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Исследование белков плазмы кро-
ви, связывающих липиды и осущест-
вляющих их транспорт между биопо-
верхностями, пр и вл екает вним а мне 
многих исследователей. Наиболее рас-
пространенным объектом изучения яв-
ляются апопротеины липопротеинов 
( Л П ) , ответственных за многие про-
цессы (как в норме, так и при пато-
логии) в организме животного и чело-
века, в том числе и за развитие ате-
росклеротического повреждения сосу-
дов [1, 31]. Несмотря на значитель-
ные успехи в изучении структуры и 
функции Л П плазмы, детальное ис-
следование этих вопросов затруднено 
тем, что многие компоненты Л П нахо-
дятся в динамическом равновесии 
как между отдельными их классами, 
так и с клеткой. Получены данные 
[45, 53], подтверждающие, что бы-
строму обмену подвергаются липиды, 
содержащие полярные группы — ево-
бодные жирные кислоты, моноацил-
фосфолипиды (лизолецитии) и иеэте-
рифицированный холестерин. Особен-
но много работ по изучению транспор-
та последнего между Л П и клеткой и 
между Л П отдельных классов [22, 
531. Некоторые авторы полагают, что 
механизм такого перехода, часто на-
зываемого в литературе физико-хими-
ческим обменом, связан с происходя-
щими в процессе циркуляции в кровя-
ном русле столкновениями («colli-
sion») мембранных структур с воз-
м о ж но й д и ф ф у з и Е й л и п и д Н Ы Х ко м п о -
нентв [52]. Однако в последнее вре-
мя большинство исследователей схо-
дятся в том, что этот обмен осущест-
вляется через водную фазу — сыворот-
ку крови [41]. Несмотря на низкую 
водную растворимость (10~6— 10 8 М 
[41]) и поэтому низкую концентрацию 
в сыворотке, не регистрируемую с по-
мощью обычных анализаторов, боль-
шой объем циркулирующей крови 
обусловливает в целом переход через 

сыворотку значительных количеств не-
этерифицированного холестерина [3]. 
При этом лимитирующей скорость ста-
дией является выход молекулы липида 
в водную фазу. Установлено [431, что 
р а зл ичи ые фосфол и п ид ы — фосф а -
т ид ил х о л и н, ф о с ф а т ид и л эт а и о л а м и 11, 
фосфатидил серии, фосфатид ил глице-
рин— с разным жирно-кислотным сос-
тавом также могут подвергаться тран-
спорту через водную фазу, что было 
показано с помощью флюоресцентно-
мечен ы х п и рен соде рж а щих фосфол и -
пидов. Авторы [43] отмечают низкую 
скорость и высокую энергию активации 
этого т р а н с п о р т а - - 2 3 — 2 6 ккал/моль 
(в зависимости от гидрофоб ноет и фос-
фол и пидов) . 

Еще более затруднен транспорт не-
полярных липидов — эфиров холесте-
рина и триглицеридов, локализующих-
ся в ядре ЛП. Спонтанный выход их 
в водную фазу, затрудненный необхо-
димостью преодоления поверхностного 
фосфол ип идного монослоя, невозм о-
жен из-за высокого энергетического 
барьера. Однако, несмотря на это, в 
общей схеме метаболизма Л П [1, 14, 
50] существуют стадии, связанные с 
транспортом всех указа и иы х липидов 
между ЛП различных классов. Это 
переход фосфолипидов и частично три-
глицеридов от липопротеинов очень 
низкой плотности ( Л П О Н П ) к ли-
попротеинам высокой плотности 
( Л П В П ) , а также обратный транспорт 
эфиров холестерина. 

Как же осуществляется такой тран-
спорт? Естественно, что он может про-
исходить только при участии каких-
либо белков-переносчиков. В плазме 
к р о в и о с н о в н ы е л и п и д т р а н с п о р т н ы е 
функции несут апопротеины. Однако 
транспорт липидов между Л П отдель-
ных классов в процессе их трансфор-
мации осу щ е с т в л 5I е т с я, к а к показ а и о 
серией работ последних лет из ряда 
л а б о рато р и й, д р у г и м и с п е ц и ф и ч е с к и м и 
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белками, присутствующими в плазме 
крови после удаления всех ЛП в плот-
ности выше 1,21 г/мл. Существование 
такого транспорта впервые предсказал 
около двух десятилетий назад один из 
крупнейших специалистов в области 
изучения липопротеинов плазмы кро-
ви А. Николе [49]. Наблюдая транс-
порт эфиров холестерина от Л П В П к 
Л Н О Н П , он высказал предположение, 
что такой переход — в обмен на три-
глицериды — может обеспечиваться 
специальными транспортными белка-
ми, отличающимися от апопротеинов. 
Спустя десятилетие Зильверсмитом 
впервые было показано присутствие в 
плазме крови кролика во фракции с 
плотностью более 1,25 г/мл специфиче-
ского белкового фактора, осуществля-
ющего обмен эфиров холестерина 
между Л П низкой плотности ( Л П Н П ) 
и Л П О Н П [70]. Подобный белковый 
фактор, катализирующий обратимый 
переход меченых эфиров холестерина 
между Л П Н П и Л П В П , обнаружен и 
в плазме крови человека, в то время 
как у крыс оп отсутствовал [9, 58]. 
На основании того, что в опытах по 
инкубации Л П с плазмой общая масса 
эфиров холестерина в каждом классе 
Л П не менялась, а наблюдалось толь-
ко перераспределение радиоактивно-
сти, авторы пришли к выводу о равно-
весном характере транспорта эфиров 
холестерина, осуществляемого белко-
вым фактором. 

Эти работы способствовали появле-
нию нового направления исследования 
Л П — в ы д е л е н и ю и изучению свойств 
липидпереносящих белков плазмы 
крови. 

Следует отметить, что к этому вре-
мени в литературе была накоплена 
значительная информация о липидпе-
реносящих белках печени. В ряде ла-
бораторий изучены и активно приме-
няются в модельных исследованиях 
специфические фосфол ипидпереиося-
щие белки цитозоля печени [68]; име-
ются данные о белке, способном свя-
зывать холестерин [22]. В то же вре-
мя изучение липидпереносящих бел-
ков плазмы крови внесло в литературу 
предета вл ен ие о белках, способн ых 
11 е р е нос и т ь гидрофобные, неполяр н ы е 
липиды — эфиры холестерина и три-
глицериды. 

В 1978 г. Патнек и соавт. выделили 
из плазмы крови человека в плотно-
сти выше 1,25 г/мл белок, катализиру-

ющий обмен эфиров холестерина меж-
ду Л П Н П и Л П В П [51]. Д л я его вы-
деления была применена комбинация 
хроматографических методов и уль-
тра ц е и т р и (|) у г и р о в а и и я с последующим 
отделением от лецитин-холестерин-
ацилтрасферазы (Л ХАТ) колоночной 
хроматографией на ДЭАЭ-целлюлозе. 
Выделенный белок отличался по всем 
характеристикам от апопротеинов и 
представлял собой гликопротеин с 
мол. массой 80 000 и изоэлектрической 
точкой 5,0. В опытах по одновремен-
ной инкубации этого белка и Л ХАТ 
с препаратами Л П было показано, 
что функциональная активность каж-
дого из указанных белков не зависит 
от присутствия другого. Исходя из об-
ратимости обмена, катализируемого 
«эфир холестерина-переносящим 
(ЭХП) белком», авторы разработали 
метод определения его активности в 
плазме, основанный на транспорте ме-
ченых эфиров холестерина от Л П Н П к 
Л П В П [51]. 

Попытки выделить и охарактеризо-
вать ЭХП-белок с помощью комбина-
ции различных видов хроматографии 
предприняли многие исследователи, 
причем если результаты работ до 
1982 г. были весьма противоречивы и 
включали широкий спектр данных о 
его молекулярной массе — от 35 000 
до 150 000 [9, 13, 34], то в последние 
годы появились более четкие данные 
о существовании в плазме крови двух 
отдельных липидтранспортиых белков: 
ЛТБ-1 и ЛТБ-2 с мол. массой 63 000— 
69 000 и 55 000—58 000. Они близки 
по свойствам, так как элюируются 
совместно при всех видах хроматогра-
фии, кроме гепарин-сефарозы, и даже 
соосаждаются при иммунопреципита-
ции с антисывороткой к ЛТБ-1 [6]. 
Оба белка катализируют перенос эфи-
ров холестерина | 7 | , в то время как, 
по другим данным, ЛТБ-2 переносит 
другие липиды и только белок с боль-
шей мол. массой обладает ЭХП-актив-
ностыо [7, 65]. 

Противоречивыми были также дан-
ные в вопросе о том, какой же про-
цесс катализирует этот белок (или 
белки) — молекулярный обмен или 
направленный транспорт. В ранних 
работах отмечался обратимый обмен 
эфиров холестерина между Л П [9, 13, 
42, 51]. В то же время наблюдался 
неравновесный характер обмена с пре-
и м у ществе н н ы м т р а н с п ортом от 
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Л П В П к другим классам Л П [13, 42]. 
Были продемонстрированы максималь-
ная скорость переноса в этом направ-
лении [42], а также различный харак-
тер ее зависимости от концентрации 
р а з л и ч пых Л П: п о в ы ш е и и е у р о в и я 
Л П Н П у в е л и ч и в а л о, а Л П В11 — 
уменьшало транспорт [13]. Это указы-
вало на роль Л П В П как основного 
донора эфиров холестерина для ЭХП-
белка. 

В последующих работах [11, 15, 19, 
48] основное внимание уделяется 
транспорту эфиров холестерина с уча-
стием ЭХП-белка от Л П В П к апо-В-
содержащим ЛП, что соответствует 
естествен но м у п ути м ета бол из м а Л11. 
Показано, что преимущественным ак-
цептором эфиров холестерина при 
этом 5i вляются Л ПОП П [11, 48]. 
В этой фракции наряду с увеличени-
ем в процессе инкубации радиоактив-
ности вследствие переноса меченых 
эфиров холестерина наблюдался так-
же и транепорт их общей массы [ 55]. 

По мнению Бартера [15], это со-
пряжено с максимальной скоростью 
катаболизма Л П О Н П , вдвое превыша-
ющей скорость транспорта эфиров хо-
лестерина, вследствие чего равновесие 
не успевает установиться. Подобное 
явление наблюдали Пестель и Риар-
дон, вводя добровольцам внутривенно 
Л П В П , содержащие меченые эфиры 
холестерина [48]. 

Особое внимание уделялось в лите-
ратуре вопросу о взаимоотношении 
ЭХП-белка и фермента Л ХАТ в плаз-
ме крови. Несмотря на самостоятель-
ную функциональную активность этих 
белков [51], близкие величины скоро-
стей катализируемых ими процессов 
[42, 48] указывают на их возможную 
сопряженность. Было предположено, 
что Л ХАТ и липидпереносящие белки 
могут существовать в плазме крови в 
виде малоустойчивого комплекса, 
функционирующего в липидиом гомео-
стазе [36]. По данным Филдинг и со-
авт. | 2 5 | , в него входят в стехиометри-
ческом отношении 2 : 1 : 1 Л ХАТ, апо-
протеин А[ и белок, переносящий эфи-
ры холестерина, по мнению авторов, 
апопротеии D. Согласно гипотетиче-
ской схеме Бартера [15], физиологиче-
ски активный комплекс может in vivo 
взаимодействовать со всеми классами 
ЛП, осуществляя этерификацию холе-
стерина, в отличие от показанной 
Филдингом in vitro специфичности к 

ЛI IВ П з дл я в ы д ел е и ных п р е п а р а то i * 
ЛХАТ [23]. Д л я взаимодействия с 
этерифицирующим комплексом суще-
ственную роль играет частота столкно-
вений с ЛП, максимальная для наибо-
лее мелких Л П В П з [15, 17]. Поэтому в 
отсутствие ЭХП-белка большая часть 
эфиров холестерина остается в Л П В П . 
ЭХГ1-белок способствует их рас и ре де-
лению между классами ЛП с образо-
ванием другого, короткожи вущего 
комплекса с ЛП [55], особенно с 
Л П В П [51]. В его возникновении су-
щественную роль играет кривизна по-
верхности фосфолипидного монослоя 
Л П В П 3 , обусловливающая особую 
конфор м а ци ю фосфол и 11 ид н ы х пол я р -
ных головок [5], что может сиособ-
ствовать проникновению ЭХП-белка в 
ядро ЛП-глобулы для захвата эфиров 
холестерина [20]. Необходимость фос-
фолипидного бислоя для функциониро-
в а и и я ЭХ П - б ел к а л р оде монет р и р о в а н а 
при изучении транспорта эфиров хо-
лестерина от лецитиновых везикул к 
Л П В П [39]. 

