 Ки/ммоль, 
«The Radiochemica l Cent re , A m e r s h a m » , Ан-
глия) . Конечная концентрация 25 -OHD 3 в 
пробе составляла 2,3 мкмоль/л . После добав -
ления субстрата через раствор в течение 1 мин 
пропускали карбоген ( 9 6 % О^, 4 % С 0 2 ) , за-
крывали и инкубировали при встряхивании 
60 мин. Р е а к ц и ю останавливали добавлением 
3,75 объема смеси х л о р о ф о р м — м е т а н о л (1 : 2 ) , 
гомогенизировали, д о б а в л я л и 1,25 объема хло-
роформа и по 1000 иг 1,25 ( O H ) 2 D 3 И 24,25 
( O H ) 2 D 3 В э таноле (для определения выхода 
этих метаболитов D 3 ) . Метаболиты D3 экстра-
гировали, как описано ранее [6]. Разделение 
25-ОНОз, 1 ,25 (OH) 2 D 3 И 2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 осу-
ществляли методом высокоэффективной жид-
костной х р о м а т о г р а ф и и ( В Э Ж Х ) с использо-
ванием системы фирмы « В е с к т а п » |1 ] . Пред-
варительную х р о м а т о г р а ф и ч еск у ю о ч и ст к у 
э к с т р а к т о в проводили на колонке 
( 4 , 6 x 2 5 0 мм) , заполненной силикагелем 
«Rsil P rep Sil ica-25-40 мкм» («Alltech Ass»,) , 
э л ю и р у ю щ а я система — гексан — изопропа-
пол ( 8 0 : 2 0 ) . Фракцию, с о д е р ж а щ у ю 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 И 1 ,25(OH) 2 D 3 , ра зделяли на 
колонке «Ul t r a sphe re -ODS» 5 мкм, элюирую-
щ а я система — метанол — вода ( 9 0 : 10). 
Р а д и о а к т и в н о с т ь во фракции 25-OHD 3 не пре-
вышала фоновую. Выход l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 и 
24,25 (ОН) 2D3 после экстракции, предвари-
тельной хроматографической очистки и В Э Ж Х 
составил 5 4 , 5 ± 1 , 7 и 49,1гЬ2,3 % соответствен-
но. Активность 1- и 24-гидроксилазы 25-OHD 3 
в ы р а ж а л и в пикомолях на 1 г срезов почки 
за 1 ч с учетом процентного выхода этих ме-
таболитов . Чувствительность метода составила 
1 пмоль на 100 мг за 1 ч. Фоновая радио-
активность во фракциях l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 и 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 в среде инкубации составляла 
менее 1 % от их продукции срезами почек. 
Количества образуемых срезами l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 
и 2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 составляли менее 0 , 5 % от та-
ковых, вносимых в качестве стандартов д л я 
определения процентного выхода метаболитов. 
В к а ж д о й группе использовали по* 1 почке 
от 4 =5 животных. 

Р а з д е л ь н о е количественное определение 
эндогенно (in vivo) з анятых и незанятых ре-
цепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 В грубой хроматииовой 
фракции слизистой оболочки тонкой кишки 
осуществляли с использованием описанных ра-
нее методов с некоторыми модификациями 
[10, 11]. Проксимальный отрезок тонкой киш-

ки длиной около 20 см промывали холодным 
0,9 % раствором NaCl . Все последующие опе-
рации, если на это не указывается специаль-
но, проводили при 0—4 °С. Слизистую оболоч-
ку соскабливали, взвешивали и гомогенизи-
ровали в стеклянном гомогенизаторе при ско-
рости 100 об/мин 10—-12 ходами пестика по 
5-—10 с в двух объемах гипотонического бу-
фера следующего состава (ммоль /л ) : трис-
HCl 10, Э Д Т А 1,5, дитиотреитол 1,0, рН 7,4 
( Т Э Д - б у ф е р ) . Гомогепат центрифугировали 
10 мин при 5000 g, осадок промывали 3 раза 
Т Э Д - б у ф е р о м , с о д е р ж а щ и м 0,5 % тритона 
Х-100, и ресуспеидировали в таком ж е объе-
ме Т Э Д - б у ф е р а , с о д е р ж а щ е г о .10 ммоль/л мо-
л и б д а т а N a и 0 , 3 м м о л ь / л ф е и и л м о т и л с у л ь ф о -
нилфторида ( Т Э Д М - б у ф е р ) . 

При определении количества незанятых ре-
цепторов 1.25(ОН)2П л аликвоты суспензии 
х р о м а т и н а (100 мкл, 0,5 мг белка) пипетиро-
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вали в пробирки из стекла «пирскс» 
( 1 2 X 7 5 мм), содержащие в насыщающей кон-
центрации (1,8 нмоль/л) 1,25-диокси [23,24 (п) 
3 Н]холекальциферол (удельная радиоактив-
ность 107 Ки/ммоль, «The Radiochemical 
Centre , Amersham», Англия) в отсутствие (об-
щее связывание) или в присутствии (иеспеци-
фическое связывание) 250-кратного молярного 
избытка 1,25-диоксивитамина D3 («Hof fman — 
LaRoche», США) и инкубировали 4 ч при 
0- 4 °С. Д л я предупреждения взаимодействия 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 С витамин D-связывающим бел-
ком во все пробирки добавляли 25-OHD 3 в 
концентрации 500 нмоль/л. Меченый 
l , 25 (OH) 2 D 3 добавляли в пообы через 
15 мин после l , 25 (OH) 2 D 3 , 25—OHD 3 — за 
30 мин до окончания инкубации. Концентра-
ция этанола в пробе составляла 15 %. 

При определении уровня эндогенно заня-
тых рецепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 незанятые свя-
зывающие сайты блокировали преиикубацией 
гомогената с Ь-1-тозиламид-2-фепилхлорметил-
кетоном (ТРСК, «Serva», Ф Р Г ) при 0 4 °С 
[10]. К определенному количеству гомогената 
слизистой оболочки в ТЭДМ-буфере добавля-
ли раствор Т Р С К в этаноле (30 ммоль/л) до 
конечной концентрации 300 мкмоль/л, обеспе-
чивающей полную блокаду незанятых рецеп-
торов, и инкубировали 30 мин при 4°С. Алик-
воты (100 мкл, 0,5 мг белка) добавляли в 
пробирки, содержащие стероид, как описано 
выше, инкубировали 30 мин при 37 °С, пере-
носили на лед, добавляли 25-OHD 3 и продол-
ж а л и инкубацию в течение 30 мин. 

Разделение свободного и связанного гор-
мона осуществляли по методу [25]. В про-
бирки добавляли по 250 мкл 50 % (по объе-
му) суспензии гидроксилапатита («Calbio-
chem», США) в ТЭД-буферс, инкубировали 
15 мин при 0 - 4 °С и постоянном встряхива-
нии, добавляли 0,5 мл ТЭД-буфера — 0,5 % 
тритон Х-100 и центрифугировали 5 мин при 
1500 g. Осадок затем д в а ж д ы промывали 
этим буфером. Радиоактивность из осадка 
экстрагировали смесыо хлороформ — мета-
пол ( 1 : 2) 2 раза по 1 мл, супернатант сли-
вали во флаконы, упаривали досуха при 40°С 
и добавляли 5 мл сцинтилляционной жид-
кости (4 г Р Р О и 100 мг Р О Р О Р на 1 л 
толуола) . 

Количество рецепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 рас-
считывали в фемтомолях специфически связан-
ного l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 на I мг ядерного белка. 
Концентрацию белка в гомогенате определяли 
биуретовым методом с использованием набо-
ров реактивов фирмы «Ins t rumenta l Labora-
tories», (Италия) . Чувствительность метода 
составила 1,5 фмоль на 1 мг ядерного белка. 
В к а ж д о й группе исследовали по 2 объеди-
ненных гомогената слизистой оболочки от 
3—4 животных. 

В мембранах щеточной каймы слизистой 
оболочки тонкой кишки, выделенных диффе-
ренциальным центрифугированием [5], изме-
ряли активность Са-, Na-, К- и Mg-АТФаз 
(по нарастанию в среде инкубации Р„ [21]) . 
Активность Са-АТФазы определяли по разни-
це между АТФазной активностью, измеренной 
в среде инкубации в отсутствие (общая АТФ 
азная активность) и в присутствии (Mg-
АТФазиая активность) 1 ммоль на I л 
ЭГТА. Среда инкубации име ча следующий со-
став (в ммоль/л) ; АТФ 2, КС1 80, MgCl 2 5, 
СаС12 0,2, трис-HCl 20, рН 7,4, 37 °С. Na-, 
К-АТФазную активность рассчитывали но 

разнице между АТФазной активностью в от-
сутствие и в присутствии уабаина (1 ммоль/л) 
в среде инкубации следующего состава 
(ммоль/л) : АТФ 4, MgCl 2 5, NaCl 120, 
КС1 30, трис-HCl 20, рН 7,4, 37 °С. Актив-
ность Na-, К-АТФазы — маркерного фермента 
базолатеральных мембран составляла менее 
5 % от общей АТФазной активности препара-
та мембран щеточной каймы. Активность ще-
лочной фосфатазы (ЩФ) определяли кинети-
ческим методом по нарастанию /ыштрофенола 
в среде, содержащей следующие компоненты 
(в ммоль/л) : л-нитрофеиилфосфат 6, MgCl 2 U 
NaOH-глициновый буфер 100, рН 9,85, 25 °С. 
Активность ферментов выражали в микромо-
лях на I мг белка в I мин. Концентрацию 
белка определяли по методу Лоури [15]. 

Концентрацию общего кальция, Рм и 
активность Щ Ф в сыворотке крови устанавли-
вали ранее описанными методами [1]. В ка-
честве показателей обеспеченности витами-
нами D и В2 определяли концентрацию 
25-OHD в сыворотке крови методом радио-
конкурентного белкового связывания с исполь-
зованием наборов реактивов «Vitamin D3 
screening kit» («Buhlrnann Laborator ies» , 
Швейцария) , а т а к ж е величину ФАД-эффекта 
и активность глутатионредуктазы (FTP) в 
крови [23]. Транспорт кальция в топкой киш-
ке оценивали по способности дисков, вырезан-
ных из двенадцатиперстной кишки, к погло-
щению 45Са [12]. 

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

Пребывание крыс на рационе, ли-
шенном витамина D, приводило к 
обычным биохимическим проявлениям 
дефицита этого витамина: уменьшение 
концентрации 25-OHD в сыворотке 
крови до следовых количеств, разви-
тию гипокальциемии, гипофосфатемии, 
увеличению активности ЩФ в крови, 
значительному снижению активного 
транспорта кальция в тонкой кишке 
(табл. 1). Эти нарушения сопровож-
дались характерными изменениями 
продукции диоксиметаболитов D3 в 
почках in vitro, обусловленными уве-
личением активности 1-ОН азы и 
снижением активности 24-ОНазы 
(табл. 2). Количество занятых рецеп-
торов l ,25(OH) 2 D 3 В хроматииовой 
фракции слизистой оболочки тонкой 
кишки уменьшалось до следовых ко-
личеств, при этом наблюдалась тен-
денция к снижению концентрации не-
занятых рецепторов этого гормона 
(см. табл. 2). Активность Са-, Mg-
АТФаз и ЩФ в мембранах щеточной 
каймы слизистой оболочки тонкой 
кишки значительно снижалась (см. ри-
сунок) . 

При недостаточности витамина В2, 
характеризовавшейся увеличением 
ФАД-эффекта и снижением активно-
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Т а б л и ц а 2 
Показатели сыворотки крови крыс при недостаточности витамина В2 

Г р у м п а 
Ж 11 нотных 

Са , 
м г / 1 0 0 мл 

Р Н ' 
м г / 1 00 мл 

25 ( O H ) D , 
н г / м л Щ Ф , Е / л Г Т Р , м Е / л Ф А Д - э ф ф е к т 

1-я 10,1 ± 0 , 2 8 , 1 4 ± 0 , 4 2 1 5 , 4 ± 1,7 1 1 8 ± 6 2 6 0 ± 1 2 1 ,14±0 ,04 
2-я 9 , 3 ± 0 , 3 а 8 , 0 9 ± 0 , 4 1 6 , 9 ± 0 , 8 а 1 6 3 ± 17а 1 9 4 ± 17а 1 , 3 4 ± 0 , 0 7 а 

3-я 6 , 5 ± 0 , З б ( ) , 10±0 ,43 б < 2 , 5 2 0 5 ± 16б 2 9 2 ± 2 7 1 , 1 3 ± 0 , 0 3 
4-я 6,1 ± 0 , 2 6 6 , 4 3 ± 0 , 6 5 б < 2 , 5 2 5 0 ± 17б 1 7 0 ± 2 8 а 1 , 2 6 ± 0 , 0 5 J 

5-я 8 , 2 ± 0 , 2 б 6,91 ± 0 , 7 2 6 5 , 2 ± 0 , 4 б 2 0 9 ± 3 7 б 2 3 6 ± 15 1 , 1 4 ± 0 , 0 3 
6-я 7 , 7 ± 0 , 1 а » 6 7 , 1 3 ± 0 , 5 9 2 , 9 ± 0 , 2 а >б 221 ± 2 4 1824=30 1 , 4 9 ± 0 , 2 0 а > 6 

7-я 9 , 7 ± 0 , 0 5 8 , 1 8 ± 0 , 8 0 1 9 , 8 ± 1 , 6 1 5 2 ± 9 а 2 7 3 ± 2 3 1 , 1 4 ± 0 , 0 3 
8-я 9 , 0 ± 0 , 2 5 а 7 , 1 3 ± 0 , 5 8 2 2 , 0 ± 2 , 2 б 201 ± 3 5 1 9 4 ± 18а 1 , 4 0 ± 0 , 0 7 а 

— достоверное отличие ( р < 0 , 0 5 ) от соответствующей 
В2 , б — то ж е от животных 1-й и 2-й групп . 

нов D и В2 не вызывала усиления на-
рушений, характерных для рахита, за 
исключением более выраженного уве-
личения активности ЩФ в сыворотке 
крови и снижения активности этого 
фермента в мембранах щеточной кай-
мы слизистой оболочки. Однако ак-
тивность 24-ОНазы в почках этих жи-
вотных была снижена по сравнению 
с таковой крыс, обеспеченных вита-
мином В2, а увеличение активности 
1-ОНазы, стимулируемое дефицитом 
витамина D, не было столь значитель-
ным. Преиикубация в течение 3 ч сре-
зов почек от животных, лишенных ви-
таминов D и В2, в среде с рибофла-
вином (5 мкг/мл) приводила к резко-
му увеличению активности 24-ОНазы 
(789+410 пмоль на 1 г в 1 ч), тогда 
как продукция l ,25(OH) 2 D 3 сущест-
венно не увеличивалась (1624=43 пмоль 
на 1 г в 1 ч). Концентрация запятых 
рецепторов l ,25(OH) 2 D 3 в слизистой 
оболочке тонкой кишки оставалась па 
минимальном определяемом уровне. 

Введение животным, лишенным ви-
тамина D, холекальциферола за 24 ч 

Т а б л и ц а 2 

Активность 1- и 24-гидроксилаз 25-OHD ;{ и почках, ядерные рецепторы 1,25 (OH)2D.{ в слизистой 
оболочке и активный транспорт Са и тонкой кишке крыс при недостаточности витамина 

ti l р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: а 
руппы животных, обеспеченных витамином 

ти ФАД-зависимой ГТР в крови, у 
крыс выявлялись сходные, но значи-
тельно менее выраженные изменения 
обмена Са, что проявлялось в разви-
тии умеренной гипокальциемии, сла-
бой тенденции к снижению всасывания 
Са в тонкой кишке и повышению ак-
тивности ЩФ в сыворотке крови. В то 
же время продукция l ,25(OH) 2 D 3 в 
почках не изменялась, тогда как 
24 ,25 (OH) 2 D 3 — уменьшилась в 2,7 ра-
за. Д л я дефицита витамина В2 также 
оказались характерными значительное 
(в 2,2 раза) снижение концентрации 
25-01II) в сыворотке крови и уменьше-
ние количества незанятых рецепторов 
l , 25 (OH) 2 D 3 в слизистой оболочке, 
сопровождающееся менее выраженным 
снижением количества его занятых ре-
цепторов. В мембранах щеточной кай-
мы наблюдалось парадоксальное уве-
личение удельной активности ЩФ и 
АТФаз, однако их активность при рас-
чете на массу слизистой оболочки сни-
жалась в среднем в 2—2,4 раза. 

Сочетавшая недостаточность витами-

Г р у м п а 
ж и нотных 

М е т а б о л и т ы 2 5 - О Н О 
п 1 ч 

п м о л ь на 1 г Р е ц е п т о р ы 1 , 2 5 ( O H ) , D 3 , п м о л ь 
на 1 мг я д е р н о г о б е л к а 

Т р а н с п о р т 
4Г)Са, н м о л ь Са 

на 1 с м 2 за 
20 мин 

Г р у м п а 
ж и нотных 

1 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 н е з а н я т ы е з а н я т ы е 

Т р а н с п о р т 
4Г)Са, н м о л ь Са 

на 1 с м 2 за 
20 мин 

1-я 1 3 6 ± 1 6 4 7 9 ± 9 9 8 3 , 2 ± 2 4 , 0 2 0 , 0 ± 2 , 5 257 ± 2 3 
2-я 1 2 0 ± 2 4 1 7 6 ± 3 6 а 4 8 , 7 ± 8 , 4 1 6 , 3 ± 3 , 3 2 2 9 ± 17 
3-я 2 9 7 ± 2 3 б 1 4 4 ± 15б 6 3 , 2 ± 2 1 , 5 3 , 7 ± 0 , 5 б 104 ± 8 6 
4-я 2 1 4 ± 1 3 а »б 8 6 ± 11 я . 6 4 4 , 6 ± 10,6 4 , 2 ± 1, 1б 111±10б 
5-я 2 8 4 ± 2 7 б 2 3 7 ± 2 1 б 6 5 , 0 ± 8 , 5 20,1 ± 3 , 3 2 3 5 ± 3 7 
6-я 2 2 6 ± 2 9 б 1 3 3 ± 17а 5 4 , 3 ± 7 , 7 1 5 , 2 ± 3 , 9 202 ± 2 3 
7-я 2 3 0 ± 2 5 б 2 9 3 ± 4 4 7 3 , 2 ± 9 , 3 2 2 , 4 ± 1,4 2 6 9 ± 3 1 
8-я 151 ± 2 2 2 2 7 ± 4 7 а 5 2 , 9 ± 18,3 1 7 , 4 ± 2 , 8 а 221 ± 9 
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/00-г-ТТЛ 

50-

1 3 5 7 

п - п 6 

50-

2 4 6 .8 

Активность Са, M g - А Т Ф а з и 1ЦФ в мембра-
нах щеточной Каймы слизистой оболочки тон-
кой кишки у Крыс при нормальной обеспечен-

ности (а) и дефиците (б) витамина Вг. 
А р а б с к и м и ц и ф р а м и о б о з н а ч е н ы г р у п п ы ж и в о т н ы х . 
С т о л б и к и с л е в а — С а - А Т Ф а з а , в с е р е д и н е — M g -
А Т Ф а з а , с п р а в а -г- Щ Ф . А к т и в н о с т ь Са- , M g -
А Т Ф а з ы и Щ Ф у ж и в о т н ы х 1-й г р у п п ы с о с т а в л я л а 
0 ,68±0.05 , 1 ,67±0,47 и 0 ,49±0 ,03 м к м о л ь на 1 мг 
б е л к а ф р а к ц и и в 1 мин, у ж и в о т н ы х 2-й г р у п п ы — 

1,40±0,45, 3 ,8±0 ,56 и 1,18±0,20 с о о т в е т с т в е н н о . 

до забоя приводило к частичной нор-
мализации всех исследованных пока-
зателей обмена Са. Существенным в 
этом случае представляется то об-
стоятельство, что у крыс при недоста-
точности витамина В2 такое восста-
новление было менее полным. Это 
хорошо согласуется с состоянием гор-
мональной системы витамина D таких 
животных: отсутствие увеличения кон-
центрации 25-OITD в сыворотке кро-
ви, менее значительная стимуляция 
1-ОНазы и сниженное количество за-
нят ых рецепторов 1,2 5 (О Н) 2 D 3. Сле-
дует также отметить, что активность 
24-ОНазы возрастала в меньшей сте-
пени, а количество незанятых рецеп-
торов l ,25(OH) 2 D 3 оставалось умень-
шенным по сравнению с таковым жи-
вотных., обеспеченных витамином В2. 
Активность фа- и Mg-АТФаз на фоне 
дефицита витамина В2 не только не 
возрастала, но и еще более снижалась. 

Недостаточность вктамипа В2 не 
позврлйАа достигнуть столь же полно-
го восстановлений параметров обмена 
Са при введении холекальциферола 
ркийогиым, лишенным витамина D, в | 
течений 6 сут. Это' сопровождалось , 
«отставанием» в нормализации мета-

болизма 25-OITD3 в почках и специ-
фического связывания 1,25 (ОН) 2D3 
хроматиновой фракцией слизистой обо-
лочки тонкой кишки, а также только 
незначительным увеличением активно-
сти исследованных АТФаз и ЩФ в 
мембранах щеточной каймы. В то же 
врем я в в еде н ие холе к ал ьц и ф е р о л а в 
течение 6 сут полностью восстанавли-
в а л о циркулирую щу ю конце нтра ц и ю 
25-OITD независимо от обеспеченности 
животных витамином В2. 

Интересно отметить, что введение 
холекальциферол а животным, лишен-
ным витамина В2, приводило к неко-
торому возрастанию величины ФАД-
эффекта, однако активность ГТР при 
этом не изменялась. 

При анализе дациых по метаболиз-
му 25-OHD3 в почках животных всех 
групп была выявлена обратная кор-
реляция между активностью I- и 
24-ОНаз (гср = - 0,52; р < 0 , 0 5 ) и 
прямая —; между продукцией 1,25 
(OH) 2 D 3 и количеством запятых ре-
цепторов этого гормона у животных 
5—7-й групп ( / - с р =0,43) . 

Вопрос о роли недостаточности ви-
тамина В2 в патогенезе рахита, а так-
же о возможности наличия какой-ли-
бо связи между дефицитом этого ви-
тамина и состоянием кальциевого об-
мена до настоящего времени оставал-
ся практически не исследованным. По-
л у ч е н н ы е нами да н i щ е по з в о л я ю т 
предположить, что витамин В2 играет 
определенную роль в обмене этого 
минерала, очевидно, опосредованную 
его влиянием па гормональную систе-
му витамима D. 

Такое влияние отчасти реализуется 
через изменение активности 1- и 24-
ОНаз в почках. Д л я дефицита витами-
на В2 характерным оказалось выра-
женное снижение активности 24-
ОНазы, а также менее значительная 
стимуляция 1-ОНазы при введении 
холекальциферол а животным, лишен-
ным витамина D. Механизм реализа-
ции такого эффекта остается неясным. 
В том случае, если он обусловлен де-
фицитом ФАД-кофермеита ренальиого 
флавопротеида (ферр;едокс£инредукта-
зы), входящего в состав 1- й 24-ОНаз, 
можно было бы ожидать снижение ин-
тенсивности метаболизма 25-OHD3. 
ITe исключено, однако, что 1- и 24-
ОНазы являются ферментами, в кото-
рых фосфорилирова'ийая форм'а спе-
цифического!) ренальиого ;цитохрома 



Р-450 функционирует как 1-ОНаза, а 
нефосфорилированная — как 24-ОНаза 
[7, 13]. В этом случае можно допус-
тить, что дефицит ФАД снижает ак-
тив иость ф е р р едо кс и нредукт азы, но 
фосфорилирование Р-450 остается на 
достаточно высоком, скомпенсирован-
ном уровне. В пользу последнего пред-
положения может свидетельствовать 
косвенно то обстоятельство, что у жи-
вотных, лишенных витаминов D и В2, 
а также при введении таким живот-
ным холекальциферол а, наблюдается 
«отставание» в стимуляции 1-ОНазы, 
тогда как у крыс, обеспеченных вита-
мином D, отсутствие в рационе вита-
мина В2 не влияет на накопление 
1,25 (ОН) 2D3. Альтернативно можно 
предположить, что у животных, ли-
шенных витамина В2, при введении им 
холекальциферола усиливается дефос-
форилирование цитохрома Р-450 до 
неактивного фермента. 

Интересным представляется то об-
стоятельство, что длительная преинку-
бация срезов почки в среде с рибо-
флавином резко усиливает образова-
ние 24,25(ОН)2D3 . Не исключено, что 
это реализуется посредством усиления 
синтеза фермента de novo. Следует 
подчеркнуть, что в наших опытах в ка-
честве дополнительного источника 
восстановительных эквивалентов ис-
пользовался малат [18, 19]. Образова-
ние Н А Д Ф - Н в этом случае возмож-
но при участии малик-фермента и/или 
НАДФ—НАД-трансгидрогеиазы [22]. 
В последнем случае при дефиците ви-
тамина В2 такой путь может быть за-
труднен вследствие ограничения обра-
зования АТФ, необходимого для 
трансгидрогеназиой реакции. 

Значительный интерес представляют 
данные о снижении содержания 25-
OHD в сыворотке крови животных, 
лишенных витамина В2, а также о за-
медленном восстановлении его кон-
центрации в крови в 1-е сутки после 
введения холекальциферола. Это мо-
жет быть обусловлено уменьшением 
образования 25-OITD в печени и/или 
усилением его деградации. Дефицит 
витамина В2 может непосредственно 
снижать активность печеночной моио-
оксигеназы витамина D, содержащей 
флавопротеид. Усиление неспецифиче-
ского микросомалыгого окисления при 
дефиците витамина В2 представляется 
маловероятным, поскольку в этом слу-
чае следовало ожидать и увеличения 

активности микросомалыюй моиоокси-
геназы витамина D. 

Полученные данные свидетельству-
ют также о том, что дефицит витами-
на В2 влияет па рецепцию 1,25 
(OH) 2 D 3 В СЛИЗИСТОЙ оболочке тонкой 
кишки крыс. Прежде всего обращает 
на себя внимание снижение концент-
рации рецепторов l,25(OIT)2D3 (заня-
тых и незанятых) при недостаточности 
витамина В2, а также хорошее соот-
ветствие уровня занятых связывающих 
сайтов этого рецептора продукции 
l ,25(OH) 2 D 3 В почках и всасыванию 
кальция в тонкой кишке. Маловероят-
но, что такое снижение отражает ги-
потрофические изменения в слизистой 
оболочке тонкой кишки крыс, при де-
фиците В2, поскольку оно выявляется 
как при расчете на массу слизистой 
оболочки, так и на количество белка 
в хроматиновой фракции. Следует от-
метить, что рецепторный белок 
1,25(OH)2D3 , по-видимому,, является 
ауторегулируемым по механизму по-
ложительной обратной связи [20], в 
этом случае снижение циркулирующе-
го уровня l ,25(OH) 2 D 3 может приво-
дить к уменьшению концентрации его 
рецепторов. 

Неясным остается феномен более 
выраженного уменьшения концентра-
ции незанятых рецепторов l ,25(OH) 2 D 3 
при недостаточности витамина В2. 
В этой связи представляют интерес 
данные, указывающие на то, что 
24,25(ОН) 2D 3 является аллостериче-
ским эффектором специфического свя-
зывания l ,25(OH) 2 D 3 хроматиновой 
фракцией слизистой оболочки тонкой 
кишки, уменьшающим сродство и ко-
оперативность при взаимодействии 
гормона с рецептором [26]. При де-
фиците витамина В2 у крыс можно 
ожидать снижения циркулирующей 
концентрации 24,25(ОН)2D3 . Не ис-
ключено, что в этих условиях увеличи-
вается сродство рецептора l ,25(OH) 2 D 3 
к гормону и возрастает скорость об-
разования гормон-рецепторного комп-
лекса и/или замедляется его деграда-
ция, что приводит к относительному 
увеличению концентрации занятых 
рецепторов. Возможно также, что ри-
бофлавин каким-то образом прямо 
изменяет кинетические характеристи-
ки рецептора 1,25 (ОН) 2D3, а пе 
только его количество. 

В аспекте рецептор-опосредованно-
го взаимодействия, очевидно, можно 
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объяснить снижение образования 
24,25(ОН)2D3 у животных, лишенных 
в ита м и на В2. 11 оскол ьку рецептор ы 
1,25(ОН) 2Оз В почках идентичны ре-
цепторам этого гормона в слизистой 
оболочке тонкой кишки [6] , можно 
ожидать аналогичного уменьшения 
концентрации рецепторного белка 
l , 25 (OH) 2 D 3 В этом органе. Взаимо-
действие l , 25 (OH) 2 D 3 С его реиальным 
рецептором усиливает образование 
24-ОНазы [9]. В условиях дефицита 
витамина В2, при сниженной концент-
рации рецепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 продук-
ция 24 ,25(ОН) 2 D 3 В почках остается 
уменьшенной, тогда как образование 
1-ОНазы не изменяется. В этом слу-
чае стимуляция 24-ОНазы рибофла-
вином может быть опосредована его 
влиянием па концентрацию рецепторов 
l , 25 (OH) 2 D 3 В почках. 

Данные, п о л у ч е и н ые п р и и с по л ьзо -
вании препаратов мембран щеточной 
каймы 'слизистой оболочки тонкой 
кишки, позволяют отметить зависи-
мость Са-, Mg-АТФаз и Щ Ф от обес-
печенности витамина D и Вя. В то же 
время весьма очевидно, что эта зави-
симость прямо не опосредована изме-
нением уровня рецепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 
слизистой оболочки, а скорее отража-
ет пролиферацию энтероцитов при 
введении животным витамина D. Од-
нако это обстоятельство не исключает 
возможности участия Са-АТФазы и 
ЩФ щеточной каймы в процессах 
транспорта Са, поскольку наблюдает-
ся определенное соответствие между 
активностью этих ферментов и всасы-
ванием Са в тонкой кишке. 

Таким образом, необходимо под-
черкнуть, что дефицит витамина В2 
в ы з ы в а е т н е з и а ч и т е л ь и ы е и а р у ш е н и я 
гомеостаза С а, но не позвол яет достиг-
нуть столь же полного, как при нор-
мальной обеспеченности этим витами-
ном, восстановления параметров об-
мена этого минерала у рахитичных жи-
вотных при введении им холекальци-
ферола. Эффект недостаточности вита-
мина В2, очевидно, реализуется по-
средством изменения продукции ак-
тивных метаболитов витамина Г) в 
ночках (уменьшение образования 
24,25(ОН) 2 D 3 , компенсированное функ-
ционирование 1 -ОНазы) , снижения ре-
цепторного связывания е г о г о р м о н а л ь -
ной ф о р м ы — l ,25(OIT) 2D 3 — в слизи-
стой оболочке тонкой кишки и, воз-
можно, уменьшения образования зави-

симых от витамина D белков в этой 
ткани. 
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METABOLISM OK 25-11VI )U'( ).\ V VITAM1N I), 
IN KIDNEY AND NUCLEAR R E C E P T O R S O F 
1,25-D 1HYDROXYVITAM1N D, IN SMALL IN-
T E S T I N E M U C O S E O F RATS D E F I C I E N T IN 

VITAMIN B2 

J. N. Sergeev, Kim Ren Kha, Yu. P. Arkhapchev, 
V. M. Kodenlsova, I. A. Alexeeva, A. A. Sokol'ni-

kov, 0. A. KUmova, V. B. Spirichev 

In s t i t u t e of Nutr i t ion, Academy of Mcciical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Effect of v i tamin B2 deficiency on metabo-
lism, reception and biochemical func t ions of vi-

tamin D was studied in young rats . Deficiency 
in v i tamin B2 w a s shown to cause a modera te 
hypocalcemia as well as a decrease in the active 
t r anspo r t of calcium in small intest ine and in 
concent ra t ion of 25-OM D in blood serum, lo-
wered format ion of 24,25 ( O H ) 2 D 3 in kidney sli-
ces and decreas ing conten t of nuclear receptors 
for 1,25 (OH) 2 D 3 ( f ree and bound in vivo) in 
small in tes t ine mucose. Af te r admin i s t r a t ion of 
cholecalciferol into the an ima l s deficient in vi-
t amins D and B2 wi thin 24 hrs or 6 days be-
fore dea th res tora t ion of the calcium metabol i sm 
p a r a m e t e r s w a s re ta rded as a result of less dis-
t inct s t imula t ion of I -hydroxylase and of low 
act ivi ty of 24-hydroxylase 25-OH D3 in kidney 
as well as due to a modera te increase in con ten t 
of bound receptors of 1,25 ( O H ) 2 D 3 in small in-
tes t ine mucose and, apparen t ly , because of re-
duced product ion of the pro te ins dependent on 
v i tamin D in the t issue ( C a 2 + - A T P a s e and alka-
line phospha ta se ) . The da ta obta ined s u g g e s t 
the possible impor tance in r ickets of v i t amin B2 
deficiency media ted via its influence on meta-
bolism and reception of v i tamin D. 

У Д К 015.276.4:547.458].074 

/7. Г. Синилова, А. Г1. Дуплищева, Е. И. Ромашевская, Е. Б. Мысякин, 
М. А. Туманян 

Х И М И Ч Е С К А Я С Т Р У К Т У Р А И И М М У Н О С Т И М У Л И Р У Ю Щ А Я 
А К Т И В Н О С Т Ь В Ы С О К О М О Л Е К У Л Я Р Н Ы Х П О Л И С А Х А Р И Д О В 

Н И И эпидемиологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи АМН СССР, Москва 

В последние годы ведутся интенсив-
ные поиски веществ, оказывающих 
иммуностимулирующее действие, сре-
ди соединений различной химической 
природы, в том числе среди полиса-
харидов [3—5, 7, 9, 11, 16, 17, 19]. 

В настоящем сообщении приведены 
результаты исследований по выясне-
нию зависимости иммуностимулирую-
щей активности от типа химической 
структуры полисахаридных молекул. 

М е т о д и к а 

В работе использованы высокомолекуляр-
ные полисахаридиыс препараты, различающиеся 
но типу химической структуры (табл. 1). 
Декстраиы SF-4 и 63-1 были получены из Ин-
ститута биологической и медицинской химии 
АМН С С С Р от М. Е. Преображенской; аубази-
даи, глюкан из Cand ida albicans, родэксмап и 
фосфоманнан из Ленинградского химико-фар-
мацевтического института от Н. И. Елинова, 
Г. А. Витовской, М. А. Кашкниой, Г. Е. Ар-
кадьевой; плантаглюцид и пектин яблочный из 
Киевского Института усовершенствования вра-
чей от Н. П. Максютипой 1. О-полисахарид 
(0-ПС) выделен нами из бактерий брюшного 

1 Мы приносим благодарность коллегам, 
предоставившим указанные препараты, что да-
л о возможность провести настоящее исследо-
вание. 

тифа (штаммы S. typhi2 4446 и S. typhi 0-901) 
методом, включавшим в себя водно-фенольную 
экстракцию и гидролиз в 0,1 Н СН 3 СООН [18]. 
Препарат очищен переосаждением из спирта 
гель-фильтрацией на сефадексе G-200 и ультра-
центрифугированием (105 000 g 2 ч). Был ото-
бран осадок, представляющий собой высокомо-
лекулярную седиментациоино гомогенную 
фракцию 0-ПС. Серологическую однородность 
устанавливали методом иммуиоэлектрофореза в 
агаре [6| с антисьшоротками к 0-антигену из 
S. typhi 0-901 и к живой культуре S. typ-
hi2 4446. 

Биологические испытания препаратов прово-
дили на белых беспородных мышах и гибридах 
( С В А Х С 5 7 В 1 ) F b самцах в возрасте 2—3 мес. 
Препараты вводили однократно виутрибрюшин-
но в дозе 100 мкг на 1 животное. 

Иммуностимулирующую активность препа-
ратов оценивали по изменению уровня неспеци-
фической резистентности к инфекции, влиянию 
па первичный иммунный ответ и по активации 
п е р и т о и еа л ьн ы х м а к р оф а г о в. 

Неспецифическую резистентность животных 
к инфекции от! редел ял и <при заражении двумя 
видами микроорганизмов. З а р а ж е н и е мышей 
культурой Klebsiella pneumoniae (штамм К2) 
производили внутривенно через 2 сут после вве-
дения препаратов. Гибель животных учитывали 
в течение 10 дней после .заражения. З а р а ж е н и е 
мышей бактериями брюшного тифа (штамм 
S. typhi2 4446) производили внутрибрюшиипо 
через 3 сут шосле введения препаратов. Гибель 
животных учитывали в течение 5 сут после за-
ражения. Д л я всех групп животных вычисляли 
количество бактерий, вызывающих гибель 50 % 
зараженных мышей — ЛД50 [12] и индекс ре-
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Т а б л и ц а 1 
Полисахариды, использованные в экспериментах 

NQ№ n / r i П о л и с а х а р и д П р о д у ц е н т О с н о в н о й т и п с т р у к т у р ы И с т о ч н и к 

I Декстран SF-4 Deuconostos mesenteroi- Линейный ос-глюкаи [ I7 j 
des С а - М , 6 

[ I7 j 

II Декстран 63-1 Deiconostos mesenteroi- Разветвленный а -глюкан 1171 
des основная цепь — С а - > 1 , 6 

боковая цепь — С а - ^ 1 , 2 
I I I Глюка н Candida a lb icans Разветвленный а -глюкан [3] 

С а - И ,6 
IV Аубазидаи Aureobas id ium pul lu- Разветвленный р-глюкаи [3J 

lans основная цепь — С р ->1 ,3 ; 
боковая цепь — С а - > 1 , 4 

V Родэксман Rhodotorula rubra Линейный Р-маииаи; пооче- [ 3 ] 

VI 
редно С £-+-1,3; С ( 3 1 , 4 

VI Фосфоманиаи Hansenula holsti i Линейный а - фосфом а н и а н Г3| 
VII Плантоглюцид P lan tago major Пектин 121 

основная цепь — полига-
лактуроновая кислота 
С а ->1,4; боковые цепи — 
d-галактоза, 1 — арабино-

V l l l 
за, 1-рамноза 

(Ю] V l l l Пектин яблочный Пектин (Ю] 
основная цепь — полига-
лактуроновая кислота 
С а - И , 4 ; боковая цепь — 
d-галактоза, 1-арабиноза, 

IX 
1-рамноза 

U21 IX О-полисахарид S. typhi24446 Многокомпонентный, разветв- U21 
S. typhi0-901 ленный фосфорсодержащи # 

! 
полисахарид 

зистентности — И Р (отношение ЛД5о живот-
ных опытной группы к Л Д 5 0 контрольной). 

Влияние препаратов на формирование пер-
вичного иммунного ответа на эритроциты бара-
на (ЭБ) оценивали по количеству аитителооб-
разующих клеток (АОК) в селезенках мышей 
[8]. Исследуемые препараты и ЭБ ( 2 0 0 x 1 0 е 

клеток) вводили впутрибрюшинно одновремен-
но. Контрольным животным вводили ЭБ и изото-
нический раствор хлорида натрия. При оценке 
результатов вычисляли индекс стимуляции — 
И С (отношение среднего количества АОК в 
Опытной группе к его количеству в контроль-
ной) . 

Об активации макрофагов судили по уров-
ню снижения активности эктошлазматической 

пуклеоти |.| ш (I ( 3 . 1 . | i.i. I I. 2()| 1W 
ритонеальиые макрофаги получали на 4-е сут-
ки после введения полисахаридов. Активность 
5[-нуклеотидазы устанавливали по методу | 20 | 
при рН 7,8 без предварительного разрушения 
клеток. Определение активности фермента про-
водили для каждого животного индивидуаль-
но. Активность б ' -пуклеотидазы выражали в 
молях фосфата на 1 мг белка макрофагов за 
1 мин. Белок определяли по Лоури. Оценку ре-
зультатов проводили по индексу подавления 
активности фермента — И П (отношение актив-
ности б ' -нуклеотидазы в контрольной группе к 
таковой опытной группы). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Влияние полисахаридов на неспеци-

фическую резистентность к инфекции. 

Как видно из табл. 2, при заражении 
мышей Klebsiella pneumoniae полиози-
ды — маннаны (V), глюканы (I, И, 
V) и пектины (VIII) либо обладали 
слабой способностью стимулировать 
неспецифическую резистентность к ин-
фекции (ИР 2,0—4,0), либо были ли-
шены иммуностимулирующей активно-
сти (IV, VII) . При заражении мышей 
бактериями брюшного тифа были по-
лучены сходные результаты. Как 
маннаны, так и глюканы обладали 
слабой иммуностимулирующей актив-
ностью (ИР 2,3—3,1). 

На уровень действия полисахаридов 
не сказывалось влияние типа связей 
(а- и [З-полигликозиды, соединенные 
по С—С 1,6; 1,4; 1,3; 1,2). Не отмече-
но и заметного усиления стимулирую-
щего действия препарата в зависимо-
сти от степени разветвленности поли-
сахар идной молекулы. Эффективность 
действия разветвленных полисахари-
дов (II, III и IV) не отличалась от 
такового линейных (I, V) . 

Наиболее высокая активность, на 
десятичный порядок и более превы-
шающая действие других полисаха-

ю 



Т а б л и ц а 2 
влияние полисахаридов различной химической структуры на резистентность мышей к заражению 

Klebsiela pneumoniae и бактериями брюшного тифа 

З а р а ж а ю щ а я к у л ь т у р а 

K l e b s i e l l a p n e u m o n i a e S . t y p h i 2 4 4 4 6 
№ № п / п П о л и с а х а р и д 

Л Д ь о ± 
м и к р о б н ы х к л е т о к И Р 

Л Д 5 0 ± m м л н . 
м и к р о б н ы х к л е т о к И Р 

I 
II 

I I I 
IV 
V 

VI 

VII 
V I I I 

IX 

Декстран SF~ 4 

Декстран 63-1 
Глюкан С. albicans 
Аубазидан 
Родэксман 
Фосфомаинаи Hansenuln 

hoist ii 
Плантаглюцид 
Пектин яблочный 
О-полисахарид брюшного 

тифа 

3 4 9 , 0 ± 170,0 
9 9 0 , 5 ± 190,0 

2 4 9 , 0 ± 4 0 , 0 
11320,0± 150,0 

4 0 8 , 0 ± 5 5 , 4 
5 8 6 , 0 ± 6 5 , 0 

27112 ,0±2000 ,0 

3,0 
3,5 

0,88 
4,0 

1,44 
2,0 

96,0 

1 0 0 , 0 ± 15,0 
108 ,0±20 ,0 
120,0=Ь30,0 
9 2 , 0 ± 2 0 , 5 

124 ,0±20 ,5 
2 8 0 , 0 ± 3 5 , 5 

1240 ,0±80 ,0 

2,5 
2,7 
3.0 
2 ,3 
3.1 
7,0 

31,0 

Контроль (иитактиые 
мыши) 

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

П р и м е ч а н и е . Каждая группа включала в себя 30 животных. Опыты проводили в 2— 
3 повториостях. 

ридных препаратов, обнаружена толь-
ко у полисахарида брюшнотифозных 
бактерий (IX). 

Фосфорсодержащий полисахарид 
более упрощенной структуры — линей-
ный а-фосфоманнан (VI) — обладал 
также выраженной активностью, хотя 
и в меньшей степени, чем О-ПС брюш-
н о т и (j) о з н ы х б а кте р и й. 

Влияние полисахаридов на первич-
ный иммунный ответ. Как видно из 
табл. 3, препараты аубазидан (IV) и 
фосфомапиан (VI) оказались практи-
чески неактивными и не влияли на 

антителогенез. Вместе с тем линейный 
маннан-родэксмаи (V) достоверно 
стимулировал образование АОК. Наи-
более выраженные адъювантные свой-
ства были обнаружены только у 
О-ПС бактерий брюшного тифа (IX). 

Влияние полисахаридов на актива-
цию перитонеальных макрофагов мы-
шей. Все исследованные полисахари-
ды вызывали активацию перитонеаль-
ных макрофагов мышей, о чем сви-
детельствует снижение активности 
фермента — эктоплазматической б'-
нуклеотидазы в этих клетках. При 

Т а б л и ц а 3 
Влияние полисахаридов различной химической структуры на первичный иммунный ответ и ак-

тивность 5 '-нуклеотидазы перитонеальных макрофагов мышей 

П е р в и ч н ы й и м м у н н ы й А к т и в а ц и я м а к р о ф а г о в 

№ п / п П о л и с а х а р и д ы ч и с л о 
ж и в о т н ы х 

к о л и ч е с т в о 
АОК 
М ± пг 

и с ч и с л о 
ж и в о т н ы х 

а к т у а л ь н о с т ь 
5 ' - и у к л е о т и -

д а з ы ; 
м о л ь / м и н на 

1 м г б е л к а 
М ± m 

ип 

IV 
V 

VI 
IX 

Аубазидан 
Родэксман 
Фосфоманнан 
О-полисахарид 

брюшного тифа 

18 
20 
17 
19 

50290±4677 
8 5 2 1 5 ± 5 4 0 3 
50991±5147 
1244274=6460 

1,2 
2,1 
1,0 

3,1 

6 
6 
6 
6 

5 4 , 4 ± 12,0 
3 3 , 7 ± 8 , 0 
48,9=Ь 14,0 
17 ,3±3 ,0 

1,8 
2,9 
2,0 
5,6 

Контроль (фи-
зиологический 
раствор) 

18 40089±5575 — 6 9 6 , 9 ± 12,9 
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этом в группах, где животным вводи-
ли полисахариды—-глюканы и манна-
ны как с линейной (V), так и с раз-
ветвленной (IV) структурой и фосфо-
маннан (VI), отмечали примерно оди-
наковое снижение активности фермен-
та. Активность Б'-иуклеотидазы наибо-
лее значительно снижалась при введе-
нии О-ПС брюшнотифозных бактерий 
(см. табл. 3). 