Существенным при изучении ЭХП-
белка плазмы крови является вопрос 
о возможной идентичности его с дру-
гим белком — апопротеином D, минор-
ным белком Л П В П , также способству-
ю щ и м п е р е носу э ф и р о в х о л есте р и 11 а 
из Л П В П [46]. Хотя молекулярная 
масса апопротеииа I) (22 000) значи-
тельно ниже, чем ЭХП-белка (от 
35 000 до 150 000 [11, 13, 15, 55, 56] ) , 
тем не менее нельзя было исключить 
того, что последний мог быть ассоциа-
том нескольких молекул ano-D. Четкий 
ответ на этот вопрос дан авторами 
[46], которым удалось путем комби-
нации ряда хроматографических про-
цедур разделить эти два белка. Ос-
новной пик ЭХП-активиости при хро-
матографии на КМ-целлюлозе (рис. 1) 
не совпадает ни с пиком элюции об-
щего белка, измеренного по поглоще-
нию при 280 нм, ни с фракциями,, 
взаимодействующими со специфиче-
ской антисывороткой к апопротеину I). 
При этом, как видно из рис. 1, а, 
фракция ano-D также обладала не-
з н а ч и те л ь но й ЭХ П - а кт и в 11 ост ыо, одна-
ко это было обусловлено не свойства-
ми самого ano-D, а лишь примесями 
остатка ЭХП-белка (см. рис. 1 , 6 ) , 
так как при осаждении апопротеина I) 
с п е ц и ф и ч е с ко й а н т и с ы в о р о т кой ЭХ П -
активность фракции сохранялась. Та-
ким образом, было доказано, что ЭХП-
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Рис. I. Идентификация бслка-псреыосчика эфи-
ром холестерина и апопротеина D [46;]. 

а — п р о ф и л ь э л ю ц и и при х р о м а т о г р а ф и и на К М - ц е л -
л ю л о з е . / о п т и ч е с к а я п л о т н о с т ь при 280 им; 2 — 
Э Х П - а к т и в и о с т ь . Ш т р и х о в к о й п о к а з а н ы ф р а к ц и и , р е а -
г и р у ю щ и е с а н т и с ы в о р о т к о й к а п о п р о т е и н у D; б — 
с о х р а н е н и е Э Х П - а к т и в н о с т и этой ф р а к ц и и при д о б а в -
л е н и и с п е ц и ф и ч е с к о й а н т и с ы в о р о т к и к а п о п р о т е и -

ну D. 

белок не идентичен апопротеину D. 
Не исключено, что в описанном ранее 
124, 25] каталитическом комплексе 
присутствовал также ЭХП-белок. Объ-
единение его с ЛХАТ и апопротеином 
А| или Л П В П [38] в такой малоустой-
чивый, короткоживущий комплекс со-
здает, по всей вероятности, условия 
для сопряжения процессов акцепции 
холестерина с помощью Л П В П , этери-
фикации его и последующего транс-
порта образовавшихся эфиров холе-
стерина к апо-В-содержащим Л П [7]. 
В то же время данные исследователей 
[24, 25], идентифицировавших в соста-
в е т р а н с п о р т н о - т р а н с ф е р а з н о г о ком-
плекса именно апопротеин D, все же 
не позволяют исключить роль этого 
белка в этерификации холестерина и 
распределении образовавшихся эфи-
ров между Л П . Возможно, что апо-
протеин D, не обладающий сам по се-
бе ЭХП-активностыо | 4 6 | , может 
обеспечивать таковую для специфиче-
ского белка, способствуя «узнаванию» 
и о б ъ е д и и е н и I о в р е а к ц и о и н о с п о с о б -
ный комплекс растворимых компонен-
тов плазмы крови. 

Существование этого комплекса со-
здает, по всей вероятности, условия 
для такого специфического процесса, 
как извлечение с помощью ЭХП-белка 
гидрофобных молекул эфиров холесте-
рин;! из «ядра» Л П В П I 1, 20, 33]. По-
казано, что транспорту подвергаются 

именно эти, «внутренние» эфиры хо-
лестерина, а не вновь образованные с 
п о м о щ ь ю ЛХАТ на поверхност и 
Л П В П и «11 е ус пе вшие » по гр у з итьс я в 
ядро [33]. Об этом свидетельствовали 
опыты по преинкубации плазмы крови 
с ЛI IОНII в присутствии ингибитора 
ЛХАТ. После снятия иигибирования 
активность ЛХАТ повышалась в боль-
шей степени, чем при непосредствен-
ном добавлении Л И О Н П. Авторы за-
ключили, что в течение преинкубации 
часть эфиров холестерина Л П В П 
транспортировалась с помощью ЭХП-
белка к Л ПОМП, освобождая места 
для новых молекул, образующихся 
при реакции ЛХАТ. Если же ЭХП-бе-
лок удалял бы из Л П В П вновь обра-
зованные эфиры холестерина, то до-
бавление Л П О Н П и без преинкубации 
оказывало бы такое же активирующее 
действие [33]. 

Взаимодействие ЭХП-белка с раз-
личными классами Л П отражено в 
математической модели [16] (рис. 2), 
согласно которой с Л П В П связано 
вдвое больше, а с Л П О Н П в 3 раза 
меньше ЭХП-белка по сравнению с 
его долей в свободном состоянии. При 
этом вероятность захвата эфиров хо-
лестерина с Л П В П , Л П Н П и Л П О Н П 
относится как 2 8 , 9 : 4 , 7 : 1 . Захвачен-
ные ЭХП-белком молекулы эфиров 
холестерина могут быть затем внедре-
ны в другую ЛП-частицу как другого, 
так и того же класса Л П или возвра-
щены в ту же ЛП-частицу. Таким об-
разом, ЭХП-белок обеспечивает рав-
новесие эфиров холестерина не толь-
ко между различными классами Л П , 

Рис. 2. Математическая модель взаимодейст-
вия ЭХП-белка с различными классами лиио-

протсинов [15]. 
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но и между отдельными ЛП-частица-
ми внутри каждого класса [16], на ос-
нове чего было предположено его уча-
стие в превращении Л П В П 3 в более 
легкие подфракции Л П В П [16, 29]. 
Об этом свидетельствовало повышен-
ное образование легких фракций 
Л П В П при добавлении к инкубируе-
мым in vitro Л П В П лишенной Л П 
кроличьей плазмы в качестве источни-
ка ЭХП-белка [14]. Наряду с этим 
Hopkins и соавт. [35] наблюдали об-
разование дискретной популяции ча-
стиц Л П В П , в том числе еще более 
мелких, чем Л П В П 3 (3,7—3,8 нм), 
содержавших главным образом белки 
и фосфолипиды. 

Возможно, это были частицы 
ЛГ1ВП3, отдавшие весь этерифициро-
ванный холестерин, что авторы объяс-
нили совместным действием ЛХАТ и 
ЭХП-белка. В то же время Rye и Bar-
ter [56, 57] сообщили о присутствии 
в плазме крови человека [56], а за-
тем и частичной очистке [57] другого 
специального белка, названного ими 
«Л П В11 -п ревращающи м фа ктором ». 
По их мнению, только он ответствен 
за превращение Л П В П 3 во фракции с 
плотностью ЛПВПг, и ни ЭХП-белок, 
ни ЛХАТ, ни липопротеинлипаза в 
этом процессе не участвуют, что не-
сколько неожиданно в свете представ-
лений о роли указанных ферментов в 
метаболизме Л П [1, 4, 50]. Предпо-
ложение Rye и Barter [57] опровер-
гается данными Knipping и соавт., 
добавлявших к инкубируемой плазме 
свиньи в различных сочетаниях и в 
отдельности все указанные компонен-
ты и показавших, что для превраще-
ния Л П В П во фракцию, аналогичную 
Л П BI12, необходимо присутствие 
ЛХАТ, ЭХП-белка и частиц, богатых 
триглицеридами. Присутствия допол-
н ител ьного п л а зм ен ного ф а кто р а эти 
авторы не обнаружили [40]. Добавле-
ние же одного ЭХП-белка вызывает-
только слабый сдвиг плотности до 
ЛПВПга- Эти данные являются кос-
венным подтверждением необходимо-
сти ЭХП-белка в трансформации 
Л П В П . Взаимоотношение его в этом 
процессе с «превращающим фактором» 
[56, 57], по всей вероятности, может 
получить объяснение в дальнейшем. 

В работах других авторов [14, 28] 
была показана корреляция между ак-
тивностью ЭХП-белка плазмы крови 
различных животных (кролик, свинья, 

крыса) и человека и их восприимчи-
востью к атеросклерозу, максималь-
ной — у кролика, минимальной — у 
крысы. С другой стороны, восприимчи-
вость к атеросклерозу в этом ряду жи-
вотных находилась в обратной корре-
ляции с уровнем у них антиатероген-
ных Л П — Л П В П . На этом основании 
авторы сделали предположение, что 
активность ЭХП-белка в сочетании с 
концентрацией Л П О Н П как акцептора 
эфиров холестерина может быть су-
щественной для общего уровня Л П В П 
в плазме [28]. Действительно, повы-
шение хотя бы одного из этих факто-
ров может активизировать отток эте-
рифицированного холестерина из 
Л П В П , снижая относительную долю 
холестерина этой фракции в плазме 
крови. 

Примером сказанного может слу-
жить состояние системы Л П плазмы 
у кролика, где низкая концентрация 
Л П В П сопряжена со значительной ак-
тивностью ЭХП-белка. При алимен-
тарном атеросклерозе она еще более 
повышена [59], к тому же происходит 
и резкое увеличение концентрации ак-
цептор ных ч астиц — Л П ОН П, что в 
целом должно резко активировать об-
щий транспорт эфиров холестерина из 
Л П В П ; действительно, уровень холе-
стерина Л П В П в этом случае крайне 
низок [60]. Сходное явление недавно 
обнаружено у больных с гиперлипо-
протеинемией, сопряженной с повыше-
нием ЭХП-активности [27]. 

Противоположным примером явля-
ется гипер-а-липопротеинемия, сопря-
женная у человека с низким уров-
нем акцептора эфиров холестерина 
( Л П О Н П ) , а у крысы — с отсутствием 
ЭХП-белка [10, 12, 14]. В обоих слу-
чаях удаление эфиров холестерина из 
Л П В П ослаблено, и происходит на-
копление этих Л П в плазме. 

Таким образом, известный факт об-
ратной корреляции между концентра-
цией Л П В П и богатых триглицерида-
ми Л П находит объяснение также и с 
позиций, рассматривающих транспорт 
э ф и р о в хо л есте р и на, к а т а л из у е м ы й 
б е л ко м - п ер е и о с ч и ко м. 

Изучение видовых различий актив-
ности ЭХП-белка у животных 16 ви-
дов подтвердило отмеченную выше 
тенденцию к взаимосвязи ЭХП-акгив-
ности с уровнем Л П В П в плазме и 
чувствительностью к возникновению 
атеросклероза [28]. При этом ЭХП-
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активность коррелировала с концент-
рацией эфиров холестерина только 
фракции Л П О Н П. П р и в е д е н н ы е ре-
зультаты согласуются с данными, по-
лученными недавно той же группой 
авторов [30], вводивших крысам экзо-
генный ЭХП-белок. При этом наблю-
далось увеличение концентрации эфи-
ров холестерина в Л П О Н П наряду с 
потерей больших, богатых эфира ми 
холестерина и апопротеином Е частиц 
Л11В П1 [30]. В свою очередь липолиз 
Л П О Н П липопротеинлипазой увеличи-
вает транспорт эфиров холестерина от 
Л П В П и Л П О Н П [66]. 

Возможную причину влияния актив-
ности ЭХП-белка на атерогенез Bar-
ter и соавт. [15] видят в том, что 
этот белок переносит большую часть 
эфиров холестерина в состав наиболее 
атерогенных Л П Н П . Именно в таком 
виде они взаимодействуют с тканями, 
в том числе и с сосудистой стенкой, 
способствуя ее поражению. Наряду с 
транспортом Л П Н П с участием апо-
В- и Е-рецепторов или по нерецептор-
ному пути [2] недавно отмечен и дру-
гой, ранее неизвестный путь проиик-
новен и я эф и ров хо лестер и и а, п роде-
мопс тр и ро в a I i н ы й на фи б р о бл а ст а х и 
культуре клеток сердца быка. При 
этом лигамдом для связывания эфиров 
холестерина с клеткой является лока-
лизующаяся на их поверхности липо-
протеинлипаза. Таким образом, этот 
белок наряду со своей известной и, 
по всей вероятности, основной функ-
цией — гидролизом триглицеридов 
Л П О Н П — о с у щ е с т в л я е т также транс-
порт в клетку эфиров холестерина 
Л П Н П и Л П О Н П [61]. 

Таким образом, ЭХП-белок плазмы 
крови в процессе атерогенеза несет 
как бы две противоположные функции 
на отдельных этапах метаболизма Л П. 
С одной стороны, он в сочетании с 
ЛХАТ освобождает от холестерина ча-
ст ицы Л П В П (в основном Л П В П 3 ) , 
способствует возобновлению и поддер-
жанию их холестерин-акцепторных 
свойств. Кроме этого, недавно были 
получены данные и о способности 
ЭХП-белка стимулировать выход хо-
лестерина не только из Л П В П , но и из 
интерстиция сосудов, особенно в при-
сутствии богатых триглицеридами ча-
стиц — «им гралипида» или Л П О Н П 
[62]. По мнению авторов, он может 
играть существенную роль в этом про-
цессе в норме и при патологии. Такая 

фу н к ци я Э ХП - бел ка также я в л ястся 
указанием на его возможное «антиате-
рогенное» значение. С другой стороны, 
активность этого белка сопряжена, как 
отмечалось выше, со снижением уров-
ня Л П В П . 