Таким образом, в проведенном на-
ми сравнительном изучении высоко-
молекулярных полисахаридов были 
использованы препараты с более уп-
рощенной структурой — глюканы и 
маннаны с различными типами С—С 
связей и степени разветвлепиости мо-

Tyv 
J 

J а а а а а 
(Mnn^(l-4)-R/ia-(/-3)-Cai-(l-2)n-(Man-(l-4)-Rlm-(/-3)-< 

О-специфическая честь 

муиостимулирующей активностью, чем 
соответствующие препараты, лишен-
ные ее, что связывают с наличием ре-
цепторов к маннозе у макрофагов [15]. 

Мно го ко м по н ентн ые пол иса х а р иды 
пектинового типа, содержащие наряду 
с кислым фрагментом — полигалакту-
роновой кислотой, нейтральные саха-
ра, были также малоэффективны. 

Высокой иммуностимулирующей ак-
тивностью из числа исследованных 
препаратов обладает только 0 - I I C 
бактерий брюшного тифа, который 
представляет собой высокомолекуляр-
ное, фосфорсодержащее, многокомпо-
нентное углеводное соединение с силь-
но разветвленной структурой [12]; 

'-(1-4)- Glc-( 1-2)-СЫ-( 1-3)- Glc-( 1-3) -Hep-Hep.HDO, 
R-ядро 

лекулы, и сложный многокомпонент-
ный О-ПС бактерий брюшного тифа. 
Последний препарат был выбран на-
ми как полисахарид, имеющий хими-
ческую стр у кту ру, х а р а кте р ну ю дл я 
О-специфических полисахаридов энте-
робактерий. 

Очевидно, однокомпоиеитпые поли-
Ьахариды-полиозиды, образованные 
гексозами (глюкозой и маннозой), об-
ладали некоторой иммуностимулирую-
щей активностью. В условиях наших 
опытов не удалось выявить четкой 
зависимости между уровнем стимуля-
ции неспецифической резистентности 
к инфекции, типом связи и степенью 
разветвлепиости полисахарида. Все 
использованные препараты слабо по-
вышали неспецифическую резистент-
ность инфекции. Невысокое иммуно-
стимулирующее действие этих препа-
ратов выявлено и при изучении таких 
п оказателей, как первичный и м м у и -
иый ответ на эритроциты барана и 
активация перитонеальных макрофа-
гов. Вместе с тем было отмечено, что 
препараты маннанов обладали не-
сколько более выраженными адъю-
ваитиыми свойствами и в большей 
степени снижали б'-нуклеотидазиую 
активность перитонеальных макрофа-
гов, чем препараты глюкапов. Извест-
но, что препараты, содержащие в сво-
ем составе ковалентно связанную 
матшозу, обладают более высокой им-

где Tyv — тивелоза, Man—d-маипоза, 
Rha — L-рамиоза, Ga 1 — галактоза, 
Glc — d-глюкоза, Hep — гептоза, KDO 

-2-кето-З-дезоксиоктанат. 
Полученные данные позволили вы-

явить зависимость между снижением 
активности фермента 5'-нуклеотидазы, 
уровнем стимуляции неспецифической 
резистентности к инфекции и количе-
ством АОК при первичном иммунном 
ответе. Установлено, что препараты, в 
большей степени снижающие актив-
ность 5'-нуклеотидазы, оказывали наи-
более выраженное иммуностимули-
рующее действие, что свидетельствует 
об активности клеток макрофагальпой 
системы. 

Таким образом, активация макрофа-
гов является одним из ведущих меха-
низмов иммуностимулирующего дейст-
вия, обусловленного высокомолекуляр-
ными полисахаридами. 
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C H E M I C A L S T R U C T U R E AND THE IMMUNO-
S T I M U L A T I N G ACTIVITY O F H I G H MOLE-

CULAR P O L Y S A C C H A R I D E S 

N. G. Sinilova, A. P. Duplischeva, E. I. Roma-
shevskaya, E. B. Mysyakin, M. A. Tumanyan 

Ins t i tu te of Epidemiology and Microbiology, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

An immunos t imula t ing act ivi ty of high mo-
lecular polysaccharides , dissimilar in their che-
mical s t ructure , was studied. Inoculat ion of mi-
ce with bacteria of typhoid fever and Kl. pneu-
moniae demons t ra ted that O-polysacchar ide 
f rom typhoid bacteria — mul t icomponent , branch-
chained, phosphorus -con ta in ing p o l y s a c c h a r i d e - -
exhibited the h ighes t immunos t imu la t i ng effect . 
M a n n a n s and g lucans , with l inear and branch-
chained molecules, involving var ious types of 
C-C bonds, had lower s t imula t ing properties, 
which did not correla te with the level of a mole-
cule b ranch ing and the type of C-C bonds. These 
data were confi rmed af te r evaluat ion of ad ju -
v a n t proper t ies of high molecular polysacchari-
des with sheep ery throcytes and their abil i ty to 
act ivate macrophages . 
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НА Т Р И П Т О Ф А Н Г И Д Р О К С И Л А З Н У Ю А К Т И В Н О С Т Ь В Т К А Н Я Х 
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Биологический факультет Московского университета 

За последние годы в связи с разви-
тием представлений об опосредован-
ном характере действия радиопротек-
торов все большее внимание привле-
кают биогенные амины. Согласно ги-
потезе эндогенного фона радиорези-
стентности, увеличение содержания 
биогенных аминов в радиочувствитель-
ных тканях в условиях радиопрофи-
лактики относится к числу важнейших 
биохимических изменений, определяю-
щих состояние повышенной радиоре-
зистентности [1]. Уровень биогенных 
аминов увеличивается под влиянием 
радиопротекторов преимущественно 
путем активации ферментов синтеза в 
амииообразующих тканях и перерас-

пределения из одних органов и тканей 
в другие. Ранее было показано, что в 
условиях противолучевой защиты в 
ряде тканей (печени, толстой кишке, 
тучных клетках) наблюдается актива-
ция декарбоксилазы ароматических 
аминокислот [2]. Однако оставалось 
невыясненным, изменяется ли при этом 
активность другого фермента, играю-
щего значительную роль в биосинтезе 
серотонипа, — триптофапгидроксила-
зы, под действием которого происхо-
дит гидроксилирование триптофана 
[ 20 ] . 

Из данных литературы известно, что 
экстракты слизистой оболочки тонкой 
кишки, печени и почек крыс, морских 
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свинок, кроликов способны гидрокси-
лировать триптофан [6, 8, 14, 16, 17]. 
Триптофангидроксилаза обнаружена и 
в малигнизированных тучных клетках 
мышей [9, 11 — 14, 18], что свидетель-
ствует о возможности синтеза в них 
5-окситриптофана. Отмечается, что в 
мастодитоме мышей и мозге крыс 
триптофангидроксилаза представлена 
разными формами фермента [ И ] и 
что активность фермента в малигни-
зированных тучных клетках мышей в 
100 раз выше, чем в мозге [14, 18], 
где этот фермент является лимитирую-
щим [7, 10]. Не решен окончательно 
вопрос о наличии триптофангидрокси-
лазы в тромбоцитах [14, 15]. Нет экс-

|

е р и м е н т а л ьн ы х дан н ы х об активно-
ти фермента в тучных клетках крыс. 
1олностыо отсутствуют сведения и о 
озможных изменениях триптофангид-
оксилазной активности в тканях в 
словиях противолучевой защиты. 
\ настоящей работе приведены ре-
ультаты экспериментов, поставленных 

целью выяснения способности туч-
ых клеток, печени, тонкой кишки 
рыс синтезировать 5-окситриптофан 

условиях радиопрофилактики в 
плане участия этих тканей в создании 
Эндогенного фона радиорезистентно-
сти. М е т о д и к а 

Объектом исследования служили тучные 
клетки перитонеальной жидкости, перфузиро-
ванная печень, слизистая оболочка тонкой киш-
ки самцов линии Вистар с массой тела 200— 
250 г. В качестве радиопротектора использова-
ли Р-меркаптоэтиламин дигидрохлорид (МЭА) 
в дозе 200 мг/кг. Препарат вводили внутрибрю-
шинио, животных забивали через 10 мин. Чи-
стую фракцию тучных клеток выделяли цент-
рифугированием шеритонеальиой жидкости в 
градиенте плотности фиколла [21 | . Скорость 
триптофангидро'ксилазной реакции в тканях в 
норме и после введения МЭА .измеряли прямым 
епектрофотометрическим методом по аналогии 
с методом, разработанным для тирозингидрок-
силазы [3]: по приросту поглощения в изобе-
стической точке при 325 им за счет окисления 
( Д М П Н ) 6,7-диметил-5,6,7,8-тетрагидроптерина 
при рН 7,4. Белок определяли методом [5, 19]. 
Достоверность различия между опытом и конт-
ролем оценивали по критерию Стыодента .мето-
дом «сравнения совокупностей с попарно свя-
занными вариантами» [4]. 

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

Триптофангидроксилаза — фермент, 
для которого характерно субстратное 
торможение. Зависимость скорости ре-
акции от концентрации триптофана 
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Зависимость скорости триптофаигидроксилаз-
иой реакции от концентрации субстрата в туч-
ных клетках (<4), печени (БJ и тонкой кишке 

(В) крыс (репрезентативные кривые) . 
/ — к о н т р о л ь , 2 — после в в е д е н и я МЭА в к о л и ч е -
стве 200 мг/кг . П о оси а б с ц и с с — концентрация-
т р и п т о ф а н а , м к М ; по оси о р д и н а т — с к о р о с т ь 
г и д р о к с и л и р о в а н и я т р и п т о ф а н а , н м о л ь - м г - i бел-

ка -мин—! . 

характеризуется кривой с достаточно 
узким максимумом. Учитывая эту 
особенность кинетических свойств 
триптофангидроксилазы, в настоящей 
работе для оценки влияния МЭА на 
триптофаигидроксилазиую активность 
тканей определяли зависимость скоро-
сти реакции от концентрации трипто-
фана. 

На рисунке представлены типичные 
кривые, характеризующие зависимость 
скорости гидроксилирования триптофа-
на от концентрации субстрата в раз-
личных тканях. 

Наибольшая скорость гидроксилиро-
вания триптофана в тучных клетках 



vo н т рольных животных со ст а в л я ет 
около 350 нмоль-мг~1 белка -мин - 1 

три концентрации субстрата 10,4 мкМ, 
которая является оптимальной. Вве-
дение животным серосодержащего ра-
диопротектора МЭА вызывает сниже-
ние оптимальной концентрации суб-
страта до 8,1 мкМ. 

Наибольшая скорос т ь т р и п т о ф а и г и -
цроксилазной реакции в ткаии печени 
контрольных животных, составляющая 
около 20 пмоль-мг - 1 белка • мин - 1 , от-
мечается при концентрации триптофа-
на в среде инкубации, равной 10 мкМ. 
В условиях противолучевой защиты 
организма животных в печени, как и 
в тучных клетках, наблюдается сниже-
ние опт и м ал ьиой концентрации суб-
страта, однако в печени оно выражено 
с ил ьнее: на и б ол ь ш а я скорость гидро-
ксилирования триптофана в печени 
после введения животным МЭА реги-
стрируется при концентрации субстра-
та 5,2 мкМ. В норме в тонкой кишке 
наиболее высокая скорость гидрокси-
лирования триптофана составляет око-
ло 22 пмоль-мг - 1 белка-мин - 1 при 
концентрации субстрата 11,3 мкМ. 
В условиях повышенной радиорези-
стентности организма в тонкой кишке 
оптимальная концентрация субстрата 
снижается до 2,3 мкМ. 

В тучных клетках наиболее высокая 
скорость гидроксилирования триптофа-
на в наших экспериментальных усло-
виях на порядок выше, чем в тонкой 
кишке и печени. Наши данные согла-
суются с данными других авторов, изу-
чавших скорость триптофангидрокси-
лазной реакции в малигнизировагшых 
тучных клетках мышей [14, 18]. Высо-
кая активность триптофангидроксила-
зы в тучных клетках объясняется, по-
видимому, более высокой удельной 
активностью в связи с низким содер-
жанием балластных белков (чистота 
фракции тучных клеток достигает 
9 5 - 9 9 о/о). 

В таблице приведены суммарные 
данные по влиянию МЭА, введенного 
животным, на оптимальные концент-
рации триптофана, при которых наб-
людается наиболее высокая скорость 
триптофангидроксилазной реакции, в 
разных тканях крыс. Во всех иссле-
дуемых тканях в условиях противолу-
чевой защиты отмечается статистичес-
ки достоверный сдвиг концентрацион-
ного оптимума субстрата в область 
более 11 и'' к и х концентраций, что мо-

Влияние МЭА иа оптимальные концентрации 
субстрата триптофангидроксилазы в разных 

тканях крыс в условиях in vivo 

Б и о л о г и ч е с к и й 
о б ъ е к т 

О п т и м а л ь н ы е к о н ц е н т р а -
ц и и с у б с т р а т а , м к М Б и о л о г и ч е с к и й 

о б ъ е к т 

к о н т р о л ь о п ы т 

Тучные клетки 
Печень 
Тонкая кишка 

1 0 , 4 ± 0 , 8 
10,0=b0,3 
11 ,3±0 ,6 

8,1 ± 0 , 6 * 
5 , 2 ± 0 , 5 * * 
2 , 3 ± 0 , 1 * * 

* Р < 0 , 0 5 . 
** Р < 0 , 0 1 . 

жет свидетельствовать о возрастании 
сродства фермента к субстрату. При 
этом наибольший сдвиг оптимальной 
концентрации субстрата регистрирует-
ся в тонкой кишке и печени. В туч-
ных клетках в условиях радиопрофи-
лактики снижение оптимальной кон-
центрации субстрата по сравнению с 
контролем проявляется в меньшей 
степени. 

Из экспериментальных данных, 
представленных на рисунке, видно, что 
кинетика триптофангидроксилазной 
реакции достаточно сложна, четко 
выражено субстратное торможение. 
Кривые, описывающие зависимость 
скорости реакции от концентрации 
триптофана, имеют сигмоидиый ха-
рактер в области «активирующих» 
концентраций триптофана. Как вид-
но из рисунка, кинетика реакции 
в использованных нами препаратах 
печени, тонкой кишки, тучных кле-
ток в целом не подчиняется кине-
тике Михаэлиса — Ментен. Поэтому в 
рамках настоящей работы представля-
лось вполне корректным сравнить ки-
нетические свойства фермента по от-
ношению к субстрату в норме и в ус-
ловиях радиозащиты по двум пара-
метрам: о п т и м а л ь н о й к о и центра ц и и 
субстрата и скорости реакции при 
оптимальной ко и це н т р а ци и . су б стр а -
та. Следует отметить большую ва-
риабельность величин скорости ре-
акции. у разных животных и хоро-
шее совпадение формы кинетических 
кривые и значений оптимальных кон-
центраций субстрата. Выявленные из-
менения оптимальных концентраций 
субстрата при введении животным ти-
ольного протектора указывают на по-
вышение сродства фермента к субстра-
ту. В сочетании с усилением декарбо-
ксилазиой активности в условиях ра-
диопрофилактики повышение сродства 
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фермента к субстрату при гидрокси-
лироваиии триптофана может способ-
ствовать усилению синтеза серотонина, 
что достаточно важно в радиобиологи-
ческом аспекте. Более подробное изу-
ч е н и е кинетики трип т о ф а и г и д р о к с и л а з -
ной реакции не входило в задачу на-
стоящей работы. 

На основании полученных нами экс-
периментальных данных можно заклю-
чить, что после введения животным се-
росодержащего радиопротектора МЭА 
в аминообразующих тканях (печени, 
тонкой кишке, тучных клетках) изме-
няются кинетические свойства трипто-
фаигидроксилазы, что проявляется в 
снижении оптимальной концентрации 
субстрата, которое в печени и тонкой 
кишке выражено в большей -степени, 
чем в тучных клетках. Сопоставление 
этих результатов с ранее полученны-
ми данными относительно декарбокси-
лазной активности в тех же тканях 
[2] позволяет предположить, что ос-
новной вклад в общий синтез биоген-
ных аминов не катехоламинового 
Строения, в частности серотонина, при-
надлежит печени и тонкой кишке. 
Функция тучных клеток, хотя и обла-
дающих способностью синтезировать 
эти амины, по-видимому, в основном 
заключается в депонировании и в спо-
собности при определенных условиях, 
в том числе в условиях радиопрофи-
лактики, к мобилизации ранее накоп-
ленных запасов биогенных аминов. 
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THE I N F L U E N C E O F ,p-MERCAPTOETHYL-
A M I N E ON T R Y P T O P H A N E HYDROXYLASE 

ACTIVITY IN RAT T I S S U E S 

E. E. Graevskaya, N. N. Lotnakin. M. F. Mi-
neeva, E. N. Goncharenko 

Biological Faculty, M. V. Lomonosov S ta le Uni-
versi ty, Moscuw 

The ability of amine-produc ing t issues (l iver 
tissue, small intest ine, mas t cells) of r a t s to syn-
thesize 5 -hydroxy t ryp tophane in response to ir-
radia t ion and their involvement in creation of 
endogenous rad iores i s tance w a s studied. Admi-
n is t ra t ion of a thiol radioprotector p-mercapto-
e thylamine resulted in a l tera t ion of kinetic pro-
pert ies of t ryp tophane hydroxylase expressed a s 
a decrease in the opt imal concent ra t ion of t he 
subs t ra te ; this decrease w a s more dist inct in 
liver and small in tes t ine as compared with m a s t 

cells. 
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Предпосылкой для проведения ра 
боты по выяснению биохимических 
механизмов действия шума на орга-
низм явилась концепция об участии 
антиоксидантной системы организма 
(АОС), в частности тиолдисульфид-
иого звена, в неспецифических реакци-
ях адаптации на воздействие стресс-
факторов окружающей среды [4, 7, 9]. 

Неспецифические реакции адапта-
ции, регулируемые иейроэндокриниы-
ми гипофиза рно-надпочечииковой и 
симпатико-адреиаловой системами, на-
правлены на мобилизацию ресурсов 
организма и сопряжены с возрастани-
ем энергетических затрат. В свою оче-
редь интенсификация обменных про-
цессов связана с повышением потреб-
ления кислорода и усилением по типу 
цепной реакции процессов свободно-
радикального окисления (СРО) и пе-
рекисного окисления липидов ( П О Л ) . 
Продукты СРО и ПОЛ оказывают 
повреждающее действие на клетку, 
вызывая окисление различных биосуб-
стратов, ингибирование ферментов, из-
менение структуры и свойств гормонов 
и их рецепторов, деструкцию белков и 
липидов клеточных мембран. 

Естественной защитой от этого вред-
ного действия служит многокомпонент-
ная аитиоксидантная система, кото-
рая обеспечивает связывание и моди-
фикацию радикалов, предупреждение 
образования и разрушение перекисей. 
В ее состав входят тканевые окисли-
тельно-восстановительные тиолдисуль-
фидная и аскорбатная системы, фер-
менты, поддерживающие гомеостаз 
этих систем и обеспечивающие взаи-
мосвязь их с основными путями по-
ступления восстановленных форм ну-
клеотидов из пентозофосфатного пути, 
цикла Кребса, гликолиза и (^-окисле-
ния жирных кислот; антиперекисные 
ферменты (каталаза , пероксидазы и 
супероксиддисмутаза), а также гидро-
фобные аитиоксиданты — токоферол, 
п о л и ф е нол ы, стероид н ы е го р м о и ы, 
убихинон и др. Г1, 7, 11]. 

Таким образом, функционирование 

АОС направлено на поддержание не-
специфической резистентности орга-
низма к действию патогенных факто-
ров окружающей среды. Другими сло-
вами, АОС является универсальной 
адаптивной системой организма. 

Целыо данной работы явилось изу-
чение состояния неферментативного и 
ферментативного звеньев АОС при 
длительном воздействии шума в усло-
виях эксперимента. 

М е т о д и к а 

Эксперимент проводили на белых беспород-
ных крысах-самцах массой 200—220 г. Живот-
ных подвергали действию шума (>по 3 ч еже-
дневно в течение 3 мес). Стабильный шум с 
уровнем интенсивности 90 д Б создавали с по-
мощью генератора типа Г-2-12, усилителей 
LV-102 и акустической системы, разработанной 
В Н И И радиоприема и акустики (Ленинград) . 
Акустические измерения проводили 1 с по-
мощью акустической аппаратуры фирмы «Briiel, 
Kjaer» (Дания) . 

В крови и ткаии мозга животных 5, 10, 30, 
60 и 90 дней воздействия шума определяли со-
стоя н и е оки ели тел ьн о- восста нов и тел ы i ого ра в -
иовесия в тиолдисульфидной и аскорбатиой си-
стемах. Д л я этого определяли методом обрат-
ного амперо'метрического титрования содержа-
ние сульфгидрильных и дисульфидных групп, 
рассчитывали редокс-коэффициент S H / S S [7], 
содержание аскорбиновой кислоты (АК) и ее 
окисленных форм (ОФ), редокс-коэффициент 
АК/ОФ [61. Определяли активность ферментов 
глутатиоиредуктазы (ГР; КФ 1.6.4.2), лактат 
дегидрогеназы ( Л Д Г ; КФ 1.1.1.27) | 2 | , г л ю к о -
зо-6-фосфатдегидрогеиазы (Г-6-ФДГ; КФ 
1.1.1.49) [2] и каталазы (КФ 1.11.1.6) [10]. 
Д л я оценки интенсивности П О Л измеряли ско-
рость образования малонового диальдегида по 
тиобарбитуровому тесту [3]. 

Части животных одновременно с воздей-
ствием шума в течение 30 дней вводили внут-
римышечно комплекс антиоксидантов — уни-
тиол (50 мг/кг), аскорбиновую кислоту 
(15 мг/кг) и а -токоферол (15 мг/кг). Синхрон-
но с подопытными группами животных прово-
дили исследования у контрольных. Данные об-
рабатывали статистически по методу Стьюдеи-
та и непара метрическому критерию Вилкоксона. 

1 Работу выполняли совместно с Е. И. Ка-
дыскиной; каф. гигиены труда Ленинградско-
го санитарно-гигиенического медицинского ин-
ститута. 
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а. 
% 

80-

Изменение содержания тиодо-
вых и дисульфидных групп 
небелковой фракции крови (а) 
и мозга (б) крыс при действии 
шума с уровнем интенсивности 

90 д Б в течение 3 мес. 
П у н к т и р н а я к р и в а я — с о д е р ж а н и е 
S S - г р у п п ; с п л о ш н а я — с о д е р ж а -

ние S H - г р у и п . П р я м а я л и н и я — 
к о э ф ф и ц и е н т SI-I/SS (в % к кон-

т р о л ю , п р и н я т о м у за 100). З в е з -
д о ч к о й о б о з н а ч е н ы с т а т и с т и ч е с к и 

д о с т о в е р н ы е р а з л и ч и я . 

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

При длительном воздействии шума 
динамика изменения содержания окис-
ленных и восстановленных форм низ-
комолекулярных тиолов, содержащих-
ся в небелковой фракции ткани мозга 
и крови и представленных глутатио-
иом, эрготионеином, цистеипом и дру-
гими тиолами, имела выраженный фа-
зовый характер (см. рисунок). Увели-
чение содержания одних форм сопро-
вождалось снижением других, что сви-
детельствовало об их обратимой окис-
лительной модификации под влиянием 
(Стресс-фактора. 

Окислительно-восстановительное рав-
повепие в тиолдисульфидной системе 
крови претерпевало изменения от 
сдвига в сторону восстановления в 
первые 10 дней эксперимента и после-
дующего резкого сдвига в сторону окис-
л е 11 и я до п о ст е п е и но й нормализации 
к 90-му дню действия шума. Анало-
гичные изменения установлены и для 
тиолдисульфидной системы ткани моз-
га, однако увеличение тиолового ре-
докс-коэффициента в 1,5 раза к 90-му 
дню воздействия шума свидетельство-
вало об активизации синтетических 
процессов, о чем позволяет думать 
увел и ч ей ие сумма р иого со д е рж а и ия 
тирЛЪв в небелковой фракции мозга 
до 2 ,15±0,07 ммоль/г против 1,984= 
± 0 , 0 4 ммоль/г в контроле (р —0,05). 

Длительное действие шума вызыва-
л о с ход н ы е кол еб а н ия о к и с л ите л ь но -
восстановительного равновесия в ас-
корбатной системе .крови и тканей 
кр до. Так, изменение коэффициента 
АК./ОФ для ткаии надпочечников, 

крови и мозга составляло соответст-
венно 172,6, 124,0 и 171,0% к 10-му 
дню действия шума, 69,0, 65,2 и 
123,0% к 30-му дню, 107,1, 142,5 и 
87,5% к 90-му дню относительно 
контроля, принятого за 100. 

Таким образом, первоначальный об-
щий для всех исследованных тканей 
сдвиг равновесия в аскорбатной си-
стеме в сторону восстановления сме-
нялся противоположным эффектом с 
последующим подъемом аскорбатного 
редокс-коэффициента для ткани над-
почечников и крови и продолжением 
снижения его для ткани мозга. 

Характер изменений в тиолдисуль-
фидной и аскорбатной системах орга-
низма при длительном действии шума 
свидетельствует об участии иефермеи-
тативиого звена АОС в неспецифиче-
ских реакциях адаптации к действию 
фактора. Этот вывод подтверждается 
фазовым изменением активности фер-
ментов, поддерживающих гомеостаз 
тканевых окислительно-восстанови-
тельных систем. Угнетение АОС при 
действии шума с уровнем интенсивно-
сти 90 дБ к 30-му дню, сдвиг окисли-
тельно-восстановительного равновесия 
в сторону окисления сопровождались 
в ткани мозга снижением активности 
каталазы, Г-6-ФДГ, ГР на фоне ак-
тивации процессов ПОЛ. Сходные из-
менения наблюдались и в крови, за 
исключением ферментов Л Д Г и Г-6-
ФДГ, функционирование которых обу-
словлено, по-видимому, особенностями 
обмена эритроцитов. 

Одновременное с воздействием Шума 
введение крысам комплекса антиокск-
даитов препятствовало проявлению 
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Изменение содержания компонентов АОС ткани мозга и крови крыс при сочетанном 
шума и комплекса антиоксидантов 

действий 

SH-группы, мкмоль/г 
SS-группы, мкмоль/г 
SH/SS 
Каталаза , имоль/(г-с) 
Г-6-ФДГ, пмоль /(г* с) 
Г Р, нмоль/(г-с) 
Л Д Г , мкмоль/(г-с) 
ПОЛ, моль/(г -с) 

SH-группы, ммоль/л 
SS-группы, ммоль/л 
SH/SS 
Каталаза 
Г-6-ФДГ 
Л Д Г , имоль/(г-с) 
Г Р 

Мозг 

1 ,03±0,001 0,91 ± 0 , 0 4 * 1,04=1=0,02 
0,2 7 ± 0,004 0,35=1=0,04* 0,23 ± 0 , 0 3 

2,60 4,52 
15 ,83±0,50 I2 ,50±0 ,67* 17 ,17± 1,00 
301,74=25,0 2 0 5 , 0 ± 10,0* 2 3 6 , 7 ± 8 , 3 
186 ,7± 15,0 131 ,7±6 ,7 151,2± 11,7 
6 , 9 9 ± 0 , 1 7 6,27=1=0,34 7,31 ± 0 , 3 7 
1 9 , 8 ± 1,5 25,0=Ь 1,3* 2 1 , 5 ± 1,2 

Кровь 

1 ,20±0 ,00 1 ,12±0,06* 1 ,09±0 ,03 
0,29=1=0,02 0 , 4 1 ± 0 , 0 5 * 0 , 3 3 ± 0 , 0 3 

4,14 2,73 3,30 
6 8 2 , 3 ± 5 3 , 7 3 9 9 , 8 ± 3 1 , 0 * 5 4 6 , 3 ± 4 8 , 5 

47,0=1=4,2 63,5=1=4,5* 6 3 , 5 ± 4 , 5 * 
373,0=1=21,8 477,3=j=35,0* 4 3 6 , 7 ± 4 9 , 8 

33,0=1=3,3 22,0=1=3,0 27,04-2,0 

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

признаков угнетения АОС, что выра-
жалось в тенденции к нормализации 
процессов ПОЛ и ф у н к ц и о н и р о в а н и я 
ф ер мент н ых путей о б е с п е ч е и и я АОС 
восстановленными формами нуклеоти-
дов — пентозофосфатного пути, глико-
лиза (см. таблицу). 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют об участии фермента-
тивных и иеферментативных компо-
нентов АОС в адаптивной реакции ор-
ганизма к действию шума. Это согла-
суется с данными о том, что окисли-
тельно-восстановительные процессы и 
АОС играют определенную роль в мо-
лекулярных механизмах иеспецифиче-
ской резистентности. Введение комп-
лекса антиоксидантов, в частности 
унитиола и аскорбиновой кислоты, 
можно рассматривать как один из под-
ходов к повышению неспецифической 
резистентности организма в условиях 
действия интенсивного шума. 
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A L T E R A T I O N S IN SOME P A T T E R N S O F THE 
ANTIOXIDANT SYSTEM UNDER CONDI-

T I O N S O F N O I S E S T R E S S 

V. V. Sokolovsky, L. L. Goncharova, N. N. Kl-
seleva, I. N. Makarova, L. P. Rodionova 

San i t a ry -Hygien ic Medical School, Len ingrad 

Some pa t t e rns of the an t iox idan t system we-
re al tered in ra t blood and t issues a f te r treat-
ment with noise of 90 dB. Phase a l te ra t ions were 
found in content of SH- and SS-groups , in as-
corba te -dependent redox balance as well as in 
activity of g lu ta th ione reductase, g l u c o s e s -
phosphate- and lacta te dehydrogenases . These 
data sugges t tha t the an t iox idant system is of 
impor tance in the adap ta t ion reactions. Admi-
nis t ra t ion of an t iox idan t d r u g s (unitol, ascor-
bic acid and tocopherol) normal ized the antioxi-
dan t d r u g s (unitol, ascorbic acid and tocophe-
rol) normal ized the an t iox idan t system pa t t e rns 
studied. These d r u g s could be used to enhance 
the nonspecif ic body res is tance to noise stress. 
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В. П. Голубев, В. Л. Козельце в, Г. А. Грибанов 

Б И О Д Е Г Р А Д А Ц И Я Л И П И Д О В У Л Ь Т Р А С Т Р У К Т У Р К Л Е Т О К 
П Е Ч Е Н И К Р Ы С ПРИ А У Т О Л И З Е 

Н И Л биологических структур Минздрава СССР, Москва, Кафедра органической и био-
логической химии Калининского университета 

К настоящему времени достаточно 
олно изучены морфологические и 

электронно-микроскопические проявле-
ния аутолиза различных органов, тка-
ней и их ультраструктур [10]. Биохи-
мические исследования деградации от-
дельных химических компонентов кле-
ток и их субклеточных структур в хо-
де аутолиза пока еще немногочислен-
ны [10, 19]. 

Большой интерес проявляется к ли-
пидиому компоненту клеток — важней-
шему компоненту всех клеточных мем-
бран, осуществляющих, как известно, 
компартментализацию и интеграцию 
метаболизма внутри них [1, 12, 13]. 
В литературе имеются сведения о том, 
что характер посмертных изменений 
липидов в разных органах различен 
| 1 9 | . Ранее было показано, что ката-
болизм отдельных классов липидов в 
надпочечных железах, печени и некото-
рых их ультраструктурах протекает 
неоднотипно [2, 5—8]. 

В настоящей работе предпринята по-
пытка проследить динамику катаболи-
ческих изменений липидов в различ-
ных ультраструктурах печени крыс в 
ходе посмертного аутолиза. 

М е т о д и к а 

Эксперименты проведены на белых крысах-
самцах. Получение и очистку субклеточных 
структур проводили т о общепринятым' методи-
кам [11| из 1 0 % гомогената, приготовленного 
на трис-HCl сахарозном буфере рН 7,4. Ли-
пидиый спектр субклеточных структур клеток 
•пенени анализировали сразу после выделения 
и через 3, 13, 22 и 48 ч инкубации в стериль-
ных условиях при 37 °С. Экстракцию и очистку 
липидов от нелипидных примесей проводили по 
мегоду [17]. Изменения липидного профиля в 
ходе аутолиза анализировали с помощью мик-
рометодов, описанных ранее [3, 4]. 

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

Как видно из табл. 1, количество 
общих липидов (ОЛ) во всех субкле-
точных структурах, кроме лизосом, не-
сколько увеличивается к 3-му часу ин-
кубации, что может отражать сохра-
нение синтетического потенциала уль-

1! 4 

траструктур в отношении липидов, а в 
некоторых случаях и его стимуляцию. 
Существуют указания на то, что лак-
тат и ацетат, количество которых при 
аутолизе органов и тканей возрастает 
[9, 10], могут стимулировать синтез 
жирных кислот с включением их в 
фосфолипиды (ФЛ) и триглицериды 
(ТГ) [15, 18]. 

К 13-му часу инкубации содержание 
ОЛ снижается во всех органеллах, 
особенно значительно в микросомах и 
лизосомах, с постепенным нарастанием 
к концу 1-х суток. К концу 2-х суток 
количество ОЛ в ядрах существенно 
не изменяется, в митохондриях (MX) -
значительно возрастает, а в лизосомах 
и микросомах резко снижается. По-ви-
димому, это объясняется выраженны-
ми катаболическими изменениями ли-
пидов в указанных фракциях. 

Анализируя изменения отдельных 
липидных компонентов в различных 
ультраструктурах, можно отметить, 
что в ядрах клеток печени (табл. 2) 
выявлены все основные классы липи-
дов с преимущественным содержанием 
ФЛ — около 6 0 % суммы липидов, 
свыше 20 % представлено холестери-
ном (ХС) и его эфирами (ЭХС) с пре-
имуществом свободного над этерифи-
цированным. Сравнительно много в 
них определялось диглицеридов (ДГ) 
(около Ц %) . ТГ составляли около 

T а б л и ц а 1 

ОЛ субклеточных структур печени крыс при 
аутолизе (в мкг на 1 мл суспензии) 

О р г а н е л л ы 
Д л и т е л ь н о с т ь а у т о л и з а . ч 

О р г а н е л л ы 
0 3 - 4 22 

Ядра 3 7 0 ± 2 8 4904:31* 4 7 0 ± 2 9 * Ядра 
(132) (127) 

MX 9 7 5 ± 5 3 1175± 102 1075±98 
Лизосом ы 3 8 0 ± 2 2 3 1 0 ± 3 5 3 3 0 ± 2 5 
Микросомы 3 8 0 ± 2 2 5 0 0 ± 4 9 240 ± 2 0 * Микросомы 

(63) 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2—5: 
за 100 % принято значение в нулевой точке. 
В скобках — изменения (в %) . Одна звездоч-
ка — р < 0 , 0 5 , две — р < 0 , 0 1 . 



Липиды ядер печени крыс при аутолизе 

Т а б л и ц а 2 

JI и и иды 
Д л и т е л ь н о с т ь а у т о л и з а , ч 

0 1 3 - 4 13 22 4 8 

Ф Л 5 6 , 2 ± 10,1 7 1 , 3 ± 1 1 , 1 6 7 , 7 ± 2 , 2 34,1 ± 3 , 7 * 4 0 , 2 ± 2 , 6 4 3 , 3 ± 3 , 8 5 6 , 2 ± 10,1 
(60) 

Д Г 1 1 , 2 ± 2 , 0 1 0 , 7 ± 1,5 1 0 , 5 ± 1,3 3 , 4 ± 0 , 9 * 6 , 6 ± 1 , 0 4 , 2 ± 1,1* 
(30,3) (37,5) 

ХС 1 3 , 4 ± 2 , 5 8 , 8 ± 1 , 3 9 , 3 ± 0 , 9 7,1 ± 2 , 0 8 , 1 ± 1 , 5 4 , 6 ± 0 , 8 * 
(34,3) 

С Ж К 5 , 3 ± 1,2 3 , 4 ± 0 , 9 1 8 , 9 ± 4 , 8 * 4 9 , 5 ± 3 , 9 * * 41,1 ± 4 , 1 * * 4 2 , 9 ± 3 , 8 * 
(339) (934) (775) (809) 

ТГ 6 , 9 ± 1 , 8 1 , 9 ± 0 , 4 * 3 , 6 ± 1 , 0 1 , 9 ± 0 , 3 * 2 , 2 ± 0 , 3 * 2 , 5 ± 0 , 2 * 
(27,5) (27,5) ( 32) (36,2) 

э х е 7 , 0 ± 1 , 4 3 , 9 ± 0 , 8 1 , 4 ± 0 , 2 * 4 , 0 ± 0 , 8 1 , 8 ± 0 , 6 * 3 , 0 ± 0 , 8 
(20) (26) 

7 % , свободные жирные кислоты 
( С Ж К ) — 5 % . В ходе аутолиза ядер 
на ранних сроках (3 ч) относитель-
ное содержание ФЛ и С Ж К в них не-
сколько возрастало при параллельном 
снижении концентрации ТГ и особен-
но ДГ. Количество других фракций 
липидов практически не изменялось. 
Во все другие сроки аутолиза концен-
трация ФЛ прогрессивно снижалась. 
Содержание ТГ оставалось крайне 
низким. Относительное количество 
С Ж К резко возрастало уже к 13 ч 
аутолиза ядер и составляло 40 % и бо-
лее от общего количества липидов. Со-
держание ХС резко снижалось лишь к 
концу 2-х суток инкубации, а начало 
интенсивного гидролиза ЭХС отмеча-
лось уже к 22 ч аутолиза. Интересно 
отметить, что содержание Д Г резко 
снижалось к 13 ч инкубации и снова 
возрастало к концу 2-х суток аутолиза. 
Рассматривая представленные данные 
с точки зрения ацилгидролазной ак-
тивности ядер в отношении эндоген-

ных субстратов (ФЛ, ТГ и ЭХС), мож-
но отметить, что фосфолипазная ак-
тивность наиболее выражена к 13 ч 
аутолиза и в поздние сроки его остает-
ся относительно высокой. В литерату-
ре имеются указания на возможность 
использования эндогенных субстратов 
для оценки фосфолипазной активности 
[16]. Триглицеридлипазная активность 
увеличивается уже к 3 ч аутолиза, хо-
лестеролэстеразная — к 22 ч аутолиза 
и позднее. 

MX клеток печени (табл. 3) содер-
жат такой же набор липидов. В них 
определяется меньше ХС, но найдено 
более 13 % СЖК, что в 2 раза превы-
шает их количество в ядрах. В процес-
се аутолиза в MX содержание Ф Л , Х С 
и ЭХС в ранние сроки (3 ч) изменя-
ется незначительно, тогда как количе-
ство Д Г и ТГ возрастает. В последую-
щие сроки (13 и 22 ч) содержание ФЛ 
прогрессивно снижается с некоторым 
нарастанием их к 48 ч. Содержание 
ХС и ЭХС в ходе аутолиза изменяется 

Т а б л и ц а 3 

Л и п и д ы MX печени крыс при аутолизе 

Л и п и д ы 
Д л и т е л ь н о с т ь а у т о л и з а • ч 

Л и п и д ы 
0 3 13 22 4 8 

Ф л 5 8 , 3 ± 3 , 7 4 6 , 4 ± 1,2* 3 2 , 1 ± 3 , 6 * 3 6 , 1 ± 2 , 4 * 4 6 , 6 ± 1,8* 
(79,6) (55) (62) (79,9) 

д г 6 , 7 ± 0 , 8 1 0 , 0 ± 1,5 3 , 3 ± 0 , 4 * 1 0 , 2 ± 1,7 8 , 3 ± 0 , 9 
(149) (49) 

ХС 6 , 6 ± 1,4 3 , 6 ± 0 , 3 * 8 , 8 ± 1 , 2 6 , 9 ± 0 , 9 3 , 2 ± 0 , 3 * 
(54,5) (48) 

С Ж К 1 3 , 2 ± 1 , 5 1 4 , 5 ± 1,8 4 8 ± 0 , 5 * * 3 9 , 8 ± 2 , 8 * * 2 8 , 9 ± 2 , 9 * 
СМУЛ) (301) (218) 

Т Г 7 , 2 ± 0 , 8 2 1 , 8 ± 3 , 2 * 2 , 7 ± 0 , 3 * 3 , 3 ± 0 , 3 * 3,9 ± 0 , 4 * 
( Ж ) (37,5) (45) (54,2) 

Э Х С 8 , 0 ± 1,2 3 , 7 ± 0 , 4 * 5,1 ± 0 , 3 3 , 7 ± 0 , 6 * 9 , 1 ± 2 , 1 
(46,2) (46,2) 

5* 115 



Т а б л и ц а 4 
Липиды лизосом печени крыс при аутолизе 

Л ипиды 
Д л и т е л ь н о с т ь а у т о л и з а , ч 

Л ипиды 1 
0 1 4 1 3 22 4 8 

ФЛ 50,8=1=1,0 50,8=1=4,9 45,7=1=4,6 4 3 , 1 ± 4 , 2 2 6 , 4 ± 3 , 1 * 
(57,9) 

Д Г 7 , 3 ± 1,8 7,1=1=1,3 2,5=1=0,3* 7 , 5 ± 2 , 1 2,4 ± 0 , 4 * 
(34,2) (32,9) 

ХС 7 , 7 ± 0 , 9 7,7=1= 1,0 7,2=1=0,9 7 , 5 ± 1,5 1 2 , 1 ± 1 , 3 
С Ж К 10,4=1=0,9 13,5=1=1,8 21,5=1=2,5* 2 9 , 2 ± 2 , 6 * 4 2 , 8 ± 4 , 8 * 

(206,7) (280) ( I I I ) 
Т Г 13,2=1=1,5 13,6=1=1,6 1 2 , 1 ± 1,4 1 0 , 4 ± 1,5 4 , 3 ± 0 , 8 * * 

(32,6) 
эхе 9,3=1=1,8 4,0=1=0,4* 6,1 ± 0 , 8 2 , 3 ± 0 , 4 * 5 , 2 ± 0 , 8 

(43) (25) (56) 
м э 1,3=1=0,3 3,3=1= 1,2 4 , 9 ± 0 , 5 * — 6 , 8 ± 0 , 8 * * 

(376) (523) 

мало, причем содержание ЭХС изме-
нялось в колебательном режиме, что 
может указывать на устойчивость этих 
компонентов MX в процессе их пере-
живания. Содержание ТГ к 13 ч ауто-
лиза и далее резко снижается с парал-
л ел ь н ы м н а р а ст а ннем коли ч еств а 
СЖК, уровень которых к концу 2-х су-
ток аутолиза вновь несколько умень-
шается. Отмеченные изменения можно 
объяснить тем, что в MX в ходе ауто-
лиза наиболее быстро активируются 
фосфолипазы, а затем триглицеридли-
пазы. Активность ферментов системы 
р-окисления в первые часы аутолиза 
(по крайней мере до 13 ч) может со-
храняться с последующим резким уг-
нетением в более поздние сроки. Вы-
раженной холестеролэстеразной актив-
ности в MX печени по убыли ЭХС в 
ходе аутолиза не выявлено. 

В интактных лизосомах (табл. 4), 
как и в других ультраструктурах, ФЛ 
составляют более половины всех липи-
дов. Общее количество ХС + ЭХС со-
ставляло около 17%. В них обнаружи-
вается также много нейтральных липи-
дов (ДГ и ТГ), составляющих в сумме 
более 20 % ОЛ. В процессе аутолиза 
лизосом фосфолипидный компонент их 
подвергается гидролизу, в отличие от 
ядер и MX, значительно позднее — к 
концу 2-х суток, когда количество их 
составляет немногим более половины 
исходной величины. В первые часы 
аутолиза мало изменяется и содержа-
ние нейтральных липидов, СЖК, ХС. 
Концентрация ЭХС уменьшается при-
мерно в 2 раза. В последующие сроки 
(13—22 ч) содержание ТГ, ФЛ и осо-
бенно ЭХС снижается и параллельно 

нарастает количество СЖК- К концу 
2-х суток количество ТГ снижалось 
более чем на 50 %. Уровни ФЛ, Д Г и 
ЭХС также составляли не более по-
ловины исходных значений, но содер-
жание С Ж К возросло до 42 % общей 
суммы липидов. Создается впечатле-
ние, что на ранних сроках аутолиза 
ФЛ и ТГ самих лизосом довольно 
стойки к действию соответствующих 
ацилгидролаз, но они резко активиру-
ются (в большей степени, чем в дру-
гих ультраструктурах) к концу 2-х су-
ток аутолиза, что может быть связано 
с разрушением структуры лизосом. 
Аналогичные данные были получены и 
другими авторами [14] для лизосом 
печени, а также в наших работах, вы-
полненных ранее на лизосомных пре-
паратах печени и некоторых эндокрин-
ных органов [8]. 