Следует отметить, что авторы в ра-
ботах по ЭХП-белку крайне осторожно 
касаются вопроса о его роли в атеро-
генезе. Так, Y.-S. Son на основе дан-
ных о повышении его активности при 
гиперлипопротеинемии у человека [27] 
и при экспериментальном атеросклеро-
зе [59] пишет, что «высокая липид-
транспортная активность в сочетании 
с гиперхолестеринемией может быть 
связана с атерогенезом [59]». В то же 
время Fielding и соавт. [26] отмечают 
отсутствие изменений общего транс-
порта эфиров холестерина в «гипер-
липемической» плазме. Остальные ав-
торы лишь констатируют наблюдае-
мые изменения в системе ЛИ плаз-
мы под влиянием ЭХП-белка и обсуж-
дают его роль в метаболизме Л П. Во-
прос о возможности участия ЭХП-бел-
ка как компонента этой системы в 
процессах, связанных с атерогенезом, 
получит, по-видимому, освещение в 
д а л ь не й ш и х и сс л е дов а н и я х. 

Наряду с транспортом эфиров холе-
стерина наблюдался также перенос 
других липидов: триглицеридов и фос-
фолипидов. Так, еще в первой работе 
Nichols по транспорту липидов между 
Л П отмечалось, что одновременно с 
транспортом эфиров холестерина от 
Л П В П к Л П О Н П происходит перенос 
массы триглицеридов в обратном на-
правлении [49]. При этом предполага-
лось, что обмен эфиров холестери-
на и триглицеридов между Л П В П и 
Л П О Н П носит эквимолекулярный ха-
рактер [49]. С этим трудно согласить-
ся в отношении транспорта указанных 
липидов in vivo, так как содержание 
триглицеридов в Л П В П , как известно, 
очень низко и составляет 4—5% [1], 
т. е. намного ниже, чем эфиров холе-
стерина в Л П О Н П . Такое противоре-
чие может быть связано с тем, что 
in vivo транспорт триглицеридов к 
Л П В П менее интенсивен. Другим объ-
яснением может быть то, что не все 
эфиры холестерина присутствуют в 
этой фракции в результате перехода 
из Л П В П с помощью белка-переносчи-
ка [55]. Это соответствует сообщению 
Barter и соавт. [10] о двух путях 
п о я в л е н и я э ф и р о в холестерина в 
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Л П О Н П : один из иих связан с их пе-
реходом из ЛПВ11; другой прямой 
путь, без участия Л П В П , состоит в 
непосредственной этерификации холе-
стерина в Л П О Н П . 

В этом случае обмен триглицеридов 
и эфиров холестерина действительно 
может быть эквимолекулярным. В ра-
боте Chajek и Fielding [19] был вы-
делен и частично охарактеризован бе-
лок с мол. массой 35 000, катализиру-
ю т и й э кв и м о л е кул я р 11 ы й т р а не п о рт 
этих липидов. Подтверждение того, 
что один и тот же белок плазмы крови 
обладает и ЭХП-, итриглицеридперено-
сящей (ТГП) активностью, получено 
и в ряде последующих работ [10, 12]. 
Этот бел о к >i в л я етс я г л и ко п роте ином 
с изоэлектрической точкой 9, кинетика 
его взаимодействия с Л П подобна та-
ково й ЭХП-белка. Возможность свя-
зывания его с Л П В П показана путем 
фракционирования на колонке с сефа-
дексом G-200; в присутствии Л П В П 
ТГП-активность вымывается двумя 
пиками, соответствующими белку в 
свободном и связанном с Л П В П со-
стоянии. В транспорте триглицеридов 
принимали участие не только Л П О Н П , 
но и Л П Н П : наблюдался обратимый 
транспорт три глицеридов ме лсд у 
Л П Н П и Л П О Н П [12], а также меж-
ду Л П Н П и Л П В П ; последний был 
пропорционален концент р ации Л П Н П 
[54]. JRajaram и соавт. [54] очистили 
в 500 раз ТГП-белок из плазмы крови 
кролика. По их данным, активная 
фракция содержала также гликопроте-
ин с изоэлектрической точкой 9, но с 
более высокой молекулярной массой: 
100 000—115 000. Несмотря на то что 
транспорт эфиров холестерина и три-
глицеридов осуIцествляется одним и 
тем же белком, эти два процесса не 
зависят друг от друга. Так, связыва-
ние сульфгидрильных групп ингибиру-
ет перенос триглицеридов белковым 
фактором, не влияя на транспорт эфи-
ров холестерина [32]. Кроме того, 
с ко р ост ь т р а не п о р т а тр и г л и це р идо в 
меньше, чем для эфиров холестерина 
[3], поэтому, по мнению Бартера [15], 
транспорт общей массы триглицеридов 
от Л П О Н П к Л П В П in vivo не успе-
вает достигнуть равновесия. Предпола-
гается, что за транспорт этих двух 
классов липидов ответственны разные 
у ч а ст к и м о л е кул ы бел ка [ 71. В ы дел ен-
и ы е не д а вно л и 11 и дт р анспорти ы е бел-
ки — ЛТБ-1 [6, 7, 47] и, возможно, 

ЛТБ-2 [7] также обладали совмест-
ной и ЭХП-, и ТГП-активностью. Не 
исключено, что описанные в более 
раин их р а ботах Т Г11 - белки 11 р едетав -
ляли собой ассоциаты или, наоборот, 
ф р а г м е и т ы четко о х а р а кт е р и зо в а н но го 
ЛТБ-1 [7] с мол. массой 63 000— 
69 000. 

Те же белки, по данным ряда авто-
ров, способны транспортировать и 
фосфолипиды. В 1980 г. Ihm и Har-
mony [36] с помощью хроматографии 
на феиил-сефарозе, КМ-целлюлозе, 
конканавалин А-сефарозе и изоэлек-
трического фокусирования очистили в 
4829 раз белок плазмы крови челове-
ка с мол. массой 150 000. Белок амфи-
патный, содержит углеводную часть, 
способен транспортировать с равными 
скоростями эфиры холестерина и фос-
фол ипиды в стехиометрическом соот-
ношении 1 : 1 между Л П В П и Л П Н П . 
Белок образовывал комплекс с ЛХАТ. 
Авторы предположили, что ими выде-
лен белок, способный к эквимолеку-
лярному транспорту фосфолипидов и 
эфиров холестерина, или что в их пре-
парате присутствуют по крайней ме-
ре два разных белка, катализирующих 
транспорт этих липидов в отдельности. 
Следует отметить, что в отличие от 
три г л ицер идо в и эфиров хо л естер и 11 а 
фосфол ипиды способны к переходу 
между Л П и без белка-переносчика: 
п о с л е д и и й лишь у с ко р яет транспорт 
фосфолипидов. В последующем той же 
группой авторов [37] проведена даль-
нейшая очистка этого белка из плаз-
мы крови человека и крысы. При этом 
был получен белковый комплекс с 
мол. массой 61 000, который перено-
сит, помимо фосфолипидов, еще и 
эфиры холестерина: у человека в со-
отношении 1 :1 ; у крысы 15:1 . 
Обсуждая причины указанных видо-
вых различий, авторы отмечают, что 
транспорт фосфолипидов не зависит от 
присутствия эфиров холестерина, в то 
время как перенос последних зависит 
от присутствия фосфолипидов в Л П -
доноре. Приводятся данные, согласно 
которым транспортный белок способен 
удалять эфиры холестерина из фосфа-
т ид ил хо л и н о в ы х л и и о со м, содержат, и х 
6 % эфиров холестерина, а из анало-
гичных липосом на основе сфингомие-
лина эфиры холестерина не транспор-
тируются [37]. В то же время неиз-
бежность спаренного характера обме-
на фосфолипидов и эфиров холестери-
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на в Л П опровергается тем, что ли-
пидперсносящий белок из печени при 
иикуба ци и с Л ГI к ата лиз и р у ет только 
обмен фосфолипидов, не затрагивая 
эфиры холестерина [68]. Согласно 
мнению Ihm и соавт. [36], липидпере-
посящие белки из плазмы крови чело-
века и крысы различаются по специ-
фичности, обусловливающей неспособ-
ность к переносу эфиров холестерина 
для «крысиного» белка. 13 то же вре-
мя Albers на основе представлений о 
существовании двух отдельных липид-
траиспортиых белков [7, 37, 47, 65] 
считает, что в плазме крови крысы 
отсутствует белок, способный к пере-
носу обоих классов липидов (ЛТБ-1) , 
и циркулирует один белок-переносчик, 
специфичный только для фосфолипи-
дов [7]. 

Tail и соавт. [64] показано, что 
фосфолипид перенося щи й (Ф Л П) бе-
лок катализирует переход фосфати-
дилхолина из линосом к подфракции 
ЛПВПз, образуя при этом частицу 
большего размера, подобную ЛПВПга* 
Авторы выделили белок с мол. массой 
81 ООО, размер белковой глобулы ко-
торого напоминал ЛПВПг, а плот-
ность была несколько выше; белок со-
держал гликолипиды. В более позд-
них работах ФЛП-активность плазмы 
крови приписывается двум упомяну-
тым выше липидтраиспортиым белкам: 
термостабильному ЛТБ-1 и термочув-
ствительному ЛТБ-2, разделяющимся 
при хроматографии на гепарин-сефа-
розе [7]. 

В ряде работ изучался механизм 
действия ФЛП-белков плазмы: крови. 
Так, Tall и соавт. отмечают, что в от-
личие от ФЛП-белка печени, который 
«срезает» с мембраны единичную фос-
фол ипидную молекулу [68J, соответ-
ствующие белки плазмы крови дейст-
вуют по другому механизму [64]. Они 
(или по крайней мере один из них) 
изменяют поверхность до но р н ы х ч а -
стиц (ЛП или липосом), способствуя 
десорбции индивидуальных молекул 
фосфолипидов в водную фазу с после-
дующим транспортом к Л П В П [641. 
Такая модификация поверхности мо-
жет при последующих столкновениях 
с JI1IBII вызывать захват последними 
фосфатид и л х о л и и а. Э то т механизм 
11 одт ве р жде 11 воз м о ж иостыо а дсо рб ци и 
ФЛП-белка па липосомах [63]. Было 
показано также, что с ф и и го м и ел и н 
транспортируется из соответствующих 

липосом в 3,5 раза медленнее, чем 
фосфатидилхолин, а при использова-
нии липосом из холестерина и фосфа-
тид илхол и 11 а тр а нсп орт послед пего 
протекает в двух направлениях [21 | . 
Подробно роль структуры донор ных и 
акцепторных частиц в транспорте фос-
фолипидов с помощью плазменного 
белка-переносчика исследовалась в не-
давней работе Sweeny и Jones [63]. 
Было показано, что транспорт мС-ди-
пальмитоилфосфатидилхолима от ли-
посом к Л П В П ипгибировался при 
включении в липосом ы сфин го миелина 
и особенно (в 5 раз) при включении 
холестерина, причем иигибирующее 
влияние этих липидов коррелировало 
с их воздействием на жидкостность 
фосфол ипидов: вы ход фосфатидил хо-
лима с помощью ФЛП-белка из твер-
дых липосом затруднен, как было по-
казано ранее для ЭХП-белка [381. 
Другим существенным фактором явля-
ется кривизна поверхности донора: из 
крупных везикул фосфатидилхолин 
вообще не удалялся. Авторами было 
впервые показано также влияние 
свойств акцепторных частиц [63]: мо-
дификация поверхности Л П В П введе-
нием отрицательного заряда путем 
а цетоа цетил и ров a 11 и я у вел ичи в а л а 
транспорт в 1,7 раза. Более активный 
транспорт наблюдался при использо-
вании Л П В П быка [63]. Таким обра-
зом, транспорт фосфолипидов, катали-
зируемый ФЛП-белком плазмы, как и 
другими транспортными белками, за-
висит от свойств и донора, и акцепто-
ра, что согласуется с предположением 
о возможном образовании комплекса 
этих частиц с ФЛП-белком [38]. 
В этом состоит также отличие его от 
сп о н та н 11 о го т р а нел ор т а ф ос фол и п и -
дов, зависящего только от концентра-
ции и свойств доноров 143]. Massey 
и соавт. [44] с использованием моди-
фицированных пирепом фосфоли11 идов 
показали возможность переноса с по-
мощью ФЛП-белка и других фосфоли-
11 и дов: ф о с ф а т и д и лее р и на, ф о с ф а т и -
д и л эт а н о л а м и н а, (|) о с ф а т и д и о й к и с л с). -
ты, сфингомиелина [44], а также ди-
глицерида и гликолипидов | 69 | между 
Л П Н П и Л П В П . Процесс также зави-
сел от концентрации акцепторов. Ав-
торы считают, что ФЛП-белок плаз-
мы, подобно ФЛП-белку печени быка 
[68], функционирует как фосфолипид-
ный переносчик, обменивающий фос-
фолипиды между мембранными по-

9 



верхностями, однако отличается от по-
следнего более широкой специфично-
стью. 