Липидиый спектр микросомалыюй 
фракции (табл. 5) представлен теми 
же классами липидов, что и в других 
фракциях гомогената. Более 45 % ОЛ 
в них представлено ФЛ. В микросо-
мах, как и в ядрах, отмечено большее 
по сравнению с другими фракциями, 
содержание ХС и ЭХС (до 15 и 7 % 
соответственно). В ходе аутолиза за 
первые 3 ч в микросомах, как и в яд-
рах, наблюдалось значительное накоп-
ление ФЛ (до 64% общей суммы ли-
пидов) и параллельно значительное 
снижение количества других ацилсо-
держащих липидов (ТГ). Д Г в этот 
период вообще не выявлялись. По-
скольку обмен этих групп липидов те-
сно взаимосвязан, вполне вероятно, что 
СЖК, освобождающиеся при гидроли-
зе ТГ и ЭХС, могут быть использова-

16 



Т а б л и ц а 5 
Липиды микросом печени крыс при аутолизе 

Л и п и д ы 
Д л и т е л ь н о с т ь а у т о л и з а , ч 

Л и п и д ы 
0 4 13 22 48 

ФЛ 4 5 , 3 ± 2 , 2 6 4 , 6 ± 2 , 1 * 4 5 , 3 + 3 , 1 4 7 , 4 ± 5 , 2 3 9 , 3 ± 2 , 9 
(141) 

Д Г 15 ,3±2 ,1 14,1 ± 3 , 1 1 3 . 3 ± 1,4 7 , 3 ± 0 , 8 * 15 ,3±2 ,1 
(47,7) 

ХС 12 ,9±1 ,5 13 ,7±2 ,4 11 ,2±2 ,1 9 , 5 ± 1 , 8 8 , 5 ± 1 , 5 
С Ж К 8 , 3 ± 0 , 9 11 ,1±0 ,2 1 6 , 9 ± 1,8* 22,1 ± 2 , 9 * 3 3 , 2 ± 4 , 1 ** 8 , 3 ± 0 , 9 11 ,1±0 ,2 

(204) (266) (400) 
ТГ 1 1 , 5 ± 1,2 5 , 3 ± 1 , 7 * 6 , 7 ± 0 , 4 * 3 , 5 ± 0 , 3 * 6 , 6 ± 1 , 0 * 

(46,1) (58,3) (30,4) (57,4) 
э х е 6 , 7 ± 0 , 8 5 , 9 ± 1,6 5,8 ± 0 , 6 4 , 2 ± 0 , 5 * 5 , 1 ± 1 , 0 

(62,7) 

ны для новообразования ФЛ в мемб-
ранах микросом печени. К 13 ч ауто-
лиза и далее содержание ТГ не превы-
шало 50 % исходных значений. Кон-
центрация ФЛ до конца 1-х суток 
аутолиза мало отличалась от первона-
чальных величин и несколько снижа-
лась лишь к концу 2-х суток аутолиза. 
Содержание Д Г в последующие сроки 
снижалось. Количество ХС в ходе ауто-
лиза изменялось незначительно, а уро-
вень ЭХС, снизившись к 22 ч аутоли-
за, снова несколько возрос к концу 
2-х суток инкубации. Содержание 
С Ж К увеличивалось лишь к концу 1-х 
суток и достигло к концу 2-х суток 
аутолиза 33 % общей суммы липидов. 
Представляется возможным считать, 
что в первые 3 ч аутолиза в микросо-
мах может происходить интенсивный 
синтез ФЛ с участием СЖК, освобож-
дающихся при гидролизе ТГ и других 
ацилсодержащих липидов. Распад ФЛ 
начинается лишь к концу 2-х суток. 
Тогда же отмечается и нарастание ко-
личества СЖК. По сравнению с други-
ми ультраструктурами липидный ком-
понент микросом является более стой-
ким к процессам биодеградации в хо-
де аутолиза. Более того, фосфолипид-
ацилгидролазная активность в микро-
сомалыюй фракции печени в отноше-
нии эндогенных ФЛ практически не 
нарастает до конца 2-х суток инкуба-
ции. В то же время ацилгидролазная 
активность в отношении эндогенных 
ТГ и частично ЭХС сохраняется. 

Приведенные данные позволяют сде-
лать вывод, что липидный компонент 
в и з о л и р о в а и пых а у то л и з и р у ющи хся 
ультраструктурах печени, как и в дру-
гих органах, подвергается неоднотип-

ным изменениям, характер которых 
определяется наличием соответствую-
щих ацилгидролаз, трансацилаз, липо-
протеидлипаз, активирующихся в раз-
личные сроки аутолиза. 
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Dynamics of va r ious lipids turnover w a s stu-
died in u l t r a s t ruc tu re s of ra t liver cells within 
va r ious periods of au to lys is in vitro. Under con-
di t ions of auto lys is the lipid component in iso-
lated liver cell u l t r a s t ruc tu res was dissimilar ly 
al tered; the type of these a l t e ra t ions depended 
appa ren t ly on presence of co r respond ing acyl 
hydrolases , t r ansacy lases , l ipoprotein l ipases 
act ivated within va r ious periods of autolysis . 

А. Д. Ибатов, Г. E. Данилов 

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

С Т И М У Л Я Ц И И Р Е Т И К У Л Я Р Н О Й Ф О Р М А Ц И И М О З Г А 

Устиновский медицинский институт 

Актуальной проблемой медицины 
является изучение нейрогуморальной 
регуляции обмена веществ. Большое 
значение в регуляции функции симпа-
тико-адреналовой и гипофизарно-над-
почечниковой систем принадлежит ре-
тикулярной формации. Электрическая 
стимуляция ретикулярпой формации 
среднего мозга сопровождается увели-
чением содержания катехоламинов [1] 
и кортикостероидов [7 | в перифериче-
ской крови, а также повышением ар-
териального давления [3]. Это может 
привести к изменению обмена соеди-
нительной ткани и основного ее струк-
турного компонента — коллагена. 

Цель данной работы — изучение из-
менений фракционного состава колла-
гена в аорте и стенке левого желудоч-
ка в условиях многократной продол-
жительной электрической стимуляции 
р ет и кул я р ной форм а ции среднего 
мозга. 

М е т о д и к а 

О'пыты проведены на 24 взрослых кроликах 
массой 2,5—3 кг. Всем животным под местной 
новокаииовой анестезией имплантировали би-
полярные михромовые электроды по стерео-
таксической методике в ретикулярное ядро по-
крышки среднего мозга ( А Р + 6 ; V-15; S-2,5). 
Животных брали в опыт через 12—14 дней 
после операции. Электрическую стимуляцию 
осуществляли импульсным током прямоуголь-

ной формы (3—4 В, 0,5 мс, 70 Гц, 1 ч) через 
день в течение 30 и 90 дней. В конце экспери-
мента животных забивали воздушной эмболией 
под эфирным наркозом и проводили гистологи-
ческий контроль локализации электродов. 
В крови, которую брали в динамике экспери-
мента, определяли катехоламины [5 | , 11-окси-
кортикостероиды (11-ОКС) [13], свободный и 
связанный оксипролин | 9 | . В стенке грудного 
отдела аорты и левого желудочка исследовали 
содержание свободного и суммарного оксипро-
лина | 8 | , нейтрально-солера'створимой (СРК) , 
цитр а то раствор и мой ( Ц Р К ) и нерастворимой 
( Н Р К ) фракций коллагена [6]. 

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

В 1-й день электростимуляции рети-
кулярной формации среднего мозга 
концентрация адреналина и иорадре-
иалина (табл. 1) уменьшалась соот-
ветственно на 53,8 и 44,2 %, затем 
увеличивалась в течение 10—40 дней, 
превышая контрольные данные соответ-
ственно на 83,4 и 74 ,2%. В последую-
щем уровень адреналина и иорадрена-
лина снижался до нормального. Со-
держание 11-ОКС в первые 10 дней 
уменьшалось на 29,3%, затем восста-
новилось до нормы. На 40-й и 60-й дни 

эксперимента уровень 11-ОКС повы-
сился соответственно на 26,4 и 49,3 %, 
а к 90-му дню снизился до исходного 
уровня. 

В ходе длительной электрической 
стимуляции содержание свободного 
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Т а б л и ц а 1 

влияние электростимуляции ретикулярной формации среднего мозга на концентрацию гормонов 
надпочечников, свободного и связанного оксипролина в плазме крови 

День 
опыта 

А Д р е н а л и ы , 
и м о л ь / л 

Н о р а д р е н а л и и , 
н м о л ь / л 1 1 - O K C , м к г / л 

С в о б о д н ы й о к с и п р о -
л и н , м к м о л ь / л 

С в я з а н н ы й о к с и -
п р о л и н , м к м о л ь / л 

Контроль 2 , 7 7 + 0 , 2 0 15 ,8+1 ,05 7 5 , 7 + 6 , 5 6 10 ,7+0 ,40 6 , 9 6 + 0 , 2 8 

1-й 
10-й 
20-й 
30-й 
40-й 
60-й 
90-й 

1 ,28+0 ,23* 
4 , 8 0 + 0 , 2 6 * 
5 , 0 6 + 0 , 1 7 * 
4 , 4 9 + 0 , 0 8 * 
5 , 0 8 + 0 , 2 5 * 
3 , 4 5 + 0 , 2 5 
2 , 8 2 + 0 , 3 3 

8 , 8 3 + 1 , 3 0 * 
2 7 , 5 + 1 , 5 7 * 
2 1 , 8 + 2 , 4 2 * 
14 ,5+1 ,85 
2 7 , 0 + 3 , 9 1 * 
17 ,4+1,31 
18,4 + 1,16 

5 3 , 5 + 7 , 4 7 * 
5 8 , 0 + 3 , 1 4 * 
6 7 , 6 + 1 2 , 4 3 
8 5 , 4 + 9 , 1 6 
9 5 , 7 + 8 , 1 9 * 

113+9,76* 
8 4 , 3 + 6 , 6 8 

8 , 9 3 + 0 , 6 5 * 
10 ,1+0 ,78 
9 , 7 2 + 1 , 0 0 
9 , 6 7 + 0 , 9 2 
12 ,0+0,21* 
13,8+0,23* 
12 ,4+0,30* 

6 , 2 5 + 0 , 6 8 
7 , 5 3 + 0 , 9 3 
10 ,4+1,15* 
8 , 6 8 + 0 , 5 7 * 
7 , 3 3 + 0 , 7 5 
4 , 8 + 0 , 1 6 * 

5 ,42+0 ,12* 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 звездочкой отмечены показатели, достоверно ( /?< 
< 0 , 0 5 ) отличающиеся от контрольных. 

оксипролииа в плазме крови уменьши-
лось в 1-й день на 16 %, а на 40—90-й 
день возросло на 3 0 % ; уровень свя-
занного оксипролина повышался на 
20—30-й день максимально на 5 0 % , 
затем снижался на 60 90-й день 
эксперимента на 30 %. 

На 30-й день электрической стиму-
ляции ретикулярной формации в ткани 
аорты (табл. 2) отмечалось увеличение 
содержания Ц Р К , Н Р К и суммарного 
оксипролина соответственно на 42, 51 
и 42 %; к концу 3-го месяца возрастал 
уровень свободного оксипролииа и 
С Р К соответственно на 49 и 5 8 % ; со-
держание Ц Р К , Н Р К и суммарного 
оксипролина оставалось повышенным. 
В стенке левого желудочка к 30-му 
дню электростимуляции достоверных 
изменений в содержании и фракцион-
ном составе коллагена не наблюда-
лось. К 90-му дню опытов уровень сво-
бодного оксипролина, С Р К и Ц Р К по-
вышался соответственно на 25—30 %, 
а содержание Н Р К и суммарного ок-
сипролина уменьшалось на 2 0 % . 

Электрическая стимуляция ретику-
лярной формации среднего мозга при-
водит к прессорной реакции со сторо-
ны сердечно-сосудистой системы [3], 
которая сопровождается структурны-
ми изменениями в соединительной 
ткани стенки артерий, накоплению в 
них коллагена [15]. Однако увеличе-
ние концентрации глюкокортикоидов 
в периферической крови приводит к 
активации распада коллагена [4, 16]. 
В то же время гормоны мозгового 
слоя надпочечников нормализуют по-
вышенный уровень продуктов катабо-
лизма коллагена в крови [11], увели-
чивают степень агрегации этого био-
полимера [10]. 

Свободный оксипролии не включает-
ся в биосинтез коллагена, а образует-
ся при распаде этого белка [4]. В то 
же время пептидосвязанный оксипро-
лин является продуктом деградации 
растворимого коллагена [2, 14], кото-
рый в свою очередь является предше-
ственником зрелых форм основного 
биополимера соединительной ткани. 

Т а б л и ц а 2 

Фракционный состав коллагена аорты и стенки левого желудочка при воздействиях на ретику-
лярную формацию среднего мозга (мг на 1 г сухой обезжиренной ткани) 

П о к а з а т е л ь 
А о р т а Л е в ы й ж е л у д о ч е к 

П о к а з а т е л ь 
к о н т р о л ь 3 0 - й д е н ь 9 0 - й д е н ь к о н т р о л ь 3 0 - й д е н ь 9 0 - й д е н ь 

С в о б о д н ы й 
о к с и п р о л и н 

СРК 
ЦРК 
НРК 
С у м м а р н ы й 

о к с и п р о л и н 

0 , 1 5 8 ± 0 , 0 0 6 
1 , 3 0 ± 0 , 172 
0 , 2 7 ± 0 , 0 3 3 
1 9 , 4 ± 1 , 5 2 

2 3 , 1 + 2 , 1 9 

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

2 9 , 2 ± 1 , 2 1 * 

3 2 , 7 ± 2 , 7 9 * 

0 , 2 3 6 ± 0 , 0 2 6 * 
2 , 0 6 ± 0 , 0 4 2 * 

0 , 5 1 2 ± 0 , 0 5 7 * 
2 5 , 7 ± 0 , 9 6 * 

2 8 , 9 ± 0 , 6 7 * 

0 , 0 7 8 ± 0 , 0 0 3 
0 , 4 0 3 ± 0 , 030 
0 , 0 8 3 ± 0 , 0 0 6 

6 , 5 3 ± 0 , 2 7 

8 , 6 2 ± 0 , 5 5 

0 , 0 7 4 ± 0 , 0 1 3 
0 , 3 4 9 ± 0 , 0 4 1 
0 . 0 6 5 ± 0 , 0 0 5 

6 , 7 0 ± 0 , 2 4 

8 , 9 5 ± 0 , 9 9 

0 , 101 ± 0 , 0 1 0 * 
0 , 5 2 7 ± 0 , 0 3 3 * 
0 , 1 04 rb 0 , 0 0 5 * 

5 , 25 ± 0 , 2 7 * 

6 , 8 3 ± 0 , 3 7 * 
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Увел и ч е 11 и е р а ст во р и м ы х ф р а кци й 
коллагена в тканях говорит об акти-
визации синтеза этого белка [12 | . 

В условиях наших опытов в первые 
30 дней электростимуляции ретикуляр-
ной формации происходит накопление 
коллагена в аорте, о чем свидетельству-
ет увеличение Н Р К и суммарного ок-
сипролииа. В то же время увеличение 
пептидосвязанного оксипролииа в кро-
ви говорит об усилении катаболизма 
растворимых фракций, однако этот 
процесс в значительной степени ком-
пенсируется синтезом основного белка 
соединительной ткани. Преобладание 
синтеза сохраняется и на 90-й день, 
несмотря на высокий уровень 11-ОКС 
и усиление катаболизма зрелых форм 
коллагена, о чем свидетельствует по-
вышение уровня свободного оксипро-
лина как в стенке аорты, так и в плаз-
ме крови. 

Со стор оны соедини тельной т к а и и 
стенки левого желудочка наблюдается 
несколько иная реакция. На 30-й день 
электростимуляции выраженных изме-
нений обмена коллагена не происхо-
дит. На 90-й день опытов высокое со-
держание свободного оксипролииа и 
уменьшение Н Р К и суммарного окси-
пролина говорит о некомпенсирован-
ном усилении катаболизма коллагена 
в стенке левого желудочка, па фоне 
которого идет биосинтез, — это под-
тверждается ростом С Р К и ЦРК. 

В наших опытах увеличение кон-
центрации 11-ОКС в крови совпало с 
увеличением содержания свободного 
оксипролииа — показателя катаболиз-
ма коллагена, что не противоречит 
данным литературы о направленности 
действия этих гормонов на обмен ос-
новного биополимера соединительной 
ткани. В то же время выявляется оп-
ределенный параллелизм между подъ-
емом уровня катехоламинов в крови и 
Накоплением коллагена в аорте. 

Таким образом, изменения обмена 
коллагена в стенке аорты и левого же-
лудочка, вызванные многократной 
п род о л ж и тел ь ной эле кт р и ч ее ко й ст и -
муляцией ретикулярной формации 
среднего мозга, связаны, по-видимому, 
с гипертензивной реакцией и измене-
нием уровня гормонов надпочечников 
в периферической крови. 
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П о с т у п и л а I0.0G.86 

ALTERATION IN C O N T E N T O F VARIOUS 
COLLAGEN FRACTIONS UNDER C H R O N I C 
E L E C T R O S T I M U L A T I O N O F THE BRAIN RE-

TICULAR SYSTEM 

A. D. Ibalov, G. E. Danilov 

Medical School, Ust inov 

Concent ra t ion of catecholamines , II-hydro-
xycort icosteroids, free and bound hydroxyprol i-
ne in blood, free and total hydroxyprol ine, frac-
t ions of col lagen were studied in left heart ven-
tr icular wall and aorta of rabbi ts a f te r long-
term elect ros t imulat ion of the mesencephalon re-
t icular system. Al te ra t ions of col lagen metabo-
lism in left hear t vent r icular wall and aor ta , 
caused by e lect ros t imulat ion of ret icular system, 
occurred due to hypertension and to change in 
content of adrenal hormones in peripheral blood 
s t ream. 
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А. М. Тырышкин, Э. В. Сапрыкина, Б. 10. Сальник 

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

Д И А Б Е Т Е 

Томский медицинский институт 

Количественные изменения содержа-
ния фосфолипидов сопровождаются 
расстройствами микроструктуры, фи-
зико-химических свойств и основных 
функций биологических мембран. 
Есть сведения об изменении при алло-

ксаиовом диабете соотношения отдель-
ных фракций фосфолипидов в мито-
хондриях печени крыс [5, 7]. 

Ранее нами были обнаружены су-
щественные и а р у ш е н и я фу н к ц и она л ь -
ной активности митохондрий тестикул 
крыс при аллоксановом диабете [10]. 
Не исключено, что одной из причин 
этих нарушений явились изменения CO-
OT н о LU Е ний фосфолипидов в мембра-
нах органелл и как следствие повыше-
ние протонной проводимости внутрен-
ней мембраны митохондрий, рассеяние 
электрохимического градиента прото-
нов и повреждение сопряжения про-
цессов переноса электронов по дыха-
тельной цепи и фосфорилирования 
АДФ. 

Задача настоящей работы — изуче-
ние фосфолипидного состава и прони-
цаемости мембран митохондрий тести-
кул крыс для протонов и цитохрома С 
в условиях аллоксанового диабета. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на беспородных 
белых к р ы с а х - с а м ц а х массой 180—220 г. Д и а -
бет вызывали однократным п о д к о ж н ы м введе-
нием а л л о к с а н а (200 мг па 1 кг массы т е л а ) . 
В группе п о д о п ы т н ы х животных концентрация 
глюкозы в крови была равна 2 1 , 5 ± 1 , 2 мМ, 
в контроле — 6,3=1=0,5 мМ. Митохондрии из 
т к а н и семенников выделяли по [14] . Среда вы-
деления с о д е р ж а л а 0,25 М сахарозы , I мМ 
Э Д Т А рН 7,4. Скорость д ы х а н и я митохондрий 
р ег»с т р и р о в а л и п о л я р о графическим методом 
при 26 °С в кювете емкостью 1 мл в среде сле-
д у ю щ е г о состава : 0,2 М с а х а р о з а , 10 мМ 
КН 2РО/, , 7 мМ MgCl 2 , рН 7,4. Субстрат окисле-
ния — сукцинат (конечная концентрация 
10 мМ) . Л Д Ф д о б а в л я л и в конечной концент-
рации 200 мкМ, FCS0 4 — 50 мкМ, цитохром 
С — 0,5 мг/мл. Среда выделения митохондрий 
[для проведения проб с ионами Fe2+ вместо 
Э Д Т А с о д е р ж а л а 1 мМ ЭГТА. О проницаемо-
сти мембран митохондрий для ионов Н + суди-
ли по величине спонтанного набухания мито-
х о н д р и й в изотоиичной аммонийной среде, со-

д е р ж а в ш е й 0,1 М NH4NO3, 5 мМ трис-буфер 
рН 7,4 [ М | . Изменение оптической плотно-
сти регистрировали спектрофотометрически 
(СФ-26) при длине волны 546 нм в течение 
15 мин. 

Д л я экстракции липидов суспензию мито-
хондрий (0,1 мл) о б р а б а т ы в а л и хлороформ-ме-
таиоловой смссыо (в соотношении 2 : 1 ) . Отмы-
вание липидного экстракта от нелипидных при-
месей проводили по | 1 2 | . В очищенном липид 
ном экстракте определяли общее с о д е р ж а н и е 
фосфолипидов [9| и их отдельные фракции ме-
тодом тонкослойной х р о м а т о г р а ф и и на .пластин-
ках Si lufol UV-254 ( Ч С С Р ) . Д л я получения 
индивидуальных ф о с ф о л и п и д н ы х компонентов 
использовали систему растворителей хлоро-
форм — метанол — вода (в соотношении 65 : 
: 25 : 4 ) . Д е т е к т и р о в а н и е веществ па хромато-
г р а м м е проводили 2 % спиртовым раствором 
фосфориомолибденовой кислоты с последую-
щим проявлением пластинок при 80—100°С. 
Количественную оценку х р о м а т о г р а м м осущест-
вляли после элюции ф о с ф о л и п и д о в х л о р о ф о р м -
этаноловой смесью (в соотношении 2 : 1 ) с до-
бавлением концентрированной серной кислоты 
д л я усиления окраски. 

С о д е р ж а н и е митохоидриального белка опре-
д е л я л и биуретовым методом. Расчет дефицита 
цитохрома С в митохондриях проводили, к а к 
описано [11. Р е з у л ь т а т ы о б р а б а т ы в а л и стати-
стически с использованием / -критерия Стыо-
дента , а т а к ж е пепараметрического критерия 
Вилкоксона — Манна — Уитии. 

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

Как видно на рис. 1, после добавле-
ния в полярографическую ячейку ци-
тохрома С поглощение кислорода ми-
тохондриями тестикул крыс с аллок-
сановым диабетом в состоянии 3 по-

40 

35 

АМФ Цитохром С 

20 Ь ft* I 

Рис.1 Рис.2 

Рис. 1. Влияние экзогенного цитохрома С на 
скорость д ы х а н и я митохондрий тестикул крыс. 
З д е с ь и на рис. 2 по оси о р д и н а т — скорость по-
треблении кислорода и игА Ог/мии/мг белка, по 
оси абсцисс — время ; с у б с т р а т окисления с у к ц и н а т 

(10 мМ); 1 — контроль , 2 — диабет . 

Рис. 2. Влияние ионов Fe2 н па скорость ды-
хания митохондрий тестикул крыс. 
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дышалось и достигало величины, ха-
рактерной для митохондрий тестикул 
интактных животных. В то же время 
скорость дыхания митохондрий тести-
кул интактных крыс сохранялась в 
пределах исходных величин. Получен-
ные данные позволяли предположить, 
что снижение скорости дыхания мито-
хондрий тестикул крыс с диабетом при 
окислении сукцииата в среде без экзо-
генного цитохрома С [10] в значи-
тельной степени было связано с 
уменьшением содержания в них эндо-
генного цитохрома С. Однако вопрос 
о том, когда происходило это измене-
ние (в клетках тестикул диабетиче-
ских крыс или на этапах выделения 
органелл), пока остается открытым. 
На основании полученных результатов 
можно лишь утверждать, что в мито-
хондриях тестикул крыс с аллоксано-
вым диабетом происходило по крайней 
мере ослабление прочности связывания 
эндогенного цитохрома С с внутренней 
мембраной митохондрий. В сочетании 
с повышением проницаемости наруж-
ной мембраны органелл для белковых 
молекул (о чем свидетельствовала ак-
тивация дыхания изолированных ми-
тохондрий тестикул диабетических 
крыс экзогенным цитохромом С) это 
приводило, по-видимому, к «вымыва-
нию» этого важного кофактора дыха-
тельной цепи. В результате в мито-
хондриях тестикул крыс с диабетом 
обнаруживался дефицит цитохрома С, 
который в наших экспериментах со-
ставил 10,4 ±1 ,1 %. 

При исследовании протонной прово-
димости митохондриальных мембран 
нарушений исходной оптической плот-
ности суспензии митохондрий тестикул 
диабетических крыс не утановлено 
(0,445±0,018 Еб4б/мг белка в опыте и 
0,441±0,014 Е546/МТ белка в контроле). 
Однако в процессе спонтанного набу-
хания в аммонийной среде снижение 
оптической плотности суспензии мито-
хондрий подопытных животных было 
значительно более выраженным, чем в 
контрольной группе. Так, уменьшение 
оптической плотности от исходной за 
15 мин инкубации при диабете состав-
ляло 10,9±0,9 % против 7 ,0±0 ,5 % в 
контроле (/?<0,01). Таким образом, 
при аллоксаиовом диабете повыша-
лась проницаемость момбран мито-
хондрий семенников крыс для прото-
нов. 

Одной из вероятных причин повы-

шения проницаемости мембран мито-
хондрий для ионов и белковых моле-
кул могла быть активация в них реак-
ций перекисного окисления липидов 
( П О Л ) . Д л я выяснения роли процес-
сов П О Л в механизмах повреждения 
структурной целостности мембран ми-
тохондрий тестикул крыс с аллокса-
новым диабетом было исследовано 
влияние на дыхание органелл ионов 
Fe 2 + , являющихся, как известно, акти-
ваторами реакций ПОЛ. Увеличение 
потребления кислорода после добав-
ления этих ионов в инкубационную 
среду, содержащую митохондрии, не-
которые авторы рассматривают как 
показатель активности указанных про-
цессов [3]. Как видно на рис. 2, до-
бавление ионов Fe 2 + в инкубационную 
среду, содержащую митохондрии, при-
водило к заметному увеличению ско-
рости дыхания последних в присутст-
вии сукцииата. Это в равной степени 
относилось к митохондриям тестикул 
как крыс с аллоксановым диабетом, 
так и интактных крыс. Учитывая дан-
ные литературы о том, что в ткани се-
менников крыс при аллоксаиовом диа-
бете происходит повышение активности 
каталазы [13], а также относительно 
высокое содержание в ткани семенни-
ков андрогенов, являющихся истин-
ными антиоксидантами токоферольно-
го типа [2], можно предположить, что 
в условиях экспериментального диабе-
та активация процессов ПОЛ в ткани 
тестикул была, по-видимому, менее 
выражена, чем в ткаии печени, для 
которой характерно значительное уве-
личение в этих условиях содержания 
гидроперекисей [4]. 

Важную роль в поддержании струк-
турной целостности и нормального 
функционирования митохондрий тести-
кул, судя по результатам наших ис-
следований, играет изменение фосфо-
липидного состава их мембран. При 
аллоксаиовом диабете значительно 
снижалось суммарное содержание 
фосфолипидов митохондрий, составляя 
3,24 ± 0 , 4 5 мкг Р/кг белка в опыте про-
тив 6 ,64±0,57 мгк Р/мг белка в конт-
роле (р<0 ,01 ) . Как видно из табли-
цы, выявленное нарушение происходи-
ло в результате резкого снижения со-
держания всех исследованных фрак-
ций фосфолипидов. На этом фоне 
установлено изменение соотношения 
отдельных фракций. Так, отмечено 
увеличение содержания лизофосфат-
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Содержание фосфолипидов (в мкг липидного 
фосфора/мг белка) и митохондриальной фрак-
ции семенников крыс при аллоксаиовом диабете 

Ф р а к ц и я 
ф о с ф о л и п и д о в 

Лизофосфа-
тидилхолии 
Инозитфос-
фатид 
Сфин го мие-
лин 
Ф осфатидил-
холи н 
Фосфатидил-
этаноламин 
Кардио-
липин 
Фосфатидные 
кислоты 

Г р у п п а 

к о и т р о л ь н а я о п ы т н а я 

0 , 7 9 ± 0 , 0 7 4 0,45 drO,077 

0 , 5 3 ± 0 , 0 4 5 0 , 2 7 ± 0 , 0 4 2 

0 , 7 4 ± 0 , 1 2 7 0,31 ± 0 , 0 5 2 

1.,69 ± 0 , 2 67 0 , 7 0 ± 0 , 1 1 8 

1 ,47±0 ,166 0 , 6 9 ± 0 , 1 1 4 

0 , 7 6 ± 0 , 0 8 0 0 , 4 5 ± 0 , 0 7 4 

0 , 6 5 ± 0 , 0 8 3 0 , 3 2 ± 0 , 0 3 9 

0,01 

0,01 

0,02 

0,01 

0,01 

0,05 

0,01 

идилхолина до 1 5 ± 1 % ( в контроле 
1 2 ± 1 % ; р < 0 , 0 5 ) и кардиолипина до 
14 ± 1 % (в контроле 1 2 ± 0 , 3 % ; 
р < 0 , 0 5 ) . Изменение содержания фос-
фолипидов могло быть связано с из-
менениями их биосинтеза. Не исклю-
чено также, что при недостатке утили-
зации глюкозы, наблюдавшемся при 
диабете, «центральные» метаболиты 
биосинтеза фосфолипидов — фосфа-
тидные кислоты — через стадию об-
разования диацилглицеринов превра-
щались в триацилглицерины, которые 
могли служить в качестве дополни-
тельного источника энергии. Повыше-
ние процентного содержания кардио-
л и ri и на в митохондриал ь н ой ф р а к ц и и 
тестикул крыс при диабете, по-види-
мому, было обусловлено прочной 
связью с белками внутренней мембра-
ны митохондрий. Известно, что кар-
диолипин обнаруживают в составе 
препаратов цитохромоксидазы [8], из 
которых его удается удалить лишь при 
самой жесткой экстракции. Накопле-
ние таких токсических продуктов де-

г р а д а ц и и фосфолипидов, как лизофор-
мы этих соединений, видимо, обуслов-
лено действием эндогенной митохоид-
риальной фосфолипазы А2, актив-
ность которой при диабете повышена 
[6]. Можно также предположить, что 
повышение протонной проводимости 
внутренней мембраны митохондрий 
тестикул диабетических крыс было 
обусловлено увеличением относитель-
ного содержания лизофосфолипидов, 
которые могут выполнять функцию 
переносчиков одновалентных катионов 
[8]. 

Ранее нами было высказано пред-
положение о наличии серьезных струк-
турных повреждений в мембранах ми-
тохондрий тестикул крыс при аллок-
саиовом диабете |10] . Представленные 
в настоящей работе данные свидетель-
ствуют о нарушении барьерной функ-
ции мембран митохондрий тестикул 
крыс при этой патологии, что выра-
жалось в повышении их проницаемо-
сти для ионов Н + и молекул цитохро-
ма С. В результате могли происходить 
нарушение переноса электронов по 
дыхательной цепи и ухудшение сопря-
жения процессов дыхания и фосфори-
лирования ЛДФ в связи с рассеянием 
электрохимического градиента прото-
нов на внутренней мембране мито-
хондрий. Одной из основных причин 
отмеченных изменений, по-видимому, 
явилось нарушение количественного 
содержания фосфолипидов мембран 
органелл, а также соотношения их от-
дельных фракций. 
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P E R M E A B I L I T Y AND P H O S P H O L I P I D COM-
P O S I T I O N O F M I T O C H O N D R I A L MEMBRA-
N E S IN T E S T E S O F RATS WITH ALLOXANE 

D I A B E T E S 

A. M. Tyryshkin, E. V. Saprykina, B. Yu. Sal'nik 

Medical School, Tomsk 

Conten t of total phospholipids and their in-
dividual f rac t ions w a s shown to decrease in 
tes tes mi tochondr ia of r a t s with a l loxane diabe-
tes. These a l t e ra t ions appear to be responsible 
for an increase in permeabi l i ty of the testes mi-
tochondr ia l membranes for p ro tons and cytochro-
me с under condi t ions of d iabetes as compared 
with the control animals . 

УД К <> 16.36-099-003.93-02:616.36-008.939.6 

А. А. Чиркан, /У. Ю. Коновалова 

Д Е Й С Т В И Е Ф А К Т О Р О В , С Т И М У Л И Р У Ю Щ И Х П Р О Л И Ф Е Р А Ц И Ю , 
ИД Э С Т Е Р И Ф И К А Ц И Ю Х О Л Е С Т Е Р И Н А В С Ы В О Р О Т К Е К Р О В И 
К Р Ы С П Р И О С Т Р О Й И Н Т О К С И К А Ц И И T E T P A X J I O P M E T A H O M 

Кафедра биоорганической и биологической химии Витебского медицинского института 

Через 48 ч после частичной гепат-
э кто ми и в цитозоле гепатоцитов обна-
ружены факторы, активирующие реге-
нераторную гипертрофию печени. 
Предполагают, что эти факторы, сти-
мулирующие пролиферацию (ФСП) 
гепатоцитов, являются набором термо-
стабильиых белков и низкомолекуляр-
иых веществ клеточного пула, которые 
имеются или появляются в печени 
после частичной гепатэктомии [1]. По-
казано, что ФСП активируют в 6 раз 
синтез Д Н К в клетках регенерирую-
щей печени через сутки после удале-
ния части органа. В цирротически из-
мененной печени аналогичный эффект 
проявляется позже — к 48-му часу на-
блюдения. При этом отмечаются про-
должительное усиление синтеза Д Н К 
в митохондриях, увеличение соотноше-
ния Р Н К / Д Н К , повышение общего со-
держания Р Н К в печени [1, 2]. Это 
свидетельствует о целесообразности 
использования препарата ФСП для 
восстановления биосинтетических про-
цессов в печени в условиях ее токси-
ческого поражения. В качестве токси-
ческого агента избран тетрахлорметан. 
Известно, что этот гепатотропный яд 
повреждает клетки печени за счет сво-
бодных радикалов, которые стимули-
руют реакции перекисного окисления 
фосфолипидов мембран [3, 7, 13]. 
Расщепление жирных кислот фосфоли-
пидов сопровождается фрагментацией 
мембран, снижением активности мик-
росомальных ферментов, торможением 
синтеза белков вследствие освобожде-
ния рибосом от мембран [9]. Повреж-
даются микросом ал ьиые гидроксилаз-
ньге системы, катализирующие превра-
щение холестерина в желчные кисло-
ты, нарушается синтез компонентов 

системы эстерификации холестерина в 
сыворотке крови [3, 6, 14]. Целью 
данной работы было изучение дейст-
вия ФСП на процесс эстерификации 
холестерина в кровеносном русле при 
острой интоксикации тетрахлормета-
ном. 

М е т о д и к а 

Опыты поставлены на 145 белых крысах -
самцах средней массой 150 г. Препарат ФСП 
получали из цитозоля <клеток печени крыс через 
48 ч после удаления 2/3 массы органа [1, 2] . 
Животные были разделены на 3 группы: 1-ю 
группу составили интактиые крысы, 2-ю — жи-
вотные, которым однократно внутрибрюшинно 
ввели 0,2 мл смеси тетрахлорметаиа и оливко-
вого масла в соотношении 1 : 1 (контрольная 
группа) , 3-ю — крысы, которым однократно 
внутрибрюшинно инъецировали 0,3 мл масляно-
го раствора тетрахлорметаиа и 5 мл препарата 
ФСП (опытная группа) . Исследованию подвер-
гали сыворотку крови крыс, декапитированных 
через 1, 3, 7 и 15 сут после введении указан-
ных препаратов. Кроме того, была поставлена 
контрольная серия исследований внутрибрю-
шинным введением 5 мл физиологического 
раствора. Поскольку изменения у животных 
этой серии прослеживались лишь на протяже-
нии 1-х суток, то данные этой группы в табли-
цах не приводятся. В сыворотке крови и ли-
попротеидах высокой плотности (ЛПВГ1) опре-
деляли содержание общего и эфирно-связанно-
го холестерина [ И ] , оценивали уровень апо-В-
содержащих липопротеидов и количество 
холестерина в них [12], исследовали эстерифи-
цирующую холестерин активность сыворотки 
(ЭХАС) крови (191 и активность лецитинхоле-
стеринацилтраисфсразы (ЛХАТ, КФ 2.3.1.43) 
[16 | . В качестве субстрата для определения 

активности ЛХАТ использовали протеолииосо-
мы, содержащие лецитин и холестерин в .моляр-
ном отношении 2 5 0 : 12,5 и суммарный препа-
рат апопротеинов Л П В П [4, 16]. Зависи-
мость скорости ЛХАТ-реакции от концентрации 
субстрата определяли в диапазоне концентра-
ций пеэстерифицироваиного холестерина про 
теолипосом от 125 до 2485 мкМ (8 концентра-
ций). Полученный цифровой материал обрабо-
тан методом вариационной статистики по 
Стыодеиту — Фишеру. 
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Т а б л и ц а 2 
Действие ФСП на содержание общего и эфирно-связанного холестерина (в мк/W) в сыворотке 

крови и ЛПВП крыс при острой интоксикации тетрахлорметаном 

С р о к н а б л ю д е н и я 

С ы в о р о т к а к р о в и Л П В П 

С р о к н а б л ю д е н и я 
о б щ и й х о л е с т е р и н э ф и р ы х о л е с т е р и н а о б щ и й х о л е с т е р и н э ф и р ы х о л е с т е р и н а 

С р о к н а б л ю д е н и я 

к о н т р о л ь оп ыт к о н т р о л ь о п ы т к о н т р о л ь о п ы т к о н т р о л ь о п ы т 

Д о о п ы т а 
О п ы т , с у т к и : 

1 - е 
3 - й 
7 - е 

1 5 - е 

9 1 3 : 

7 4 0 ± 3 2 * 
1365 ± 1 13* 

1 1 8 3 1 s r .* 
1 0 5 8 ± 137 

± 4 8 

6 2 0 ± 6 8 * 
1564± 169* 

1530±40*-** 
1088 ± 6 5 

4 4 7 : 

3 0 1 ± 6 2 * 
7 7 9 ± 8 5 * 
7 7 0 ± 5 4 * 
5 5 8 ± 5 4 

± 4 2 

1 9 8 ± 8 * 
832 ± 18* 

9 8 3 ± 5 2 * ' * * 
6 5 7 ± 5 8 * 

4 09 : 

1 4 6 ± 3 0 * 
51 1 ± 8 3 
5 2 0 ± 4 2 * 
5 4 2 ± 1 6 6 

t 22 

1 3 6 ± 3 8 * 
3 7 0 ± 6 5 
67 5 ± 1 1 5 * 
5 2 8 ± 3 3 * 

2 0 6 ; 

42 ± 8* 
2 8 2 ± 37 
3 0 5 ± 4 4 * 
189 ± 4 2 

t 1 6 

36 ± 5 * 
\\7±\7*'** 
106±75** 
198±78 

П р и м е ч е н и е . З д е с ь и в т а б л . 2 о д н а з в е з д о ч к а — р а з л и ч и е д о с т о в е р н о по с р а в н е н и ю с и с х о д н ы м и 
д а н н ы м и , д в е — п о с р а в н е н и ю с к о н т р о л е м . 

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

После однократного введения тетра-
хлорметаиа выявлены 3 фазы в дина-
мике изменений содержания холесте-
рина в сыворотке крови и Л П В П 
(табл. I) . В первую фазу (24 ч) обна-
ружено уменьшение содержания обще-
го холестерина и его эфиров, во вто-
рую (3-й, 7-е сутки) повышение 
общего и эфирно-связанного холесте-
рина, в третью (15-е сутки) — норма-
лизация этих показателей. 

Известно, что у крыс 82 % холесте-
рина образуется в печени, 10 % — в 
кишечнике и 8 % в остальных ор-
ганах [18]. Основная масса холесте-
рина у крыс транспортируется в со-
ставе Л П В П [5]. Следовательно, сни-
жение уровня холестерина в первую 
фазу можно связать как с нарушени-
ем его биосинтеза поврежденной пе-
ченью, так и с резким уменьшением 
количества Л П В П . 

В начале второй фазы действия 
тетрахлорметаиа (3-й сутки) у конт-
рольных и подопытных животных бы-
ла выявлена одинаковая гиперхолесте-
рииемия, связанная с повышением кон-
центрации апо-В-содержащих липо-
протеидов: превышение исходного 
уровня у контрольных крыс на 52,9 %. 
у подопытных — на 47 ,5%; увеличе-
ние содержания в них холестерина 
(1109±89 мкМ у контрольных и 
9 1 0 ± 3 7 мкМ у подопытных животных 
против 5 8 0 ± 5 8 мкМ у интактных 
крыс). При этом содержание холесте-
рина в Л П В П поднялось до исходного 
уровня. Следовательно, можно пола-
гать, что на 3-й сутки наблюдения об-
разование Л П ВП нормализуется, 
но рецепторно-опосредоваиный захват 

апо-В-содержащих липопротеидов еще 
нарушен [17]. На 7-е сутки опыта ги-
перхолестерииемия сохранялась, веро-
ятно, за счет накопления общего хо-
лестерина в Л П В П . Вклад апо-В-со-
держащих липопротеидов в общую ги-
перхолестерииемию уменьшен, по-
скольку их количество нормализова-
лось, хотя содержание холестерина в 
них еще превышало исходный уровень 
( 7 5 3 ± 5 3 у контрольных и 756± 
± 3 4 мкМ у подопытных крыс). Поэто-
му можно считать, что на протяжении 
второй фазы действия тетрахлормета-
иа происходила постепенная нормали-
зация рецепторно-опосредованного за-
хвата апо-В-содержащих липопротеи-
дов печенью. Д л я подтверждения это-
го предположения необходимо прове-
дение дополнительных исследований. 

Третья фаза действия тетрахлорме-
таиа характеризовалась тенденцией к 
полной нормализации содержания хо-
лестерина в сыворотке и липопротеи-
дах. 

Таким образом, введение ФСП не 
изменило динамики холестерипемии по 
сравнению с таковой при введении од-
ного гепатотропного яда. Имелось 
лишь количественное различие: на 7-е 
сутки наблюдения у подопытных крыс 
гиперхолестерин емия была в ы р а ж е н а 
сильнее, чем у контрольных. При этом 
повышение уровня общего холестери-
на в сыворотке крови подопытных 
крыс по сравнению с контрольными 
(в среднем на 347 мкМ) происходило 
в основном за счет эфирио-связанно-
го холестерина (в среднем на 
213 мкМ) по сравнению с неэстерифи-
цированным холестерином (в среднем 
на 134 мкМ). В то же время Л П В П 
сыворотки крови подопытных крыс 
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Т а б л и ц а 2 
Действие ФСП на ЭХ АС крови крыс при острой интоксикации тетрахлорметаном 

С р о к н а б л ю -
д е н и я 

Э Х А С • 

ф р а к ц и о н н а я с к о р о с т ь , % м о л я р н а я с к о р о с т ь , м к м о л ь л / ч 

к о н т р о л ь | о п ы т к о н т р о л ь j о п ы т 

А к т и в н о с т ь Л Х А Т , 
м к м о л ь / л / ч 

к о н т р о л ь 

Д о о п ы т а 
О п ы т , с у т к и : 

1 - е 
3 - й 
7 - е 

1 5 - е 

7 , 5 ± 0 , 4 4 

3 , 9 1 ± 1 , 
7 , 6 7 ± 0 , 

5 5 ± О, 

1 4* 
53 
5 8 

3 , 7 4 ± 0 , 9 4 

91 ± 0 , 
4 8 ± 1 , 
94 ± 0 , 
8 6 ± 2 , 

5 3 * 
8 1 * 
9 6 * 
39 

51 , 7 ± 5 , 15 

1 9 , 1 ± 4 , 
6 6 , 0 ± б , 
3 3 , 4 ± 4 , 
4 3 , 7 ± 0 , 

9 4 * 
1 2 
7 9 
7 8 

2 3 , 5 ± 3 , 5 6 * 
1 1 6 , 7 ± 14 ,8* '* 

7 3 , 5 ± 8 , 8 8 * • * 
6 6 , 1 ± 1 9 , 6 

4 6 , 7 ± 9 , 3 

21,6 ± 8,0* 
4 7 , 5 ± 4 , 4 
80,4 ± 4 ,1 * 
4 3 , 4 ± 6 , 4 

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

П р и м е ч а и и е . А к т и в н о с т ь Л Х А Т о п р е д е л я л и п р и к о н ц е н т р а ц и и н е э с т е р и ф и ц и р о в а н н о г о х о л е с т е р и -
на в п р о т е о л и п о с о м а х 6 . 2 н м о л ь на п р о б у , что с о о т в е т с т в у е т с о д е р ж а н и ю н е э с т е р и ф и ц и р о в а н н о г о х о л е с т е р и -
на в с ы в о р о т к е к р о в и 3 1 0 м к м о л ь / л ( л и н е й н ы й у ч а с т о к к р и в о й з а в и с и м о с т и с к о р о с т и р е а к ц и и от к о н ц е н т р а -
ции с у б с т р а т а ) . 