Существует ряд предположений о 
физиологической роли ФЛП-белка 
плазмы. Одной из его функций, по-
видимому, является удаление фосфа-
тидилхолина с поверхности Л П О Н П 
как избыточного поверхностного ком-
понента при гидролизе триглицеридов 
«ядра » л и пом ротеинлип а зой, со про-
вождающемся уменьшением размера 
Л П (1, 7]. Действительно, недавно 
было показано, что добавление ФЛП-
белка в 2—3 раза стимулирует пере-
ход меченого фосфолипида из Л П О Н П 
к Л П В П 3 в процесс липолиза [67]. 
Таким образом, он способствует ката-
болизму богатых триглицеридами Л П 
в плазме крови. Кроме того, транс-
порт фосфолипидов к Л П В П может 
обеспечить дополнительный субстрат 
для ЛХАТ. Albers и соавт. удалось 
показать возрастание скорости этери-
фикации холестерина при добавлении 
к плазме выделенного ЛТБ-1 [7]. На 
наш взгляд, такое активирующее дей-
ствие может быть связано и с ЭХП-
активностыо этого белка [6]. 

Следует отметить, что в работах по-
следних лет свойства липидперенося-
щих белков плазмы (стимуляция пе-
реноса эфиров холестерина, триглице-
ридов и фосфолипидов) изучались в 
комплексе, что помогло пролить свет 
на их взаимоотношения. Так, Albers 
считает [7], что транспорт этих липи-
дов в плазме крови опосредуется плаз-
менными белками, различающимися 
по термостабильности и связываемости 
с гепарином, причем один из них 
(ЛТБ-1) переносит и эфиры холесте-

рина, и тр игл ицер иды, и фосфол ипиды, 
а другой ( Л Т Б - 2 ) — т о л ь к о фосфоли-
пиды. В то же время в других рабо-
тах сообщается о способности обоих 
белков к переносу всех липидов [18]. 
Первый белок имеет мол. массу 
67 ООО —70 ООО и газоэлектрическую точ-
ку 4,9—5,2, а второй — 5 5 000 и 4,7-
4,9 соответственно. Эти белки имеют 
общие структурные черты и, как пола-
гают | 1 8 | , один из них может быть 
предшественником другого. Их актив-
ность по переносу различных классов 
лигтидов связана с различными участ-
ками молекулы, так как они по-разно-
му реагируют на действие тиолсвязы-
вающих реагентов: у обоих белков 
ТГП-активность понижается при этом 

на 10%, ФЛП-активность возрастает 
на такую же величину, в то время 
как ЭХП-активность не меняется [18]. 

Из приведенных данных о свойствах 
липидпереносящих белков плазмы 
крови и их взаимоотношений с ЛI I 
видно, что место этих белков в общей 
схеме метаболизма Л П в настоящее 
время не представляется достаточно 
ясным. В целом можно считать, что 
липидпереиосящие белки вместе с апо-
протеинами липопротеинов способст-
вуют распределению соответствующих 
липидов между отдельными классами 
ЛП. Различия в специфичности по от-
ношению к определенным классам 
Л П , вероятно, сопряжены с разными 
свойствами последних, обусловленны-
ми физико-химическими свойствами их 
липидных и белковых доменов. Мож-
но предположить, что процессы транс-
порта липидных молекул между Л И 
с помощью липидпереносящих белков, 
с одной стороны, и оптимальные, тер-
модинамически устойчивые сочетания 
определенного количества липидных и 
белковых молекул, ассоциируюiцих в 
ЛП-комплекс, — с другой, являются 
строго сопряженными как друг с дру-
гом, так и с основными процессами 
трансформации Л П . При каких-либо 
нарушениях последних, в том числе 
связанных с атерогенезом дислипо-
протеинемиях, возможна разбаланси-
ровка всей системы и, в частности, ли-
пидпереносящих функций плазменных 
белков. 

Таким образом, липидпереиосящие 
белки плазмы крови, присутствующие 
во фракции с плотностью больше 
1,25 г/мл, в настоящее время рассмат-
риваются как существенное звено в 
обмене липопротеидов. Лишь несколь-
ко лабораторий занимаются их изу-
чением; многое в их функционирова-
нии пока недостаточно ясно — как на 
структурно-молекулярном, так па фи-
зиологическом и клинико-патологиче-
ском уровнях. Гипотетическими явля-
ются пока представления о молекуляр-
ном механизме взаимодействия липид-
транспортного белка с ЛП-частицей, 
особенно в отношении захвата и уда-
ления из Л П локализующихся в гидро-
фобном «ядре» неполярных липидов; 
неясно разграничение функций ЭХП-
белка и апопротеина D в распределе-
нии эфиров холестерина между Л И . 
Что касается значения липидперенося-
щих белков плазмы с точки зрения 
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нарушений липидного обмена, в част-
ности в плане атерогенеза, то для вы-
яснения этого необходимо определение 
транспортной активности в специаль-
ных клинических исследованиях. Д а ж е 
единого названия для этих белков в 
литературе пока нет, их называют по-
разному: или «липидпереносящий бе-
лок» (lipid t ransfere protein — LTP или 
«эфир холестерина — тра нспортно-об-
менный белок» — «esterified choles-
terol t г a n sf е re/e xch а п ge р rote i n » 
( Е С Т Е Р ) — и т .д . Тем не менее не-
сомненно, что достаточно глубокое 
понимание проблем, связанных с ме-
таболизмом Л П , невозможно без уче-
та каталитической активности липид-
переносящих белков плазмы крови. 
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О. А. Гомазков 

Р О Л Ь Ф Е Р М Е Н Т Н Ы Х С И С Т Е М В Р Е Г У Л Я Ц И И « Т Р И Г Г Е Р И О И » 
Ф У Н К Ц И И Ф И З И О Л О Г И Ч Е С К И А К Т И В Н Ы Х П Е П Т И Д О В 

( О Б З О Р ) 1 

медицинской энзимологии АМН С С С Р 

Исследование физиологически ак-
тивных пептидов среди специалистов 
различного профиля приобрело необы-
чайно широкую популярность. Прин-
ципиальная идея, которая появилась с 
открытием этого класса веществ, со-
стоит, вероятно, в том, что комбина-
11 и я а м и и о к и с л от 11 ы х п о с л е д о в а тел ьн о -
стей — длинных или коротких — может 
давать уникальное многообразие ва-
риантов регулирования функций орга-
низма на всех этажах его интеграции. 
Начиная с регуляции отдельных про-
цессов метаболизма в клетке и кон-
чая генерализованными поведенчески-
ми реакциями, участие нейропептидов 
представляется всеобъемлющим и зна-
чительным. Особенное значение эти 
вещества приобрели при рассмотрении 
ф из иол о г и ческих и па тоге нети ческих 
механизмов экстремальных и шоковых 

1 Д о л о ж е н о на V Всесоюзном симпозиуме 
по медицинской энзимологии в Махачкале 
(29.09- 01.10.86). 

состоянии, острых эмоциотропных ре-
акций, регуляции процессов памяти, 
сна, соматических функций, перехода 
от нео- к постнатальным состояниям 
организма. 

Важной особенностью действия фи-
зиологически активных пептидов явля-
ется их полифункциональность, т. е. 
способность одних и тех же пептидных 
молекул вызывать реакции, весьма 
различные как по характеру влияния, 
так и по месту проявления. Указан-
ное обстоятельство служит источни-
ком многих недоумений — вплоть до 
п р и з н а и и я н ее п е ц и ф и ч е с к о й ф у н к ц и и 
регуляторньтх пептидов, что, несомнен-
но, является противоположной реак-
цией на бытовавшую некогда концеп-
цию «один пептид — одно поведение». 
Особенно, казалось бы, непонятным 
является то, что определенный пептид 
может быть фактором регуляции как 
частных метаболических реакций ор-
ганизма, так и глобальных форм си-
стемного поведения. Такие примеры 
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можно привести для наиболее хорошо 
изученных пептидов — вещества Р, 
энкефалинов, веществ семейства аи-
гиотензина, «пептида дельта сна», хо-
ле ци стоки пи па и др. 

Можно выделить 2 причины, объяс-
няющие полифукциональность регуля-
торных пептидов. Во-первых, в боль-
шинстве случаев каждый отдельный 
пептид является одним из элементов 
сопряженной цепи реакций, в которой 
участвует сразу несколько веществ 
(пептидного или непептидного проис-
хождения). И. II. Ашмарин постули-
ровал Идею о своеобразном «контину-
уме» регуляторпой функции иейропеп-
тидов | 1 | . Во-вторых, физиологически 
активной во многих случаях оказыва-
ется не только сама молекула пептида, 
по и ее фрагменты, образующиеся при 
ферментативном гидролизе. Различа-
ют, например, пейротропную и мио-
т р о и 11 у ю 11 а ст и од и и н а д ц а т и ч л е н и о го 
иолипептида — вещества Р [8]. Кроме 
того, важно отметить свойство отдель-
ных фрагментов физиологически ак-
тивных пептидов регулировать биохи-
мические процессы, связанные с синте-
зом или деградацией других иейро-
пептидов. Таким образом, деградация 
пептидной молекулы не обязательно 
означает полную потерю ее физиоло-
ги че с ко й а кт и в н о ст и. 

Постулирование функции пептидов в 
качестве регуляторов локальных и ге-
нерализованных нейрогеиных процес-
сов, осуществляемых с участием ре-
цепторных систем, предполагает ско-
ротечность синтеза, высвобождения и 
инактивации этих пептидов. В отличие 
от систем классических низкомолеку-
лярных медиаторов процесс обратного 
захвата синапсом пептидной молекулы 
представляется затруднительным. Об-
щая мысль в этом направлении сво-
дится к тому, что система оперативной 
информации (медиации и модуляции 
физиологической реакции) должна 
быть обеспечена быстрой инактива-
цией выполнивших свою миссию эле-
ментов— в данном случае молекул 
нейропептида. 

Все вышеизложенное выдвигает на 
первый план необходимость рассмот-
рения ферментов, участвующих в об-
разован и и и дсст р у к ци и отдел ь н ых 
пептидов, как важного звена регуля-
ц и и и х физ иол о гической а ктив и ости. 

Обращаясь к схеме, представленной 
па рис. 1, следует отметить, что в 

Е, Е2 Es 

/ t / t 
ПРЕ(ПРО-) пептид РП фрагменты 

Фирман о//, регуляция 

Рецептор 

I 
Эффект 

Рис. I. Соотношение энзиматического и эф-
фекторного звеньев в системе регуляторных 

пептидов (пояснения в тексте) . 

большинстве случаев в центре внима-
ния исследователей находится система 
PJJ (регуляторный пептид)—рецеп-
тор — эффе кт. П р и это м подразумева-
ется, что пептид возникает в данном 
локусе и существует в количестве, не-
обходимом для осуществления физио-
логической реакции. Следствием тако-
го предположения, очевидно, является 
требование корреляции между количе-
ством определяемого в ткани пептида 
и проявлением его физиологического 
эффекта. Однако рассмотрение пред-
ставленной схемы по горизонтали по-
зволяет оценить принципиальный по 
своей сущности фактор д и н а м и к и -
образования и деструкции вещества. 
Д л я физиологически активных пепти-
дов этот момент оказывается своеоб-
р а з н ы м, н етип и ч н ы м дл я и р ивы ч но го 
рассмотрения метаболизма классиче-
ских медиаторных систем (моноами-
нов, ацетил холима, ГАМ К и др.)-

Физиологически активные пептиды 
образуются из белковой молекулы 
пред ш еств е н и и к а (п р е - л р о п е п т ид а) п у -
тем последовательного протеолиза. 
Первичная регуляция синтеза пепти-
дов осуществляется на уровне транс-
крипции (Е | ) , о чем свидетельствует 
ко р р ел я ц и я со д е р ж а и и я п р оэ н к е ф а -
лин-А-кодирующей м Р Н К в тканях 
мозга, гипофиза, надпочечников и кон-
центрации он но ид ных пептидов в этих 
тканях [10]. Известно также, что со-
держание в тканях мозга мРНК, ко-
д ир у ю ще й б ел ко в ы е п р е д шест ве и н и к и 
нейропептидов, изменяется при неко-
торых хронических заболеваниях и 
после сильного электрошокового воз-
действия [5, 6, 12]. 

На последующем этапе из молекулы 
предшественника в результате после-
довательного процессинга при участии 
энзимов различных классов (Ег) об-
разуется пептид, непосредственно не-
сущий функцию физиологического ре-
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гул ято р а. Стро гость это го положен и я 
относительна, поскольку промежуточ-
ные пептиды — продукты процессии-
га— сами могут обладать определен-
ной физиологической активностью. Так 
происходит с молекулой (3-эндорфина, 
из которой при последующем гидроли-
зе, катализируемом SIT-зависимый эн-
допептидазой, может возникать мет-
э i I ке ф а л и и [ 3 ]. Н ее о м н е и и о в а ж и ы м и 
относительно изученным является про-
цесс гидролиза молекулы нейропепти-
да при участии соответствующих пеп-
тидаз (Н3). Этот процесс сопровожда-
ется прекращением его физиологиче-
ской активности, хотя образующиеся 
при гидролизе пептидные фрагменты 
могут также обладать ф и з и о л о г и ч е -
ским или биохимическим действием. 
С у щест в е н н ы м в р а сс м от р ей и и это й 
схемы является представление единой 
системы синтеза — деградации — ре-
цепции пептида, важной для понима-
ния процесса его регулятор мой функ-
ции. Можно считать в принципе, что 
при высокой скорости образования и 
деградации пептида фактически дейст-
вующее число его молекул будет зна-
чительно большим, чем измеряемое 
количество, за счет более высокого 
оборота метаболического процесса. 

Кроме того, акцентирование фермен-
тативного звена указывает на возмож-
ности мобильной регуляции уровня 
присутствующего в ткани пептида за 
счет активации его синтеза или тор-
можения деградации (увелич е и ие со-
держания) и, наоборот, — за счет тор-
можения активации или потенцирова-
ния процессов деструкции пептида 
(снижение содержания вещества). 
Следует при этом заметить, что для 
ряда нейропептидаз синтезированы и 
успешно а п р о б и р о в а н ы спец и ф и ч е с к и е 
и i I г и б ито р ы — т а к ие, как т ио р ф а и, ке-
латорфан и фосфорамидон для энке-
фалиназы (эндопептидаза 24.11), кап-
троп р и л, м ет и о п р и л, э н а л а п р и л — д л я 
а н г и о т е н з и н п ревращающе го ф е р м е и т а, 
гу анидииоэтилмеркаптоянтари а я кис-
лота — для энкефалинобразующей кар-
боксипептидазы. 

Рассмотрение ферментов, участвую-
щих в метаболизме нейропептидов, по-
казывают, что одно и то же вещество 
может быть подвержено гидролитиче-
скому действию различиых нептидаз. 
И в то же время каждый из таких 
ферментов может участвовать в дест-
рукции различных по своей структуре и 

ф у н к ц и о н а лыю й значимости п е п т и до в. 
Более детально этот аспект был рас-
смотрен нами ранее [2]. Современный 
у р о в е и ь э нз и м о л о г и и р е гу л я то р н ы х 
пептидов позволяет рассматривать 
вполне конкретные пептидазы, охарак-
теризованные с точки зрения их субст-
р а т ной с п е ц и ф и ч нос т и, ф и з и к о - х и м и ч е -
ских свойств, ингибиторного спектра 
[2, 3, 9, 11]. 

Учитывая большую важность регу-
ляторных пептидов, а также значи-
те л ыI у ю кон центр а ци ю и раз нооб р а -
зие, особенно в нервной ткани, как 
самих нейропептидов, так и соответст-
вующих нейропептидаз, необходимо 
попытаться определить условия зако-
номерного, уп о р ядоче ни о го об р а зова -
ния и гидролиза этих пептидов. Ины-
ми словами, подмеченная закономер-
ность, фор м ул и руем а я ка к фермент-
субстратная поливалентиость, нужда-
ется в конкретизации,поскольку логи-
к а ф у н к ц и о н и р о в а и и я живых с и с т е м 
исходит из того, что образование, дей-
ствие и деструкция соответствующего 
регуляторного пептида происходят в 
должное время и в должном участке 
нервной или другой ткани организма. 
Это имеет особое значение при рас-
смотрении ситуаций, связанных с раз-
витием патологического процесса, име-
ющих свою регионарную и временную 
характеристики, когда функция регуля-
тор но го пептида не может быть поня-
та однозначно и когда — при опреде-
ленном ходе патологического процес-
са — вещество-регулятор становится 
фактором, усугубляющим эту патоло-
гию. 

При рассмотрении роли определен-
ных пептидаз при различных функцио-
нальных и патологических реакциях 
организма необходимо учитывать 3 об-
стоятельства. 

Во-первых, следует иметь в виду 
субстратную специфичность фермента, 
гидролизующего определенную связь 
в аминокислотной последовательности 
11 е птида. Т а к, прол ил э идоп е п т идаза, 
именуемая также «постпролинрасщеп-
ляющим энзимом», имеет широкий 
спектр пептидных субстратов, где уяз-
вимой оказывается пептидная связь, в 
образовании которой участвует карбо-
ксил пролииового остатка. Субстраты 
этого фермента — вещество Р, иейро-
тензин, ангиотензин II, брадикииин, 
люлиберин и др. Из числа ферментов, 
участвующих в гидролизе мет- или 
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лей-энкефалина, важны, в частности, 
а мни о п еп тид а з ы, к а т а л и з и р у ю i д и е от-
щепление 1 или 2 аминокислотных ос-
татков с N-конца пептидной молеку-
лы, или эндопептидаза 24.11, имемуе-
м ая та кже собствен но «энкефа лип-
азой». Эти 2 группы ферментов имеют 
не только различную субстратную спе-
цифичность, но и различную регионар-
ную и субклеточную локализацию. Бы-
ло найдено, что если активность энке-
фа л и ндегр а ди руюгцих а м и нопептидаз 
тормозится б е с т а т и ном, п у р о м и ц и н о м 
и киоторфином, то в отношении эндо-
пептидазы 24.11 специфическими инги-
биторами оказались тиорфан, ретро-
тиорфаи, фосфорамидон. С помощью 
этих ингибиторов было доказано уча-
стие эндопептидазы 24.11 в гидролизе 
регуляториых пептидов — холецистоки-
нина, брадикинина, (3-цепи инсулина. 

Во-вторых, важно учитывать ткане-
вую, регионарную и субклеточную ло-
кализацию фермента и изменение его 
активности в этих регионах, соответ-
ственно характеру физиологического 
(патологического) процесса. Сложи о 
у т в е р ж д а т ь су ще ст в о в а и и е как и х - то 
нейроспецифических пептидаз. Скорее, 
это вопрос большей или меньшей изу-
ченности объекта, хотя при изучении 
ряда ферментов выявлены изоформы, 
характерные для мозговой ткани. Дру-
гой вопрос — о происхождении в моз-
ге определенных пептидаз и соответ-
ствующих пептидных субстратов. Дол-
гое время дискутировалась проблема 
«центральной» и периферической рс-
11 и и-а и гиоте 11 зииовой си стем ы. Те перь 
можно считать доказанным независи-
мое происхождение и существование 
их с полным набором ферментов, 
I ф е д ш е с т вен и и ков, а к т и в и ы х п е и т и д о в 
[7]. Вероятно, к подобному выводу 
следует прийти и в отношении калли-
к р е ин - к и н и н о в о й си стем ы, в ы п о л и я ю -
щей в мозге иные функции, чем в 
крови или железистых образованиях 
на периферии. 

Другое дело — вопрос о функцио-
н а л ь но й спе ц и ф и ч мости oi i р ед е л е н и ы х 
пептидаз, связанной с их регионарной 
а кт и в ноет ыо. В ы я в л ей о не равномерное 
распределение ферментов, более то-
го—неодинаковое изменение активно-
сти определенных пептидаз в зонах 
мозга или отдельных ядрах мозга в 
процессе физиологических или патоло-
гических перестроек в организме. 

В-третьих, несомненно существенной 
при определении функциональной зна-
чимое т и пептида з является о це и ка 
изменений активности в динамике фи-
зиологического (патологического) про-
цесса. Регуляторные пептиды и сопря-
женные с их функцией ферменты сле-
дует рассматривать как сложную 
адаптивную систему организма, орга-
низующую реализацию приспособи-
тельных реакций на всех уровнях его 
интеграции. Поэтому понятна мысль 
о том, что выполнение регуляторной 
функции определенного рода и в опре-
деленном локусе нервных или пери-
ферических образований носит огра-
ниченный во времени характер. Функ-
ция энзимов образования и деграда-
ции самих пептидов сводится в этих 
случаях к наработке и деструкции ве-
ществ, выполняющих регуляторную 
миссию, регламентированную во вре-
мени. 

Таким образом, для понимания опи-
санного выше феномена полифункцио-
нальности физиологически активных 
пептидов и определения условий их 
у пор ядоч е нно го о б р а зов а ния и и нак -
т ив а ц и и пр и разл ич и ы х фу нк циоиа л ь-
ных состояниях организма может быть 
11 р едл ожен условно формулируемый 
принцип «что — где — когда». В соот-
ветствии с этим триединством на ос-
новании данных нашей лаборатории 
будет рассмотрен ряд примеров, 
которые характеризуют триггерную 
(«включающую») роль ферментов, 
участвующих в метаболизме аигиотеп-
зина II и брадикинина, в динамике 
на следетве и и о обусловленной гиперто-
нии и при формировании выраженных 
эмоциотропных форм поведения. 

На рис. 2 представлены данные об 
изменениях регионарной активности 
дипептидилкарбоксипептидазы (ангио-
тензинпревращающего фермента -
АПФ) в годичной динамике развития 
наследственной гипертонии у крыс ли-
нии Окамото — Аоки (эксперименты 
Н. В. Комиссаровой, В. В. Карпицко-
го, Н. И. Владимировой). Следует вы-
делить 3 момента. Во-первых, факт 
увеличения активности АПФ у нормо-
тензивных животных, особенно замет-
ный в 2—3-месячном возрасте. Такие 
изменения характерны для всех ис-
следованных регионов мозга. Во-вто-
рых, резкое (многократно превышаю-
щее норму) возрастание активности 
АПФ у животных гипертензивной ли-
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Рис. 2. Активность ангиотензиипревращающего 
фермента в мозге крыс в динамике наслед-

ственно обусловленной гипертензии. 
П о оси а б с ц и с с — в р е м я (в мес ) ; 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 н м о л ь г и с - л е й / м и н / м г б е л к а ) . 
С в е т л ы е с т о л б и к и — и о р м о т е и з и в н ы е к р ы с ы (Вм-
с т а р — К и о т о ) ; з а ш т р и х о в а н н ы е — г и п е р т е н з и в и ы е 

к р ы с ы ( О к а м о т о — А о к и ) . 

особенно выраженное в гипофи-
зе, мозжечке, стриатуме, продолгова-
том мозге, но менее заметное в тала-
мусе, гипоталамусе и среднем мозге. 
Важно заметить, что повышение ак-
тивности фермента, ответственного за 
обр а зов ание прессорного факто р а — 
ангиотензина II, происходит в период, 
предшествующий стадии стабильного 
подъема артериального давления. Т. е. 
резкое увеличение активности АПФ 
выполняет роль своеобразного тригге-
ра, связанного с повышенным образо-
ванием ангиотензина II. В дальнейшем 
(и это третий существенный момент) 
активность АПФ в большинстве регио-
нов мозга снижается и, несмотря на 
стабильно высокий уровень артери-
ального давления, не отличается от 
активности фермента у иормотензив-
н ы х ж и в о т н ы х [ 4 ]. Иными словами, 
11 оддержание ги 11 ертеизив ного состоя -
ния осуществляется на этом этапе за 
счет иных биохимических и физиологи-
ческих механизмов. 

Исследование активности кининде 
градирующих ферментов в тех же ре 
гионах мозга выявляет иную динами 
ку. Разница для гипертензивиых ив 

j I о р моте и з и в I! ы х ж и в от н ы х в ы г л яд и т 
значительной для крыс 6-месячного 
возраста, и она особенно заметно вы-
ражена в гипофизе, тала мусс и сред-
нем мозге (эксперименты О. П. Пет-
рий). Учитывая сведения о том, что 
«центральный» брадикинин в отличие 
от «периферического» действует как 
прессорный фактор, отмеченное увели-
чение общей кининде градирующей ак-
тивности у гипертензивиых животных 
среднего срока можно рассматривать 
как компенсаторную реакцию на раз-
в и в а Ю1 цу юс я 11 а тол о ги ю г и п ертенз и в -
но го состояния. 

Другой пример относится к выявле-
нию роли тех же ферментных си-
стем — участвующих в метаболизме 
ангиотензина II и брадикинина — у 
животных с агрессивным поведением. 
Данная модель, получаемая у беспо-
родных лабораторных крыс путем ло-
кального повреждения септальной зо-
ны среднего мозга или отбора под-
вергнутых изоляции индивидуумов, мо-
жет быть использована для изучения 
физ и о л о г и ч ее к и х механизмов нем о ги -
вированиых форм острых эмоциотроп-
ных состояний организма, а также для 
отбора фармакологических препара-
тов, корригирующих такое поведение. 