были обеднены эфирами холестерина 
(содержание эфиров холестерина на 
3-й сутки ниже исходных и контроль-
ных значений, а на 7-е сутки — ниже 
контрольного уровня), хотя содержа-
ние общего холестерина в Л П В П бы-
ло нормальным (3-й сутки) или по-
вышенным (7-е сутки). Известно, что 
такие частицы Л П В П , приближающи-
еся по химическому составу к диско-
идньш или насцентным, проявляют 
лучшие субстратные свойства в 
ЛХАТ-реакции [20]. Поэтому можно 
предполагать, что после введения 
ФСП создаются условия для усилен-
ного образования эфиров холестерина 
в кровеносном русле. 

При прямых измерениях установле-
но, что в первую фазу действия тетра-
хлорметаиа выявлено снижение вели-
чины ЭХАС у крыс обеих групп 
(табл. 2). Активность ЛХАТ также 
достоверно уменьшалась у контроль-
ных крыс, но осталась на исходном 
уровне у подопытных животных. 
С большой долей вероятности можно 
полагать, что снижение суммарной 
скорости эстерификации холестерина в 
сыворотке крови подопытных крыс при 
неизменной активности ЛХАТ следует 
связать с уменьшением количества 
Л П В П . 

В начале второй фазы действия 
тетрахлорметаиа (3-й сутки) в сыво-
ротке крови контрольных крыс норма-
лизовались скорость эстерификации и 
активность ЛХАТ. При введении ФСП 
обнаружено увеличение ЭХАС по 
сравнению с исходными данными и 
контрольным уровнем, хотя активность 
ЛХАТ не отличалась от исходных дан-
ных. Повышение суммарной скорости 
эстерификации холестерина в сыворот-
ке крови подопытных крыс определя-
ется, вероятно, увеличением доли 

Л П В П , обладающих лучшими субст-
ратными свойствами (нормальное со-
держание общего холестерина и по-
ниженное содержание эфиров холесте-
рина). Образованные эфиры холесте | 
рина, вероятно, передаются на апо-В-
содержащие липопротеиды, что ведет 
к увеличению содержания в них холе-
стерина. 

В конце второй фазы действия тет-
рахлорметаиа в сыворотке крови кон-
трольных животных снижена величина 
ЭХАС, но достоверно повышена ак-
тивность ЛХАТ. Это несоответствие 
можно объяснить тем, что в кровенос-
ном русле накапливается Л П В П 
(повышение уровня общего холестери-
на Л П В П на 27,1 % п о сравнению с 
исходными данными), обогащенные 
эфирами холестерина (повышение 
уровня эфиров холестерина в Л П В П 
на 48,5 % по сравнению с исходными 
данными) и обладающими худшими 
субстратными свойствами в ЛХАТ-ре-
акции [20]. В сыворотке крови под-
опытных крыс повышена как суммар-
ная скорость эстерификации холесте-
рина, так и активность ЛХАТ. При 
этом химический состав Л П В П (соот-
ношение свободного и эфирно-связан-
ного холестерина) благоприятен для 
протекания ЛХАТ-реакции. В резуль-
тате в крови подопытных животных 
накапливалось больше эфиров холе-
стерина, чем у контрольных крыс. 

В третью фазу действия тетрахлор-
метаиа (15-е сутки) в сыворотке кро-
ви контрольных и подопытных живот-
ных нормализовались показатели, ха-
рактеризующие процесс эстерификации 
холестерина. 

На наш взгляд, процесс эстерифика-
ции холестерина в кровеносном русле 
является первым этапом в многосту-
пенчатом механизме регуляции холе-
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О Ю 20 30 40S 10 20 30 40 50 S 

Зависимость скорости ЛХАТ-реакции от кон-
центрации неэстерифицированного холестери-

на протеолипосом. 
V — с к о р о с т ь Л Х А Т - р е а к ц и и (в н м о л ь на п р о б у 
в I ч ) ; S — к о н ц е н т р а ц и я н е э с т е р и ф и ц и р о в а н н о г о 
х о л е с т е р и н а п р о т е о л и п о с о м в п р о б е (в н м о л ь ) , тре -
у г о л ь н и к и — д о с т о в е р н о е р а з л и ч и е по с р а в н е н и ю с 
и с х о д н ы м и д а н н ы м и , к р у ж к и — то ж е по с р а в н е -
нию с к о н т р о л е м , а — и с х о д н ы е д а н н ы е ; б — д — 
I, 3, 7 и 15-е сутки н а б л ю д е н и я ; с п л о ш н а я ли -

ния — к о н т р о л ь , п у н к т и р н а я — о п ы т . 

стерииемии. Учитывая ключевую роль 
ЛХАТ в этом процессе, мы исследова-
ли активность фермента при различ-
ных концентрациях неэстерифициро-
ванного холестерина в субстрате -
протеолипосомах. Анализ зависимости 
скорости ЛХАТ-реакции от концентра-
ции субстрата показал, что для сыво-
ротки крови интактных крыс в диапа-
зоне концентраций неэстерифицирован-
ного холестерина протеолипосом 2,5— 
12,4 нМ на пробу (соответствует 125— 
620 мкМ), имеется линейная зависи-
мость, затем следует плато (18,6— 
31,1 нМ, или 930—1555 мкМ), сменя-
ющееся пиком активности при кон-
центрации неэстерифицированного хо-
лестерина протеолипосом 37,3 пМ на 
пробу (1865 мкМ). Дальнейшее повы-
шение концентрации субстрата ведет 
к ингибированию ЛХАТ-реакции (см. 
рисунок). На рисунке горизонтальны-
ми отрезками показан реальный диа-
пазон концентраций неэстерифициро-
ванного холестерина в сыворотке кро-
ви крыс с доверительным интервалом 

ео,о5- Д л я удобства изображения эти 
величины приведены применительно к 
0,02 мл сыворотки крови. Как видно 
из рисунка, плато и пик активности 
ЛХАТ проявляются при концентраци-
ях неэстерифицированного холесте-
рина, которые превышают верхнюю 
границу его содержания в сыворотке 
крови. Такой сложный характер кине-
тической кривой можно трактовать, 
если принять рабочую гипотезу о на-
личии в сыворотке крови смеси моле-
кулярных форм ЛХАТ [10]. В соот-
ветствии с этой гипотезой имеется не 
менее двух молекулярных форм 
ЛХАТ. Первая характеризуется гипер-
болической зависимостью скорости ре-
акции от концентрации субстрата и 
работает при физиологических кон-
центрациях субстрата. Вторая харак-
теризуется S-образной зависимостью 
и проявляет свое действие при повы-
шении концентрации субстрата. На-
кладывание кинетических кривых этих 
двух молекулярных форм ЛХАТ впол-
не может дать приведенную на рисун-
ке а кривую. По начальной части этой 
кривой определена константа Михаэ-
лиса методом обратных величин Лай-
нуивера — Берка в модификации 
Хэйнса, равная 0,5 мМ, что соответст-
вует данным литературы [15]. К со-
жалению, сложный характер кривых у 
контрольных и подопытных животных 
не позволил вычислить соответствую-
щие константы, в результате чего мы 
вынуждены ограничиться формальным 
их обсуждением. 

Установлено, что в 1—7-е сутки на 
кинетических кривых ЛХАТ-реакции 
как у контрольных, так и у подопыт-
ных крыс отсутствует плато. Пик ак-
тивности ЛХАТ сдвигается в область 
концентраций субстрата, следующих 
за верхней границей реального содер-
жания неэстерифицированного холе-
стерина в сыворотке крови. Резкое 
ингибирование фермента проявляется 
при более низких концентрациях холе-
стерина. Д л я сыворотки крови конт-
рольных крыс характерна колоколооб-
разиая форма кинетической кривой, 
что свидетельствует, вероятно, об от-
сутствии или слабой выраженности 
одной из молекулярных форм ЛХАТ. 
Лишь на 15-е сутки в кинетической 
кривой появляются признаки присут-
ствия двух молекулярных форм ЛХАТ. 
В сыворотке крови подопытных крыс, 
начиная с 3-х суток наблюдения, кине-
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тические кривые имеют 2 максимума, 
что может расцениваться как присут-
ствие обеих молекулярных форм фер-
мента. 11а 15-е сутки наблюдения в 
сыворотке крови подопытных крыс 
форма кинетической кривой совпадает 
с исходной, с той лишь разницей, что 
в районе плато зарегистрирована бо-
лее низкая, чем у интактных крыс, ак-
тивность ЛХАТ. 

Итак, восстановление поврежденной 
тетрахлорметаном печени протекает 
через фазу гиперхолестеринемии. Эта 
фаза сохраняется у животных обеих 
групп. Введение ФСП на фоне острой 
интоксикации тетрахлорметаном обес-
печивает более интенсивный процесс 
образования эфиров холестерина в 
кровеносном русле. Учитывая тот 
факт, что большинство тканей орга-
низма не имеет систем окислительного 
превращения холестерина, то основ-
ным путем удаления избытка холесте-
рина из крови может явиться его 
транспорт в виде эфиров в составе ли-
попротеидов в печень, где и происхо-
дит окисление [8]. Следовательно, в 
результате введения ФСП достигается 
более эффективный контроль холесте-
ринемии. Механизм положительного 
действия ФСП связан, вероятно, с со-
хранением или стимуляцией биосинте-
за ЛХАТ и ее молекулярных форм в 
печени, а также с выбросом в кровь 
жасцентных Л П В П из регенерирующей 
печени. 

Авторы выносят благодарность А. А. 
Никифоровой (ИЭМ, Ленинград) и 
И. И. Озеровой (ВКМЦ, Москва) за 
ценные консультации и представлен-
ные реактивы. 
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E F F E C T O F FACTORS STIMULATING PRO-
LIFERATION ON E S T E R I F I C A T I O N O F CHO-
L E S T E R O L IN RAT BLOOD S E R U M IN ACU-

TE INTOXICATION W I T H ССЦ 

A. A. Chirkin, N. Yu. Konevalova 

Chair of Bioorpanic and Biological Chemis t ry , 
Medical School, Vitebsk 

Three phases of cholesterolemia were de-
tected in ra t s a f te r s ingle adminis t ra t ion of 
СС1/, at a dose of 0.3 ml of oil solution per 
100 g of body mass . Factors , s t imula t ing proli-
feration of hepatocytes and isolated f rom rege-
ne ra t ing liver tissue, did not affect the type of 
cholesterolemia whereas Ihey s t imulated choles-
terol es ters format ion in circulat ion. 
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Исследования проведены на 65 кроликах 

породы шиншилла массой 2—2,5 кг: 40 под-
опытным животным вводили внутривенно сум-
марную фракцию липопротеидов очень низкой 
и низкой плотности соответственно («ЛПОНП 
и Л П Н П ) . 25 интактных животных использова-
ли в качестве 'контроля. В течение 2—21 /2 мес 
2—3 раза в педелю из 10—15 мл сыворотки 
крови нормальных к рол и ков-доноров выделяли 
АЛП [3], растворяли в 5 % NaCl и вводили 
внутривенно животному-реципиенту. До введе-
ния ЛП, в ходе эксперимента и по его оконча-
нии в сыворотке крови подопытных кроликов 
определяли концентрацию суммарной фракции 
Л О Н П и Л Н П [9| , а т а к ж е количество свобод-
ных жирных кислот (СЖК) и холестерина 
(ХС) , 

Количество крови выделяли из 30 мл ве-
нозной крови, которую брали из ушной ракови-
ны и стабилизировали 2,7 % ЭДТА. М Н Л и 
П Я Л выделяли в растворе фиколла-всрографи-
на [8] с последующей 3-кратной отмывкой в 
физиологическом растворе в течение 5 мин при 
800 об/мин и 0°С. В случае примеси эритроци-
тов 'ВО взвеси лейкоцитов клетки очищали гемо-
литическим методом |2 | . Подсчитывали общее 
количество клеток [5| . Клеточный состав конт-
ролировали микроскопией мазков, окрашенных 
по методу Романовского — Гимзы. 

Миокард левого желудочка подопытных и 
контрольных животных отмывали от крови ле-
дяным физиологическим раствором и гомоге-
низировали с KCl-трис рН 7,4. 

Из сыворотки крови, лейкоцитов и гомоге-
иатов миокарда получали отмытый от пели-
пидных примесей общий липидный экстракт 
|11]. Липиды фракционировали методом про-
точной горизонтальной тонкослойной хромато-
графии [6] в системе н-гексаи — диэтиловый 
эфир — ледяная уксусная кислота (75 : 15 : 
: 1,25) и определяли содержание липидных 
фракций спектрофотометрически [16]. Коли-
чество липидов в лейкоцитах относили к 
1012 клеток, в гомогенате миокарда — к 1 г 
белка, содержание которого определяли по Лоу-
ри [15]. 

Т а б л и ц а 1 
Содержание общих липидов и липидных фракций (в мг на I г белка) в миокарде левого желудочка 

у интактных кроликов и у животных с экспериментальной ДЛП атерогенного характера ( М ± т ) 

Невозможность прямого исследова-
ния обмена липидов сердечной мышцы 
человека определяет значение поиска 
путей косвенной оценки липидного об-
мена миокарда у больных атероскле-
розом. 

Существует мнение о возможности 
использования лейкоцитов перифери-
ческой крови в качестве своеобразного 
индикатора нарушений липидного об-
мена, возникающих в клетках некото-
рых тканей при атеросклерозе [12]. 
В то же время в доступной литерату-
ре отсутствуют исследования, в кото-
рых изучалась бы возможность суще-
ствования общих закономерностей из-
менения липидного состава лейкоцитов 
крови и клеток миокарда в процессе 
атерогенеза. Поэтому мы провели 
с р а в и и тел ь и ое и сс л е до в а и и е л и п и -
дограмм миокарда, мононуклеарных и 
полиморфно-ядерных лейкоцитов (со-
ответственно МНЛ и ПЯЛ) перифери-
ческой крови кроликов при экспери-
м ент альмой дисл и ri о п р оте и д е м и и 
( Д Л П ) , характер и з у ю ще й с я длитель-
ным повышением содержания в крови 
атер о ген н ы х липопротеидов (АЛ П) 
очень низкой и низкой плотности. 
Следует также указать, что имеющие-
ся в литературе сведения о липидном 
составе лейкоцитов периферической 
крови при экспериментальном атеро-
склерозе были получены с помощью 
цитохимических методов [4], позволя-
ющих провести количественную оценку 
содержания липидных фракций в этих 
клетках. 

У с л о в и я э к с п е р и -
мента 

Ф о с ф о л и пи -
ды С Ж К 

Три г л и ц е -
риды 

Свободный 
ХС Э ф и р ы ХС Общие л и п и -

ды 

Контроль (25) 
Эпыт (40) 

108± 10,6 
138± 10,4 

2,5 9 1 0.49 
6,64 i t 1,36* 

13,6±2,34 
23 ,2±3 ,58* 

2 ,96±0 ,45 
6,67=1=0,88* 

2 ,16±0 ,40 
4,63=1=0,86* 

129=hl2 
1 18=t= 13,3* 

р и м е ч а п и е. Здесь и в табл. 2 звездочка — /?<0,05 по сравнению с контролем. 
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Длительное внутривенное введение 
АЛП вызывало повышение в сыворот-
ке крови животных концентрации сум-
марной фракции Л П О Н П и Л П Н П со 
1814=15,8 до 574=Ь72,5 мг/100 мл 
(р<0 ,001) , ХС с 67,63 ±6 ,07 до 156± 
±15 ,2 мг/100 мл (р<0,001) и С Ж К с 
24 ,2±4,6 до 53,5±9,85 мг/100 мл 
( р < 0 , 0 5 ) . 

Результаты исследования липидного 
состава миокарда левого желудочка 
приведены в табл. 1. В сердечной 
мышце кролика с экспериментальной 
Д Л П обнаружено статистически зна-
чимое повышение концентрации фос-
фолипидов, свободного ХС, его эфиров 
и триглицеридов. Как показало ранее 
проведенное исследование, подобным 
же образом при развитии атероскле-
роза изменяется липидограмма и дру-
гих отделов сердечной мышцы: право-
го желудочка, предсердий и межжелу-
дочковой перегородки [1]. 

Результаты исследования липидного 
состава М Н Л и П Я Л периферической 
крови представлены в табл. 2. В М Н Л 
и ПЯЛ крови кроликов присутствуют 
те же липидные фракции, что и в мио-
кардиоцитах. Развитие эксперимен-
тальной Д Л П приводило к статисти-
чески значимому нарастанию в ПЯЛ 
содержания фосфолипидов (/?<0,001). 
Содержание других липидных фрак-
ций в этих клетках существенно не от-
личалось от контрольных величин. От-
меченное увеличение количества об-
щих липидов в П Я Л подопытных жи-
вотных (/?<0,01), по-видимому, связа-
но с нарастанием содержания в них 
фосфолипидов. 

Более выраженные изменения ли-
пидного состава, индуцированные 
Д Л П , характерны для М Н Л (см. 
табл. 2). Увеличение содержания об-
щих липидов в этих клетках (р<0 ,05) 
обусловлено повышением концентра-
ции в них свободного ХС (/?<0,01), 
его эфиров (р<0 ,01 ) , а следователь-
но, и общего ХС (/7<0,001), а также 
С Ж К (р<0 ,001) . В содержании фос-
фолипидов и триглицеридов в М Н Л 
периферической крови подопытных и 
интактных животных не обнаружено 
статистически значимых различий. 

Можно заключить, что длительное 
повышение содержания АЛП в крови 
кроликов приводит к нарушению ли-
пидного состава как миокардиоцитов, 



гак и лейкоцитов периферической кро-
ви. Изменения липидограммы миокар-
да были выражены, безусловно, более 
значительно, чем нарушения липидно-
го состава клеток крови. Так, если в 
миокардиоцитах подопытных живот-
ных возрастало содержание всех ли-
пидных фракций, то в МЫЛ перифери-
ческой крови увеличивалось только ко-
личество ХС и С Ж К , а в ПЯЛ нара-
стало лишь количество фосфолипидов. 

Наблюдавшиеся нами изменения ко-
личества липидов в миокарде и лей-
коцитах периферической крови кроли-
ко в отр а ж а ют пару ш е н и я л и п и д и ого 
обмена, возникающие в условиях ате-
рогенеза. Так, увеличение количества 
С Ж К и ХС в сердечной мышце под-
опытных кроликов, по-видимому, свя-
зано с повышением экстракции мио-
кардом этих веществ в крови [10, 14], 
а нарастание содержания фосфолипи-
дов и триглицеридов — с усилением 
их синтеза |17] . Накопление липидов 
в лейкоцитах периферической крови 
при экспериментальном атеросклеро-
зе рассматривается как компенсатор-
ное явление, возникающее в ответ на 
Д Л П [7]. Не исключено также, что 
увеличение количества ХС в М И Л при 
Д Л П связано и с усилением его син-
теза в этих клетках [13]. Обращает 
на себя внимание тот факт, что при 
Д Л П в клетках миокарда и МНЛ 
увеличивается количество именно тех 
липидных фракций, которые имеют в 
основном плазменное происхождение, 
т. е. С Ж К и ХС. 

Полученные нами данные указыва-
ют на отсутствие прямого параллелиз-
ма нарушений липидного состава мио-
кардиоцитов и лейкоцитов перифери-
ческой крови при Д Л П атерогенного 
характера. Это, по всей вероятности, 
свидетельствует о невозможности ис-
пользования лейкоцитов крови в каче-
стве индикатора расстройств липидно-
го обмена миокарда при атеросклеро-
зе. По-видимому, изменения липидного 
состава лейкоцитов периферической 
крови могут дать лишь приблизитель-
ное представление о состоянии обмена 
липидов миокарда в условиях атеро-
генеза. 
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Conten t of total lipids, phospholipids, total-, 
free- and es ter-bound cholesterol, f ree fa t ty ac ids 
and t r ig lycer ides were increased in myocard ium 
of left ventr ic le of rabbi t s with a therogenic dis-
l ipoproteinemia as compared with intact animals . 
In po lymorphonuclear leukocytes content of to ta l 
l ipids and phospholipids w a s increased only, whi-
le in mononuclear leukocytes concentra t ion of 
total lipids, free-, total- and ester-bound choles-
terol and of free fa t ty acids w a s elevated. 
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Исследование структуры и функций 
биологических мембран занимает важ-
ное место в изучении жизнедеятельно-
сти клетки. Способы получения фрак-
ций, обогащенных поверхностными 
мембранами, описаны для самых раз-
ных тканей и типов клеток [5]. Важ-
ное значение и разнообразие функций 
жировой ткани, участвующей в регу-
ляции углеводного и липидного обме-
на, обусловливает большой интерес к 
изучению поверхностной мембраны 
жировых клеток. 

В описанных методах выделения 
плазматических мембран (ИМ) адипо-
цитов [4, 11] или их «теней» (лишен-
ные жирового содержимого клетки) 
[12] использовали жировые клетки, 
полученные после предварительной об-
работки ткани коллагеназой. В ряде 
случаев применение коллагеназы не-
желательно, так как содержащиеся в 
препарате примеси протеаз способст-
вуют дезагрегации ткаии и могут вы-
звать разрушение белковых структур 
ПМ [9]. Метод, предложенный Ю. В. 
Бездробиым [1], позволяет получить 
ПМ жировых клеток из жировой тка-
ни без применения коллагеназы. По-
лученные ПМ характеризуются высо-
кой удельной активностью ферментов-
маркеров и высокой способностью 
специфически связывать инсулин. Од-
нако общий выход ПМ в результате 
одного выделения довольно ограничен, 
что затрудняет дальнейшие исследова-
ния с полученным препаратом. 

Предложенные нами изменения в 
режимах гомогенизации и центрифуги-
рования позволяют получит!) в 8—10 
раз большее количество высокоочи-
щенных препаратов ПМ жировых кле-
ток. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на крысах-самцах линий 
Вистар массой 250—300 г стадного разведения, 
содержащихся па стандартном рационе вива-
рия. Животных забивали декапитацией, эпиди-
димальную жировую ткань извлекали, очищали 
от соединительной ткани, кровеносных сосудов 
и помещали в раствор А (0,25М сахароза ; 
1 мМ ЭДТА; 10 мМ трис-HCl, рН 7,4). Все lid-
следующие операции проводили при 4—6°С. 