На рис. 3 приведены результаты для 
м у р и ц и д 11 ы х ж и вот пых (а г р есс и в 11 ы е 
к р ы с ы - м ы ш е у б и й ц ы), получены ы х опе-
ративным путем. У крыс 2-месячного 
возраста (3 нед после операции — вы 
раженное мурицидное поведение) об-

Рис. 3. О б щ а я киииидеградирующая актив-
ность в зонах мозга мурицидных крыс (воз-

растные изменения). 
П о оси о р д и н а т — ф е р м е н т а т и в н а я а к т и в н о с т ь (в 
н м о л ь б р а д и к и н и н а / м и и / м г б е л к а ) ; 1 к р е с т и к -
р а з н и ц а , д о с т о в е р н а я д л я м у р и ц и д н ы х / и е м у р и ц и д н ы х 
ж и в о т н ы х (р<0,05); 2 к р е с т и к а — р а з н и ц а , д о с т о в е р -
н а я д л я к р ы с 2- и 7 - м е с я ч н о г о в о з р а с т а ; з д е с ь и н а 
рис . 4 с в е т л ы е с т о л б и к и — и е м у р и ц и д н ы е к р ы с ы ; за-

ш т р и х о в а н н ы е — м у р и ц и д и ы е к р ы с ы . 
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щ а я кининдеградирующая активность 
оказалась в 1,5—2 раза выше, чем у 
немурицидных. Эти изменения касают-
ся прежде всего гипофиза, гипотала-
муса, стриатума, но не мозжечка, 
среднего мозга, обонятельных луко-
виц. Следует полагать что формиро-
вание активного эмоционального пове-
дения у «селтальных» животных свя-
зано с пониженным уровнем кининов 
в перечисленных регионах мозга. Од-
нако у таких же животных, взятых 
в эксперимент через полгода, выявля-
ется характерное, связанное с возра-
стом, снижение кипиназной активно-
сти. Для немурицидных крыс таковое 
заметно в гипоталамусе, стриатуме и 
м оз ж е ч ке, для м у р и ц и д 11 ы х — кроме 
того, в гипофизе. Таким образом, у 
этих животных отсутствует теперь 
разница в активности кининдегради-
рующих систем мозга. Это означает, 
что сохранение мурицидности у 7-ме-
сячных крыс осуществляется, по-ви-
димому, за счет механизмов, не свя-
занных с активностью киииновой си-
стемы мозга (исследование О. П. Пет-
рий и Л. Д. Панфилова) . На этом при-
мере можно говорить о сниженном 
уровне брадикинина (увеличение ак-
тивное т и к и 11 и н д е градирую щ и х (|) е р -
ментов) в инициировании мурицидно-
го поведения, вызванного оперативным 
воздействием. 

Третий пример также представляет 
результаты для животных с активным 
эмоциональны м поведением: крысы 
получены путем изолированного со-
держания и отбора по признаку мури-
цидности. Четкие и стабильные пока-
затели реакции (время атаки на жерт-
ву, повторная атака и умерщвление 
этой жертвы) отмечаются уже через 
2—3 нед после начала эксперимента. 
И сел едовамие тотал ь но й кип ии де гра-
дирующей активности в зонах мозга 
не выявило разницы между мурицид-
мыми и немурицидиыми животными 
этой модели. Разница была обнару-
же и а дл я а и гиоте и з и и п р е в р а щ а ю и te гс) 
фермента, наиболее четко представ-
ленная в среднем мозге и гипоталамусе 
(рис. 4). Активность А11Ф в гипофизе 
и мозжечке (эти зоны были «задейст-
вованы» у крыс первой модели) ока-
залась неотличимой от контроля. Та-
ким образом, иная по своему генезу 
модель активного эмоционального по-
ведения связана с вовлечением дру-
гих пептидных систем и других регио-

Гипофиз ' Г.тоталамус Стриатум 

-О 

об. пун 
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Л 
[ 
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Рис. 4. Активность аигиотсизинпревращающе-
го фермента в зонах мозга спонтанно мури-

цидных крыс. 
П о 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 (и н м о л ь гис-
л е й / м и н / м г б е л к а ) ; к р е с т и к - - п о м е ч е н а р а з н и ц а , до -
с т о в е р н а я д л я м у р и ц и д н ы х / и е м у р и ц и д н ы х ж и в о т н ы х 

( р < 0 , 0 5 ) . 

иов мозга. Этот интересный факт име-
ет место, несмотря на единую конеч-
ную форму физиологической реакции 
(мурицидность) у крыс 2 рассматри-
ваемых моделей. 

Логич ес ким развитисм и ссл едовa 11 ия 
обнаруженного нами снижения актив-
ность фермента, генерирующего аигио-
тензин II, явилась попытка модулиро-
вать само проявление мурицидной ре-
а к ц и и и у т е м и и т р а ц е р е б р а л ы i о го вве-
дения этого пептида или антисыворот-
ки к нему. Такие эксперименты были 
у с п е ш и о в ы 11 о л и е и ы. А и г и о т е и з и и 11, 
вводимый в желудочки мозга путем 
одноразовой аппликации в дозе 7 иг 
на животное, тормозил проявления 
мурицидности по всем исследуемым те-
стам. Длительность тормозящего дей-
ствия ангиотензина II достигла 24— 
48 ч в зависимости от дозы пептида. 
Введение очищенной антисыворотки к 
ангиотеизииу II животным со слабой 
мурицидной активностью приводило к 
I ютенцииров а нию т а кого нов еде i1 ия. 
У 65 % крыс после введения антисы-
воротки сохранялись стойкие реакции 
в течение месячного срока. Наконец, 
одновременное введен и е а и ги отеизии а 
II (внутрибрюшииио) и антисыворот-
ки (интрацеребрально) приводило к 
ослаблению действия пептида в отно-
шении мурицидного поведения (А. Д. 
Панфилов, Н. В. Комиссарова) . 

Общим для обеих описанных моде-
лей активного эмоционального пове-
дения является то, что индуцирование 
мурицидности было связано с пониже-
нием уровня активного пептида — ан-
гиотензина II или брадикинина. Этот 
факт заставляет думать, что в орга-
низации данной сложной формы по-
веденческой реакции участвуют и дру-
гие нейрохимические и физиологиче-
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Рис. 5. Мультифункциональность «центрально-
го» ангиотензина II и его связи с другими 

б иологи ч еск и а кти в н ы м и соеди пени я м и. 
С п л о ш н а я с т р е л к а — п о т е н ц и н р о в а и и е а к т и в н о с т и ; 

п у н к т и р н а я — т о р м о ж е н и е а к т и в н о с т и . 

ские системы. В самом деле, для опи-
санных моделей мурицидности есть 
данные об участии серотониновой си-
стемы, ГАМК и др. И хотя эти сведе-
ния не выстраиваются в определенную 
концепцию, они позволяют полагать, 
что не отдельный пептид, а целая си-
стема функционально связанных пеп-
тидов и других нейромодуляторов от-
ветственна за регуляцию функциональ-
ного состояния в норме и патологии. 

Можно рассмотреть и другую грань 
этой же проблемы: как понять, что 
реализации столь различных физио-
логических функций организма, как 
регуляция артериального давления и 
р е гул я ц и я а кт и в и ы х э м о ц и о и а л ь н ы х 
реакций, участвует одна и та же си-
стема ангиотензина? Более того, из-
вестно, что этот пептид причастен к 
осуществлению и других функций ор-
ганизма: питьевое поведение, алко-
гольная мотивация, консолидация па-
мятного следа и др. Схема, представ-
ленная на рис. 5, дает частичный от-
вет на этот вопрос. Имеется множе-
ство данных о сопряженности эффек-
тов ангиотензина II с эффектами ва-
зопрессииа, альдостерона, АКТГ, опио-
и д ных п е п т и до в — (3 -э н до р ф и и а и э и -
кефалинов, непептидных медиаторов — 
серотонина и катехоламинов. Понима-
ние взаимоотношений этих регулятор-
пых систем невозможно без четких 
представлений о закономерностях эн-
зиматического образования и деструк-
ции отдельных веществ, об элементах 
перекрестной регуляции, осуществляе-
мой на уровне отдельных звеньев фер-
мента т и в н о го п р о це с с а. 

Общим для всех описанных случаев 
является постулированное выше пред-
ставление о целостной ферментатив-
ной системе образования и деградации 
нейропептидов — регуляторов простых 
биохимических или сложных поведен-

11 е с к и х реакций о р г а и и з м а. Наконец, 
следует еще раз подчеркнуть значение 
принципа временной и регионарной 
оценки, связанной с образованием, 
действием (р е це пц и е й) и ии а кт ив а-
цией регуляторных пептидов, в реали-
зации которых первостепенная роль 
принадлежит определенным пептида-
зам. Д л я выяснения функциональной 
значимости этих ферментов в норме 
и патологии необходима еще большая 
работа. 
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ROLE O F ENZYMATIC S Y S T E M S IN R E G U -
LATION O F P H Y S I O L O G I C A L L Y ACTIVE 

P E P T I D E S T R I G G E R F U N C T I O N 
0. A. Gomazkov 

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

Studies of enzymes, involved in metabol i sm 
of biologically active peptides, showed tha t the 
same subs tance m a y be used as a subs t r a t e of 
hydro lys is cata l ized by va r ious pept idases . 
This principle should be applied for e lucidat ion 
of po lyfunc t iona l proper t ies of r egu la to ry pep-
tides, their abil i ty to par t ic ipa te in diss imilar 
physiological responses. Inves t iga t ion of the 
enzymat ic step indicated also the p a t h w a y s of 
possible neuropept ide level regu la t ion wi th in 
the def ini te reg ions of ne rvous tissue. The fol-
lowing principles are involved in eva lua t ion 
of neuropept ides r e g u l a t i n g func t ions : subs t r a t e 
specificity of par t i cu la r pept idases , specificity 
of these enzymes in relat ion to their regional 
local izat ion in brain or peripheric t issues, esti-
mat ion of enzymat ic act ivi ty in dynamics of 
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physiological (pathophysiological ) process. The 
examples are considered, which i l lus t ra te these 
points (principle "wha t -wherc -when") as well 
as data are discussed, which enabled to postu-

late the " t r i g g e r " funct ion of neuropept ides 
(angio tens in II and bradik in in) in some long-
term behavioral and somat ic responses of a 
body. 

У Д К ft 12.766.2-08: [612.123 : В 12.352.2]: 547.915-39].015.1:577.152.1 

В. Д. Кухта, J. С. Mo роз кипа, Jl. 11. Лисицына, И. В. Захаренко, 
И. Г. Мальковец, И. И. Карпова 

Ф Е Р М Е Н Т А Т И В Н А Я С И С Т Е М А И Н И Ц И А Ц И И И З А Щ И Т Ы 
ОТ Г 1 Е Р Е К И С Н О Г О О К И С Л Е Н И Я Л И П И Д О В В П Е Ч Е Н И 

И К Р О В И К Р Ы С ПРИ Г И П О К И Н Е З И И 

Кафедра биооргаиической и биологической химии Минского медицинского институт; 

Несмотря на актуальность проблемы 
г и п о ки и ез ии, м ет а боли ч ес кие ас пе кты 
о т р и ц а т е л ь и о го в л и я и и я о г р а н и ч е и и я 
мышечной подвижности остаются неяс-
ными. Установлено |1, 5], что при ги-
покинезии в тканях повышается содер-
жание продуктов перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ) . Это может 
явиться одной из основных причин по-
вреждения клеточных мембран и на-
рушения п р о цессо в в н у т р и к л ето ч и о го 
метаболизма. 

Цель настоящей работы — изучение 
содержания продуктов ПОЛ и актив-
но ст и м и к р осо м а л ь н ы х о к с и до р е д у к -
таз, принимающих участие в инициа-
ции ПОЛ, а также активности су пер-
оксиддисмутазы (СОД) , церулоплаз-
мина, к а та л азы, г л у та тио нр еду кт азы, 
ф е р м е нто в, п р еп ятству ю iд и х из б ы то ч -
ному образованию и накоплению про-
дуктов ПОЛ, при гипокинезии дли-
тельностью 1 и 2 мес. 

М е т о д и к а 
При создании гипокинезии мы отказались 

от строгой изоляции животного (жесткой им-
мобилизации, гипсования) во избежание стрес-
са «от одиночества» и потерь тепла. Группы 
белых крыс-самцов массой 150—180 г поме-
щали в разделенные на 3 части деревянными 
перегородками клетки (по 6 животных в клет-
ке) на 60 сут. В к а ж д о м отсеке могло поме-
ститься только 2 крысы. Контрольную группу 
помещали в обычные свободные клетки. В опы-
те использовали 30 крыс, в к о н т р о л е — 1 0 . 

Митохондрии печени получали общеприня-
тым методом дифференциального центрифуги-
рования при 1—3 °С в среде выделения, со-
держащей 0,25 М сахарозу, забуференную 
трис-HCl, рН 7,4 [3]. Освобожденную от мито-
хондрий иадосадочиую жидкость подвергали 
дальнейшему центрифугированию для осажде-
ния мембран цитоплазматической сети в ульт-
рацентрифуге ВАК-602 при 105 000 g в тече-
ние 90 мин. Осадок мембран цитоплазматиче-
ской сети суспендировали в указанной среде 
выделения из расчета I мл среды на 1 г сы-
рой массы печени (при этом суспензия микро-

сомальной фракции содержит около 10 мг бел-
ка в 1 мл) . Белок определяли по Лоури [10]. 

При определении ферментативной активно-
сти оксидоредуктаз микросом применяли 
искусственные акцепторы электронов: 2,6-ди-
х л о р ф е и о л и и д о фе и о л (Д X Ф11Ф), ф е р р и ц и а и и д 
калия (КзЕе(СЫ)о), нитротетразолий синий 
(иитро-СТ) |12 | . Метод основан па определе-
нии изменения степени поглощения электронов 
указанными акцепторами при переходе послед-
них из окисленной формы в восстановленную 
(в качестве донора использовали Н А Д Ф Н - Н + 
и Н А Д Н - Н + ). 

Активность С О Д (КФ 1.15.1.1) определяли 
по методу |7 | , основанному на способности 
с уп ер окс и дно го а и и оиа-р адикала в осст а и; i влн-
вать обесцвеченные тетразолиевые соли, кото-
рые при этом превращаются в окрашенные 
соединения формазана с максимумом погло-
щения света в видимой области. Изучали сум-
марную активность С О Д . Д л я этого митохонд-
рии разводили дезоксихолатом натрия до кон-
центрации 1 : 100 (в 0,2 мл пробы содержится 
примерно 1 ед. фермента) . Из эритроцитарной 
массы, т р и ж д ы отмытой от плазмы крови фи-
зиологическим раствором, готовили гемолизат 
в отношении 1 : 500. В опыт брали 0,2 мл 
разведенных митохондрий или гемолизата 
эритроцитов. Активность фермента рассчиты-
вали при помощи калибровочных кривых, 
предварительно построенных для различных 
разведений митохондрий и гемолизата эритро-
цитов. 

Активность каталазы (КФ 1.1.1.66) опреде-
ляли либо общепринятым методом по количе-
ству распавшейся Н2О2, либо по продукту ре-
а к ц и и — количеству образовавшегося 0 : , |8 | . 
Полученные результаты записывали в виде 
кривых, характеризующих количество милли-
литров кислорода, выделяющегося в ходе ре-
акции при ферментативном разложении пере-
киси водорода. 

О п редел е н и е а кт и в 11 ост и це р ул о п л а з м и н а 
основывалось на том, что он, являясь един-
ственным компонентом плазмы крови, облада-
ющим оксидазными свойствами, способен окис-
лять некоторые полиамины, в том числе п-фе-
нилендиамин. В результате окисления образу-
ется сине-фиолетовый комплекс, степень окис-
ления которого пропорциональна концентрации 
церулоплазмина [6]. 

Активность глутатионредуктазы (КФ 1.6.4.2) 
определяли по [13| в свежих эритроцитах, от-
мытых от гепарина. В основе реакции лежит 
восстановление окисленного глутатиона 
Н А Д Ф Н - Н + , уменьшение экстинкции которого 
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Т а б л и ц а I 

Содержание продуктов ПОЛ (в мкмоль/мг белка) в митохондриях печени крыс при гипокинезии 
различной длительности 

И с с л е д у е м ы е п о к а з а т е л и К о н т р о л ь 
Д л и т е л ь н о с т ь г и п о к и н е з и и , мес 

И с с л е д у е м ы е п о к а з а т е л и К о н т р о л ь 
1 2 

Диеновые конъюгаты 
Р 

М Д А 
Р 

0,224=1=0,01 (9) 

0,20=1=0,003 (9) 

0,27=1=0,01 (8) 
< 0 , 0 1 

0,26=1=0,01 (10) 
< 0 , 0 1 

0,28=1=0,01 (8) 
< 0 , 0 1 

0,28=1=0,02 (10) 
< 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2—3 представлены средние арифметические величины и сред-
ние ошибки средних арифметических, в скобках — число животных, р — достоверность различий 
с животными контрольной группы. 

1,6 раза по сравнению с контрольными 
животными. Активность ферментов на-
чальных участков микросомальной ре-
докс-цепи не изменяется (см. т а б л . 2 ) . 

В отличие от оксидоредуктаз микро-
сом, принимающих участие в инициа-
ции ПОЛ, активность основного фер-
мента антиоксидантной защиты кле-
ток— СОД при 2-месячной гипокине-
зии снижается в митохондриях печени 
на 3 0 % , а в эритроцитах существенно 
не изменяется (табл. 3). 

Наряду с СОД функцию обезврежи-
вания супероксидного аниона кислоро-
да выполняет церулоплазмии [9], од-
нако в отличие от мембрапосвязанно-
го фермента СОД он функционирует 
в крови. По нашим данным, актив-
ность церулоплазмина в сыворотке 
крови увеличивается при гипокинезии 
длительностью 1 мес с 312 ,5+11 ,9мг /л 
( /2=13) до 418,84=6,1 г/л (п = 6) ( / ; < 
< 0 , 0 0 1 ) , а при 2-месячной гипокине-
зии возвращается к норме (342, ОнЬ 
± 1 7 , 8 г/л, / 2 = 1 1 , р > 0 , 0 5 ) . 

Т а б л и ц а 2 

Активность Н А Д Н Н + - и НАДФН• Н •--оксидоредуктаз микросом печени крыс (в мкмоль/мин/мг 
белка) при гипокинезии в течение 1 и 2 мес 

измеряли спектрофотометрически в течение 
5 мин при 340 им. Р е з у л ь т а т ы исследований 
о б р а б о т а н ы методом вариационной статисти-
ки. С о д е р ж а н и е диеновых к о н ъ ю г а т о в опреде-
л я л и в митохондриях печени по методу [4], 
малопового д и а л ь д е г и д а ( М Д А ) — по мето-
д у [11]. 

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

По нашим данным (табл. 1), содер-
ж а н ие п роду кто в П О Л — ди ено в ы х 
конъюгатов и МДА — при гипокинезии 
увеличивается в среднем на 30% У ж е 

через 1 мес ограничения подвижности 
животных. Эти результаты соответст-
вуют данным литературы [1]. 

А кт и в и ост ь м и к р о с о м а л ь н ы х 
НАДН-Н+- и Н А Д Ф Н • Н+-оксидоре-
дуктаз в печени увеличивается уже в 
первые 30 дней ограничения подвиж-
ности животных более чем в 1,5 раза 
(табл. 2). В более поздние сроки 
(2 мес гипокинезии) активность 
11АДФ • Независимой оксидоредукта-
зы - конечного участка микросомаль-
MOJI цепи окисления увеличивается в 

Иссл оду ом ы й фор М 011 т К о н т р о л ь 
Д л и т е л ь н о с т ь г и п о к и н е з и и , мое 

Н А Д Н • Н+—нитро-СТ-оксидоредукта -

Н А Д Ф II • Н + — н и т р о - С Т - о к с и до р е д у к -
таза 

P 
Н А Д Н • И —ДХФИФ-оксидоредук газа 

Р 
Н А Д Ф Н • Н + — Д Х Ф И Ф - о к с и д о р е д у к-

таза 
Р 

Н А Д Н • IT+—KyFc (С N) G - о кси доред у к-
таза 

Р 

76,0=1=5,81 (10) 

42,8=1=1 ,42 (10) 

27,5=1=2,03(10) 

8 , 0 8 ± 0 , 4 0 (10) 

300,0=1=19,1 (9) 

1 1 9 , 9 ± 9 , 8 9 (8) 
<0,002 

68,6=1=5,45 (6) 
<0,001 

22 ,7=1= 1 ,68 (6) 
> 0 , 0 5 

10, 3 ± 1 , 6 5 (7) 
> 0 , 0 5 

3 3 4 , 0 ± 2 8 , 8 ( 6 ) 
> 0 , 0 5 

81 ,4=1=7,07 (8) 
< 0 , 0 5 

68,6=1=9,55 (6) 
<0,02 

26,0=1=2,58 (8) 
> 0 , 0 5 

7,5=1=0,58 (5) 
> 0 , 0 5 

2 4 8 , 0 ± 3 4 , 0 (6) 
> 0 , 0 5 

2 0 



Т а б л и 11, а 3 
Активность каталазы митохондриальной фракции (в мл О., ми i/мг белка) и СОД в митохондриях 

печени (в ед/мг белка) и it гемолизатах эритроцитов (в ед/мг Mb) при гипокинезии 

Г р у п п а ж и в о т н ы х К а т а л а з а п е ч е н и 
сод 

Г р у п п а ж и в о т н ы х К а т а л а з а п е ч е н и 
п е ч е н ь э р и т р о ц и т ы 

Контрольная 1 , 4 4 ± 0 , 0 8 (9) 18,72=^0,73 (7) 2 4 , 9 4 ± 1,09 (7) 

После гипокинезии в течение: 
1 мес 

Р 
2 мес 

Р 
, 0 8 ± 0 , Ю (13) 

<0,01 

1 8 , 8 7 ± 1 ,43(7) 
> 0 , 0 5 

1 3 , 0 4 ± 1 , 2 6 ( 6 ) 
<0,01 

2 3 , 7 6 ± 1 ,17(6) 
> 0 , 0 5 

2 0 , 9 4 ± 1 ,59 (6) 
> 0 , 0 5 

Супероксидный радикал кислорода 
ОТ, обезвреживаемый С О Д и церуло-
п л а зм и иом, я в л я ется i1 р ед и i ест вен пи-
ком Н2О2 в клетке. Взаимодействуя с 
перекисью водорода, ОТ может спо-
со б ст во в а т ь о б р азов а и и ю е ще бол е е 
активных свободных радикалов, по-
в р е ж да ющ и х к л ето ч и ы е ст р у кту р ы. 
Поэтому катаболизм перекиси водоро-
да, осуществляемый ката л а зон, явля-
ется важным звеном антиоксидантной 
защиты клетки. По нашим данным, 
а к т и в ность ка т а л а з ы м итохондриаль-
ной фракции печени при ограничении 
подвижности животных до 2 мес сни-
жается на 3 3 % по сравнению с тако-
вой у интактных животных (см. 
табл. 3) . 

Активность еще одного фермента ан-
тиоксидантной защиты клеток — глу-
татионредуктазы в эритроцитах при 
гипокинезии длительностью 1 и 2 мес 
статистически достоверно не и з м е н я е т -
ся: в норме она составляет 0,21 ± 0 , 0 4 
мкмоль/ч/л (/2 = 8), при гипокинезии 
в течение 1 мес — 0,25zb0,07 мкмоль/ 
ч/л (п = 6 , р > 0 , 0 5 ) , при гипокинезии 
в течение 2 мес — 0,21 ± 0 , 0 4 9 мкмоль/ 
ч/л (/2 = 8, Р > 0 , 1 0 ) . 

Таким образом, из 4 ферментов, вы-
полняющих функцию защиты клетки 
от активных форм кислорода (СОД, 
це р у л о п л а з м и и, к а т а л аза, г л у та т и о н -
редуктаза) , наиболее уязвимым ока-
зался СОД. Однако и к а т а л а з н а я ак-
тивность при длительной гипокинезии 
снижается. 

В результате угнетения каталазной 
активности может накапливаться ток-
сичная для клеток Н2О2, которая в 
свою очередь является ингибитором 
С О Д [2]. 

Таким образом, ослабление фермен-
тативной антиоксидантной защиты ге-

иатоцитов при ограничении подвижно-
сти животных может служить важной 
причиной л о в ы I и е нио го накопл еиия 
продуктов I Ю Л (диеновых конъюга-
тов, гидроперекисей липидов, МДА) 
в печени этих животных. Вместе с 
тем нами обнаружено и увеличение 
а кт и в 11 ост и не кото р ы х м и к росо м а л ь -
ных Н А Д Ф Н • Н+- и Н А Д Н Н е з а в и -
симых оксидоредуктаз печени, что спо-
собствует и н т е н с и ф и к а ц и и свободно-
радикальиого окисления липидов кле-
точных мембран и, следовательно, 
приводит к усилению образования 
продуктов ПОЛ. 
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HNZYMATIC SYSTEM FOR INITIATION AND 
PROTECTION I ;ROM LIPID PMROXIDATION 
IN RAT LIVER T I S S U E AND BLOOD UN-

DER C O N D I T I O N S O F H Y P O K I N E S I A 

V. K. Kukhta, T. S. Moroskina, L. P. Lisilsina, 
J. V. Zakharenko, J. Y. Malkovez, I. N. Karpova 
Chair of Bioorgan ic and Biological Chemistry , 

Medical School, Minsk 

Content of lipid peroxidat ion products in 
liver mi tochondr ia , enzymat ic system of the 
peroxidat ion ini t iat ion ( N A D P H H + - and 

N A D H - H + - d e p e n d e n t oxydoreduc tases ) .1 the 
ear ly and final s teps of liver microsomal redox-
chain as well as the act ivi ty of protect ive enzy-
mes superoxide dismutase , ceruloplasmiri , ca ta -
lase and g lu ta th ione reductase , p reven t ing the 
excessive accumulat ion of lipid peroxidat ion 
p roduc t s in liver mi tochondr ia and e ry th rocy tes 
were studied in ra t s with hypokinesia within 
1 and 2 months . An increase in content of diene 

c o n j u g a t e s and rnalonic d ia ldehydc as well as 
in act ivi ty of N A D P H - H + - and N A D H - H + - n i t -
roblue t e t razo l ium-oxydoreduc tases in liver 
microsomes, a decrease in act ivi ty of < i la lase 
and superoxide d i smutase in liver mi tochondria 
were observed in the an ima l s within two 
months of their mobili ty restr ict ion. These alte-
ra t ions were a m o n g the essent ia l mechan i sms 
responsible for an increase in content of lipid 
peroxidat ion produc ts under condi t ions of hypo-
kinesia. 