Эпидидимальные жировые 'подушки от 
6 животных измельчали ножницами, продавли-
вали сквозь пресс-сито из нержавеющей стали 
с отверстиями диаметром 1 мм и гомогенизи-
ровали в стеклянном гомогенизаторе с тефлон-
новым пестиком с зазором 0,2—0,3 мм (800—-
900 об/мин, 5—6 ходов пестика) с 8 объемами 
раствора А. Гомогеиат центрифугировал ш 
10 мин при 1000 g. Осадок (нсразмельчснпые 
кусочки ткани, кровеносные сосуды, ядра) от-
брасывали, промежуточной слой собирали $ 
колбу, а жировую лепешку, образовавшуюся 
сверху, .гомогенизировали с 8 объемами раство-
ра А в том же режиме. Гомогеиат центрифуги! 
ровали 2 мин при 500 g. Образовавшуюся жи-
ровую лепешку подвергали повторной гомогени-
зации и центрифугированию. Процедуру повто-
ряли 3—4 раза до тех пор, пока ж и р о в а я лс 
пешка не уменьшалась в 2—3 раза. 

Объединенные промежуточные слои фильт 
ровали через 4 слоя марли и центрифугировал!' 
20 мин при 25 000 g и 4°С. При этом микросо-
мы оставались в иадосадочной жидкости, а 
плазматические мембраны, митохондрии и ядра 
осаждались на дно (фракция грубых плазмати-
ческих мембран) . 

Дальнейшую очистку мембран проводили 
методом флотации в градиенте, содержащем 
различные концентрации сахарозы (44- 22 %) , 

Разделение материала грубых 
мембран на фракции после 
центрифугирования в градиен-
те плотности сахарозы (цент- 0 

рифуга « В е с к т а п » , ротор 
SW-28, 2 ч при 105 000 g и 

4 q C ) . 6 

С т р е л к а м и п о к а з а н ы ф р а к ц и и 
№> I. 2 и 3; О — о с а д о к . С о с т а в в 
г р а д и е н т а : а — 14 мл 5 мМ трис-
H C l . I мМ Э Д Т А рИ 7,4; б -
7 мл 2 2 % с а х а р о з ы ( р = 1 , 1 0 г /см 3 ) ; ь 
в — 7 мл 33 % с а х а р о з ы 
= 1,14 г /см 3 ) ; с? — 7 мл 4 4 % са-

х а р о з ы ( р = 1 , 2 0 г /см 3 ) . 
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мМ трис-HCl, I мМ ЭДТА рН 7,4 (см. рису-
юк) . Растворы сахарозы готовили в день опы-
а, концентрацию проверяли с помощью реф-

рактометра. Фракцию грубых мембран ресус-
иендировали в стеклянном гомогенизаторе с 
гефлоиовым пестиком с зазором 0,4 мм 
(300 об/мин, 2—3 хода пестика) в растворе Б 
(5 мМ трис-HCl, 1 мМ ЭДТА рН 7,4), содер-
жащем 4 4 % сахарозу (р = 1,20 г/см3) . 

Ресуспендирование осадка грубых мембран, 
гак же как и исходная гомогенизация ткаии, 
является ответственным этапом, поэтому в про-
цессе выделения необходимо придерживаться 
трого определенного режима гомогенизации. 

Действительно, изменение гетерогенности фраг-
ментов ПМ. и образующихся из них везикул 
(при изменении режима гомогенизации) в иа-
пих опытах приводило к перераспределению 

активности 5 ' -иуклеотидазы в изучаемых фрак-
циях и уменьшению общего выхода ПМ. 

Приготовленный градиент цент р и ф у г и р о в а -
ли 2 ч при 4°С и 105 ООО g. В .процессе центри-
фугирования материал грубых мембран разде-

л я л с я на 3 фракции в градиенте и осадок па 
дне пробирки (см. рисунок). Собранный мате-
риал фракций № 1—3 разводили в 80 мл раст-
вора Б и центрифугировали 30 мип при 4°С и 
30 000 g. Полученные осадки ресуспендировали 
в небольших объемах раствора Б (конечная 
концентрация 1 мг/мл) и использовали для ис-
следования с целью идентификации содержа-
щихся в них субклеточных фракций. 

И дейт и ф и к а ц и ю су бк л ето ч и ых (j) рак ци й 
проводили путем определения в них актив 
ности маркерных ферментов: 5 ' -иуклеотидазы 
(КФ 3.1.3.5) 17| (маркер ПМ); сукцииатдегид-
рогеиазы — С Д Г (КФ 1.3.99.1) [8] (маркер 
митохондрий); глюкозо-6-фосфатазы — Г-б-Ф 
(КФ 3.1.3.9) [131 (микросомный маркер) . Кро-
ме того, определяли содержание во фракциях 
Р Н К [3], т а к ж е являющуюся маркером эндо-
плазматической сети (ЭС). 

Неорганический фосфор определяли описан-
ным ранее методом [6 | , белок — методом 
Л о у р и в модификации Марквелла [10]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
В табл. 1 показано распределение 

активности 5'-нуклеотидазы, наиболее 
широко применяемого маркера I1M. 
При центрифугировании в градиенте 

плотности сахарозы, основная часть ак-
тивности фермента локализуется во 
фракции № 2 (фракция ПМ) . 

Аврух и Баллах [4], а также Мак-
кил и Джаретт [11], выделявшие ПМ 
из обработанной коллагеиазой жиро-
вой ткани, не смогли определить 5'-ну-
клеотидазную активность. Таким обра-
зом, либо 45-минутная инкубация тка-
ни при 37°С, либо действие протеоли-
тических ферментов, загрязняющих 
препарат коллагеназы, либо то и дру-
гое одновременно воздействует на ак-
тивность 5'-нуклеотидазы. Бездробный 
и Евдокимова |1] обнаружили высо-
кую активность фермента во фракции 
Г1М, однако полный баланс 5'-нуклео-
тидазы при очистке мембран рассчи-
тан не был из-за очень большого ис-
ходного разведения гомогената. В на-
шем методе фракция ПМ была обога-
щена 5'-нуклеотидазой примерно в 12 
раз по сравнению с гомогенатом. 

Наибольшие затруднения при очист-
ке ПМ обусловливают гладкие пу-
зырьки, происходящие из ЭС. Послед-
няя неоднородна по плотности, диапа-
зон которой перекрывает диапазон 
плотности поверхностных мембран, 
что делает практически невозможным 
полное разделение этих фракций на 
основании данного свойства [2]. 

В целях уменьшения содержания 
микросомных примесей в препарате 
ПМ мы проводили гомогенизацию жи-
ровой ткани в мягких условиях. Это 
обстоятельство позволило осаждать и 
разделять мембраны при более низко-
скоростном центрифугировании, чем в 
описанном методе [1]. 

В полученных нами ПМ содержание 
Р Н К составляет 7 ,5±0 ,8 мкг на 1 мг 

T а б л и ц а 1 

Распределение активности 5'-нуклеотидазы в процессе выделения ИМ 

Р а с п р е д е л е н и е , % 
О т н о с и т е л ь -

ное о б о г а щ е -
ние 

Р е ж и м о б р а б о т к и Ф р а к ц и я 
б е л о к 

5 ' - н у к л е о -
т и д а з а 

О т н о с и т е л ь -
ное о б о г а щ е -

ние 

25 000 g, 20 мин 

105 000 g, 2 ч 

Супериатаит 
Осадок (грубые мембраны) 
№ 1. 33—44% сахароза 
№ 2. 22—33% сахароза 
№ 3. Трис-буфер — 22% са-

хароза 

88 
12 
51 
37 

12 

83 
17 
17 
78 

0,7 
3,9 
1,8 

11,3 

2,3 

П р и м е ч а и и е. Относительное обогащение определяли как отношение удельной актив-
ности 5 '-пуклеотидазы во фракции к удельной активности в исходном гомогенате. В режиме обработ-
ки 105 000 g в течение 2 ч при расчете распределения белка и 5 '-нуклеотидазы осадок па дне цент-
рифужной пробир ки пе учитывали. 
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Т а б л и ц а 2 
Ферментативная активность и содержание РНК во фракциях, получаемых при выделении ИМ и 

жировой ткани крыс (п= 3) 

Р е ж и м о б р а б о т к и Ф р а к ц и я 

5 ' - н у к л е о -
т и д а з а Г - 6 - Ф 

С Д Г , и м о л ь 
в о с с т а н о в -

л е н н о г о ин-
д о ф е н о л а за 

1 мин на 
1 мг б е л к а 

Р Н К - м к г на 
1 мг белка 

Р е ж и м о б р а б о т к и Ф р а к ц и я 
м к м о л ь Ф ^ за 1 ч на 1 мг 

белка 

С Д Г , и м о л ь 
в о с с т а н о в -

л е н н о г о ин-
д о ф е н о л а за 

1 мин на 
1 мг б е л к а 

Р Н К - м к г на 
1 мг белка 

1000 g Гомогеиат 1 ,08±0 ,15 2 , 2 4 ± 0 , 4 9 18,4=Ь 1,5 14,5=Ь 1,5 
25 000 g, 20 мин Осадок (грубые мем-

18,4=Ь 1,5 

браны) 4 , 2 4 ± 0 , 7 8 0 , 5 4 ± 0 , l 1 18 ,9± 1,2 9 , 8 ± 0 , 3 
Супериатант 0 , 7 4 ± 0 , 1 1 1 ,72±0 ,28 — 12 ,0±0 ,9 

105 000 g, 2 ч № 1. 33—44% сахаро-
1 ,72±0 ,28 

за 1 , 9 5 ± 0 , 6 5 0 , 4 6 ± 0 , 1 4 4 2 , 8 ± 2 , 4 8 , 3 ± 1 , 1 
№ 2. 22 -33% сахаро-

за 12 ,25±2 ,25 0,76dh0,16 6 , 3 ± 1 , 0 7 , 5 ± 0 , 8 
№ 3. Трис-буфер — 

22% сахароза 2 , 4 6 ± 1 , 3 0 1 ,8±0 ,24 — 35 ,0±5 ,0 ' 

белка, тогда как в препаратах ПМ, по-
лученных Маккилом и Джареттом, 
эта величина составила 23 ,9±1 ,5 мкг 
на I мг белка [ И ] . В работе [1] Р Н К 
во фракции ПМ не была обнаружена, 
на основании чего авторы делают вы-
вод об отсутствии микросомных при-
месей в указанном препарате. 

Учитывая биохимическую гетероген-
ность ЭС, наряду с содержанием во 
фракциях Р Н К мы определили удель-
ную активность другого микросомного 
маркера — Г-6-Ф. Как видно из 
табл. 2, основная часть микросом пос-
ле центрифугирования при 25 000 g 
остается в надосадочной жидкости. 
В процессе центрифугирования в гра-
диенте плотности сахарозы образуют-
ся 3 основные фракции: митохондри-
альная (р== 1,14—1,20 г/см3) фракции 
ПМ (р = 1,10—1,14 г/см3) и микросом-
ная (р<1 ,10 г/см3). 

Выход ПМ из обработанных колла-
геназой жировых клеток составлял 
1,0—1,5 мг белка ПМ из 20—25 мг 
белка гомогената [11] и 400 мкг бел-
ка Г1М из 25 мг гомогената [4]. С по-
мощью описанного здесь метода мы 
получали 600 -800 мкг белка ПМ из 
20—25 мг гомогената. Количество 
мембран, которое может быть полу-
чено за один опыт, составляет 4—5 мг, 
что значительно превышает общий вы-
ход ПМ при использовании метода, 
предложенного Ю. В. Бездробным 
[1] , — 448 мкг. 

Таким образом, описанный метод 
позволяет без применения коллагена-
зы получить с высоким выходом ПМ 
жировых клеток, характеризующиеся 
высокой активностью 5'-нуклеотидазы 

и содержащие незначительные приме-
си митохондрий и элементов ЭС. 
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A M E T H O D FOR ISOLATION O F PLASMATIC 
M E M B R A N E S FROM RAT A D I P O S E T I S S U E 

W I T H O U T C O L L A G E N A S E T R E A T M E N T 

G. G. Ye gut kin 

Depar tment of Geronto logy , Acadcmy of Scien-
ces of the Byeloruss ian SSR, Minsk 

A rapid procedure has been described for 
p repara t ion of a relat ively pure f ract ion of plas-
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mat ic membranes from adipose t issue wi thout 
t r ea tmen t with eol lagenase . Gent le homogeniza -
tion of rat f a t ty t issue in a buffered sucrose so-
lution yielded membrane f rac t ions that could be 
separa ted from the bulk of c o n t a m i n a t i n g mito-
chondr ia and microsomes by a series of diffe-

rent ia l and isopycnic cen t r i fuga t ions . The pre-
para t ion obta ined w a s enriched 12-fold with 
5 ' -nucleot idase as compared with the initial ho-
mogena t e and conta ined minimal con t amina t i ons 
with mitochondria or e lements of endoplasmic 
ret iculum. 

Р Е Ц Е Н З И Я 

УД К 616.853-092:616.831 -008.9(049.32) 

К. И. П о г о д а е в. Эпилептология и пато-
химия мозга. — М.: Медицина, 1986. — 288 с. 

Широкое распространение, тяжелое течение 
и сложности, возникающие при лечении эпилеп-
сии, определяют необходимость совершенство-
вания ее терапии и диагностики на основе со-
временных 'представлений о патохимии данного 
заболевания. Именно этому и посвящена рецен-
зируемая монография, состоящая из 5 глав. 
Содержание их следующее: биохимия мозга 
при судорогах, химические основы эпилептиче-
ской активности, биоэнергетика и мембраны 
нейронов при эпилептогенезе, эксперименталь-
ное биохимическое обоснование терапии, тео-
рия патологии эпилепсии. 

Книга подводит итог многолетнему изуче-
нию патохимии экспериментальной эпилепсии, 
в результате которого автором, его учениками 
и сотрудниками получены (приоритетные дан-
ные. Обнаружены нарушения энергетического и 
белкового обмена в тканях мозга животных 
при эпилептогенезе, объясняющие судорожную 
активность. Выявлены молекулярные основы 
э кол е р и м е н т а л ь ной э п иле псии п р е и м у ществ ен и о 
на уровне митохондрий и плазматических 
мембран нейроглиального комплекса, где нару-
шается взаимосвязь между интермедиа риым 
метаболизмом и энергетическим его обеспече-
нием из-за ухудшения сопряжения окислитель-
ного фосфорилировапия с тканевым дыханием. 
Это сопровождается специфическими для эпи-
лептогеиеза изменениями энергетического, бел-
кового, медиаториого обмена и обмена шотен-
циалобразующих ионов на сопрягающих и 
плазматических мембранах нейроглиального 
комплекса. В итоге возникают изменения био-
электрохимических мембранных потенциалов 
эпилептических нейронов, обеспечивающих ха-
рактерные д л я эпилептических разрядов элект-
рофизиологические феномены. Указанные изме-
нения однозначны и не зависят от природы 
эпилептогеимого агента, вида животного и изу-
чаемого отдела головного мозга. При стойкой 
эпилептической активности описанные явления 
усиливаются. Устойчивость эпилептической су-
дорожной активности обусловлена не только 
предрасположенностью к эпилепсии и постоян-
ным действием зпилептогеииых факторов, но и 
самим злилептотенезом, самозакреплением и 
развитием эпилептического процесса на всех 
уровнях Ц Н С . Однако базисным является ией-
роиальный уровень с характерными физико-хи-
мическими, биохимическими и ультраструктур-
ными изменениями, благодаря которым эпилеп-
тический процесс становится хроническим. По-

казано, что эпилептическая активность разного 
генеза формируется на основе пароксизмалыю-
го возбуждения, возникающего в результате 
действия различных эпилептогенных факторов 
на нейроглиальный комплекс. 

В книге обобщаются данные о разных уров-
нях регуляции энергетического, белкового, ме-
диаториого и ионного обмена головного мозга 
животных при эпилепсии. Патохимия эпилепти-
зируемого мозга рассматривается с учетом ря-
да новых сведений о физиологии, морфологии 
ЦНС, современных представлений о гомеостазе, 
электрохимических свойств биомембран, моле-
кулярно-биохимических основах жизнедеятель-
ности' нервных клеток и их субклеточных орга-
нелл. В эксперименте разработана биохимиче-
ски обоснованная поэтапная метаболическая 
внутриутробная профилактика и терапия анте-
натальной патологии с предрасположенностью 
к эпилепсии. Разработана и начала применять-
ся в клинике новая, комбинированная, патоге-
нетически обусловленная противосудорожная 
терапия, основанная на коррекции нарушенно-
го метаболизма в головном мозге больных эпи-
лепсией. 

Выдвигаемые в монографии положения по 
этиологии, патогенезу и терапии эпилепсии в 
известной мере подтверждаются лечебной 
практикой. Автор логично развивает представ-
ления о роли метаболизма митохондрий, плаз-
матической и митохоидриальпой мембран, энер-
готранспортной системы нейрон — глиои — 
миоцит (Н — Г — М) гладких мышц артериол 
(эффекторов) в епилептогенезе и его купиро-
вании. Детально рассматриваются физико-хи-
мические основы процесса зарядки и разрядки 
эпилептических нейронов как самого существен-
ного явления при эпилепсии. Описываются воз-
можные механизмы действия противосудорож-
ных средств. Обосновывается ведущая роль 
эндогенных факторов в этиологии и патогенезе 
изучаемой патологии. Высказывается мнение о 
единой метаболической причине и возможной 
роли церебральных митохондрий в наследствен-
но обусловленной предрасположенности к эпи-
лепсии. 

У автора сложилось новое 'представление об 
эпилептогенезе и лечении эпилепсии. Эпилеп-
сия, по К. И. Погодаеву, — хроническое, моно-
этиологическое, метаболически обусловленное 
заболевание головного мозга, характеризую-
щееся специфической эпилептической актив-
ностью избирательно расположенных морфо-
фуикциоиальиых микроструктур нейроглиально-
го комплекса, метаболически связанных через 
астроциты с микроциркуляторной системой, 
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беспечивающей локальное, адекватное метабо-
нзму кровоснабжение ткани мозга. Следова-
ельно, по данному определению этиологически-

ми факторами эпилепсии служат метаболиты с 
пилептогенным эффектом, например ионы ам-

мония, калия, «среднемолекулирные» полипеп-
ч иды (3—5 к Д ) . Они накапливаются в ответ на 

оздействие разнообразных факторов внешней 
внутренней среды в тканях мозга в связи с 

усиленным иротеолизом, который, по данным 
автора, имеет место при пароксизмальном воз-
буждении. При этом метаболическая в своей 
основе причина влияет на уровни митохондрий, 
плазматических мембран пароксизмальной мор-
шофуикциоиальной системы Н — Г — М и ее 
фрагментов, которые, по представлению автора, 
д *тс р м и 11 и р у ют э п и л е п т и ч ее к у ю а к т и в н ость. 

Эпилепсия, по К. И. Погодаеву, является 
п )липатогенетическим заболеванием со слож-
ном механизмом, разнообразными судорожны-
ми и безеудорожиыми пароксизмами, эмоцио-
нальными и психическими расстройствами. По-
лппатогеиез эпилепсии обусловливается разно-
образной по интенсивности и экстенсивности 
эпилептической активностью, динамической ло-
кализацией в головном мозге пароксизмальной 
системы Н — Г — М и ее фрагментов разной 
степени сложности и эпилептической активно-
сти, с которыми и связана диффузная и очаго-
вая эпилепсия. 

Рецензируемая книга не лишена . недостат-
ков. Р я д разделов написан излишне подробно. 

Представления об эпилепсии как о моно-
этиологическом, но 'полипатогенетическом забо-
левании интересны, но отнюдь не бесспорны. 
Накопленные к настоящему времени факты по-
казывают, что в происхождении эпилепсии иг-
рают роль расстройства генерации АТФ и из-
менение баланса иигибиторных и возбуждаю-
щих интермедиатов, конвергирующих на крити-
ческий элемент конечного общего звена, ответ-
ственного за развитие эпилептической активно-
сти. Этим звеном является обмен ионов, в част-
ности энергозависимый калий-натриевый насос. 
Указанные нарушения метаболизма сами явля-
ются следствием генетических или различных 
патогенных экзогенных воздействий и могут 
рассматриваться как первые звенья в патогене-
зе заболевания, но не как его этиология. Вме-
сте с тем эти представления показывают опре-
делённый пробел в монографии — отсутствие 
современных исчерпывающих данных о наруше-
ниях при эпилепсии обмена возбуждающих и 
тормозных интермедиатов и соответственно об 
изменениях в системе вторичных месенджеров. 

Предложенные автором методы антенаталь-
ной профилактики эпилепсии, хотя и обосно-

ванные теоретически по результатам биохими-
ческих исследований, могут получить подтверж-
дение только на клиническом материале. Что 
касается рекомендации использовать с лечебной 
целью при эпилепсии средства, стимулирующие 
синтез АТФ, то такие попытки делались клини-
цистами еще в 50—60-х годах, однако призиа-
11 ы н е э ф ф е к т и в и ы м и. 

К сожалению, в книге не всегда указаны 
авторы и принципы использованных методов. 
Иногда это приводит к недоразумению. Так, на 
с. 46 указано, что содержание АТФ в коре го-
ловного мозга равно 4,4 мг/100 г. В действи-
тельности оно в десятки раз выше. Уровню 
4,4 мг/100 г соответствует количество лабиль-
ного фосфора АТФ, а не самого АТФ. В 'послед-
ние годы энзимными, хроматографическими и 
другими методами определяют общее содержа-
ние АТФ, а не лабильный фосфор АТФ. 

Иногда текст не соответствует данным таб-
лиц. Например, па с. 57 указывается, что в бел-
ке митохондриальной фракции головного мозга 
крыс при судорогах заметно снижается содер-
жание серима и повышается количество изолей-
цина и других гидрофобных аминокислот и 
приводится ссылка на табл. 12. Однако, по 
данным этой таблицы, уровень серима не сни-
жается , а достоверно увеличивается в несколь-
ко раз, а содержание изолейцииа уменьшается 
в несколько раз, хотя количество других гид-
рофобных аминокислот действительно повыша-
ется. 

Есть замечания редакторского плана. 
В частности, следовало заменить мкМ на 1 г 
ткани и пМ на 1 мг белка (с. 33, 58, 159 и др.) 
на рекомендуемые по системе СИ мкмоль на 
1 г ткани, пмоль на 1 мг белка. Соглас-
но современным номенклатурным правилам 
И Ю П А К , следовало отделить символ изотопной 
метки аминокислот квадратными скобками с 
массовым числом в левом верхнем индексе: 
[3Н] -лизин, [14С] -валин. 

Имеются опечатки. Например, содержание 
остаточного азота в коре головного мозга не 
0,179 мг/100 г (с. 27), а на три порядка выше; 
концентрация калия в митохондриях не 100 М 
(с. 159) и не Ю М (с. 158), а около 100 мМ. 

Высказанные замечания не снижают в це-
лом положительную оценку рецензируемой мо-
нографии, которая окажется полезной биохими-
кам, патологам и клиницистам, в круг интере-
сов которых входят проблемы биохимии и па-
тохимии нервной системы. 
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