УДК 6I ii. 127-005.4-07:616.127-008.939.15-39-02:[в 1 (i.45-1-016.839]-008.1 

JL А. Ьахова, / . А. Фадеева 

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

С И М П AT И К О - А Д Р Е Н A J 1 0 В ЫХ В Л И Я Н И Й П Р И И Ш Е М И И 
М И О К А Р Д А У К Р Ы С 

Харьковский филиал Киевского Н И И кардиологии им. акад. IT. Д . Стражсско 

В последние годы постулирована 
ведущая роль в повреждении клеток 
сердца механизмов, ответственных за 
транспорт кальция и адренореактив-
ность [8, 10, И ] . Эффект катехолами-
нов связан с воздействием на резерв-
ные функционально неактивные каль-
циевые каналы мембран кардиомиоци-
тов и увеличением транспорта кальция 
в клетку [14]. Этот механизм опосре-
дован через синтез циклических иук-
леотидов и фосфор ил ирование белко-
вых компонентов кальциевых каналов. 

При стрессе высокие концентрации 
катехоламинов могут активировать пе-
рекисное окисление липидов ( П О Л ) ; 
образующиеся при этом в избытке гид-
роперекиси липидов становятся фак-
торами, повреждающими биомембра-
ны, в функционировании которых важ-
ную роль играют липид-липидные и 
липид-белковые взаимодействия [3 | . 

В последнее время широко изучает-
ся липидозависимость моноаминокси-
лазы (МАО: КФ 1.4.3.4), катализиру-
ющей окислительное дезаминирование 
биогенных аминов и локализованной в 
основном в наружной мембране мито-
хондрий [2]. 

Целыо настоящей работы является 
поп ытк а найти крите рии ко ррслятив -
мой зависимости показателей функци-

онального состояния симпатико-адре-
наловой системы (САС) с прямым по-
вреждающим действием П О Л в сердце 
крыс в условиях экспериментально вы-
званной перегрузки кардиомиоцигов 
кальцием. 

А4 е т о д и к а 

В работе были использованы крысы-самцы 
Вистар массой 160—220 г, содержавшиеся на 
общевиварном рационе. Перегрузку кардио-
миоцигов кальцием [12] вызывали введением 
адреналина (А) в дозе 300 мкг на 100 г мас-
сы. При этом исследовали содержание кате-
холаминов (А, норадреналииа - НА) и дио-
ксифенилалаиина ( Д О Ф А ) , ферментативную ак-
тивность митохондриальной МАО, активность 
микросомального окисления в сердце и нейро-
нальный захват 3Н — НА ткаиыо правого и 
левого предсердий крыс. Животным контроль-
ной группы вводили физиологический раствор. 
Инъекции производили внутрибрюшинко. Че-
рез 15—16 ч животных декапитировали под 
эфирным наркозом. 

При выделении митохондриальной фрак-
ции сердце крыс промывали охлажденным фи-
зиологическим раствором, гомогенизировали в 
10-кратном объеме 0,25 М сахарозы и центри-
фугировали 10 мин при 1000 g для осаждения 
ядер и неразрушенных клеток; надосадочиую 
жидкость центрифугировали 15 мин при 
10 000 g. Полученный осадок ресуспендирова-
ли в 10 мМ фосфатном буфере рН 7,4 и 
осаждали 15 мин при 12 000 g. Осадок пред-
ставлял собой митохоидриальную фракцию. 
Д л я определения ферментативной активности 
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Содержание катехоламинов, ДОФА и актив-
ность МАО в сердце крысы в условиях пере-

грузки кардиомиоцитов кальцием (УИ±т) 

П о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 

П е р е г р у з к а 
к а р д и о м и о -
ц и т о в к а л ь -

цием 

А, иг/г 351 ± 1 6 480 ± 2 6 * * 
НА, иг/г3 298 ± 2 4 368 ± 2 4 * 
Д О Ф А , нг/г 5 6 5 ± 19 507 ± 2 4 * 
МАО, мкг N H 3 на 

1 мг белка 0 , 2 8 ± 0 , 0 5 0 , 1 5 ± 0 , 0 2 * 

П р и м е ч а н и е . Представлены данные 14 
параллельных экспериментов. Одна звездочка— 
/ ? < 0 , 0 5 , две—/?<0,001. 

М А О готовили суспензию 2 мг /мл 0,1 М фос-
фатного буфера рН 7,4. 

Надосадочную жидкость использовали для 
выделения микросомальной фракции. С этой 
целью к иадосадочной жидкости добавляли 
0,1 мл I М CaCls. Через 5 мин центрифугиро-
вали 10 мин при 13 000 g. Осадок д в а ж д ы 
рссуспеидировали в 5 мл 0,15 М КС1 и цент-
рифугировали 10 мин при 13 000 g. Фракцию 
микросом суспендировали в I мл среды, содер-
жащей 125 мМ КС1 и 25 мМ трис рН 7,4. 

Содержание белка в полученных фракциях 
митохондрий и микросом определяли по мето-
ду .Лоури и соавт. [13] с использованием в 
качестве стандарта сывороточного альбумина. 

В качестве субстрата МАО применяли ти-
ра мина гидрохлорид: активность фермента во 
фракции, обогащенной наружной митохондри-
альиой мембраной, определяли методом изо-
термической отгонки выделившегося в резуль-
тате реакции аммиака с последующей несле-
ризацией [9|. 

Содержание малонового диальдегида 
(А ' \ДА)—одного из продуктов П О Л опреде-
ляли в микросомальной фракции по реакции 
с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТВК) [3|, ис-
пользуя коэффициент молярной экстиикции 
6532= 1,56 105 м - 1 см 

Нейроиальный захват в левом и правом 
предсердиях крыс устанавливали радиозотоп-
иым методом |6 | . В качестве радиоактивной 
метки использовали препарат DL-7 3 Н-НА 
фирмы «Arnersham» (Англия) с удельной ра-
диоактивностью 34 Ки/ммоль . Препарат DL-7 
ЛН-НА (0,1 ммоль) добавляли в пробу, содер-
ж а в ш у ю срезы ткани предсердий в растворе 
Тироде. В качестве специфического ингибито-
ра пейропалыюго мембранного транспорта 
НА использовали мелипрамин в концентрации 
10 Г 'М. Д л я учета поглощенной тканыо ра-
д и о а кт и в п ост и примем ял и ж и д к ост н о - с ци нт ил -
ляционный счетчик фирмы «Beckman LS7800» 
(Австрия) . 

Катехоламины и Д О Ф А в ткани сердца 
о п р е дел Ял и ф л юо р ее цен тн ы м т р и о кси и и д ол о -
вым методом |7 | . Спектры флюоресценции ре-
гистрировали на флюориметре «Specol-Ю» 
фирмы «Carl Zeiss» ( Г Д Р ) . 

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

В условиях перегрузки кардиомиоци-
тов кальцием происходит активация 

САС. При этом в миокарде крыс (см. 
таблицу) наблюдается увеличение со-
держания А и НА, снижение содержа-
ния ДОФА и отношения Д О Ф А / А + 
+ НА, а также повышение НА/ДОФА, 
что может свидетельствовать об акти-
вации ДОФА-декарбоксилазы и дофа-
мин-р-гидроксилазы. В условиях пере-
грузки кардиомиоцитов кальцием на-
блюдали снижение активности мито-
хондриальной МАО в сердце крыс. 
Поскольку субстратом МАО в этих 
опытах был тирамин, в данном случае 
речь идет о суммарной активности 
МАО типов А и Б [4]. 

Исследованиями на сердечной мыш-
це было показано, что образующийся 
при окислении А адренохром способен 
в ы з ы в а т ь н е к р о з кар д и о м и о ц и т о в и 
уменьшать сократительную активность 
миокарда. 

По-видимому, снижение фермента-
тивной активности МАО обусловлено 
качественным модифицированием ка-
талитических свойств МАО типа А [5]. 
Вместе с тем имеются сведения о том, 
что активность МАО типа А в значи-
тельно большей мере, чем активность 
МАО типа Б определяется особенно-
стями липидного микроокружения [4]. 

Исследовали состояние пейропалыю-
го мембранного транспорта НА в 
предсердиях крыс (рис. 1). 

Обнаружено у м е н ь ш е и и е за х в а т а 
DL-73H-HA нейрональными мембрана-
ми в условиях вызываемой катехола-
м и н а ми пере г р узки к а р д и о м и о ц и то в 

а 6 о б 

Рис.1 Рис 2 

Рис. I. Изменения нейронального мембранно-
го транспорта DL-7 3 Н - Н А в предсердиях 
крыс в условиях перегрузки кардиомиоцитов 

кальцием. 
А к т и в н о с т ь н е й р о н а л ь н о г о м е м б р а н н о г о т р а н с п о р т а 
DL-7 ; )1Ы1Л (Н ими. на I мг в л а ж н о й ткани и I м и н ) . 
П р е д с т а в л е н ы д а н н ы е 5—10 о п ы т о в , а — л е в о е пред-
с е р д и е ; б — п р а в о е п р е д с е р д и е . З д е с ь и на рис. 2: 

1 — к о н т р о л ь ; 2 — о п ы т . 

Рис. 2. Изменение активности микросомаль-
ного П О Л в сердце крыс в условиях перс-

грузки кардиомиоцитов кальцием. 
П р е д с т а в л е н ы с р е д н и е д а н н ы е 15—20 о п ы т о в . П о оси 
о р д и н а т — с о д е р ж а н и е М Д А (в н м о л ь на 1 мг бел-
к а ) с р а з у п о с л е и н д у ц и р о в а н и я п р о ц е с с а д о б а в л е -

нием Fc++ + А К (а) и ч е р е з 20 мин (б ) . 

2 3 



кальцием как в левом, так и в пра-
вом предсердиях. Снижение не й р о -
нального мембранного транспорта НА 
наряду с и i I гиб и р о в а нием а ктивност и 
МАО может рассматриваться как ука-
зание на активац ию адренергиче-
ских реакций в предсердиях крыс. 

Для решения вопросов о характере 
взаимосвязи полученных показателей 
эффектов САС и процессов П О Л в 
биологических мембранах определяли 
в микросомальной фракции сердечной 
мышцы содержание МДА. В условиях 
i1 е р е г р у з к и к ардиомио ц и то в к а л ь ц и с м 
отмечали нарастание активности ПОЛ 
в микросомальной фракции сердца, 
что выразилось (рис. 2) в повышении 
содержания МДА как сразу после 
инициации процесса П О Л ионами 
железа, так и (еще в большей мере) 
спустя 20 мин после начала процесса. 
Обнаруженный нами факт активации 
процессов ПОЛ в микросомальной 
фракции, вероятно, можно рассматри-
вать в связи с повреждением кардио-
миоцитов кальцием. 

Правомочность такого предположе-
ния подтверждается данными литера-
туры | 1 |, согласно которым при акти-
вации П О Л ионами железа и аскор-
биновой кислотой в мембранах сарко-
плазматического ретикулума, состав-
ляющего основу микросомальной фрак-
ции, значительно увеличивается про-
ницаемость биомембран для кальция, 
снижается свойство мембран связы-
вать кальций и создаются условия для 
повреждения мембранных механизмов, 
ответственных за транспорт кальция и 
адреноpeaктивность. 

Таким образом, в условиях пере-
грузки кардиомиоцитов кальцием, вы-
званных экзогенными к а тех о л а м и и а -
ми, наблюдаются закономерные нару-
шения функционирования миокарда. 
Отмечена определенная взаимосвязь 
между увеличением содержания А и 
НА, угнетением нейронального мем-
бранного транспорта НА, ипгибирова-
иием МАО и процессами ПОЛ в мик-
росомальной фракции сердца. Воз-
можно, ингибирование МАО связано с 
накоплением продуктов ПОЛ в био-
мембр анах. 

В условиях перегрузки кардиомио-
цитов кальцием, по-видимому, проис-
ходит накопление перекисей, модифи-
цирование свойств МАО и затем за-
кономерно развивается «перекиси ый 
синдром повреждения» - лавииооб-
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разное накопление продуктов П О Л в 
биомембранах [5], сопровождающееся 
и з м е и е 11 и е м п р о н и ц а е м ост и д л я каль-
ция и адренореактивиости. Таким об-
разом, очевидно, может рассматри-
ваться патогенетический механизм по-
вреждения клеток миокарда в усло-
виях его ишемии. 

Авторы выражают благодарность 
члену-корреспонденту Al I УССР 
А. М. Утевскому и сотрудникам лабо-
ратории нейрогуморальных систем Ин-
ститута проблем криобиологии и 
криомедицины АН УССР В. А. Чуй-
ко и Л. А. Назаровой за консульта-
тивную и методическую помощь в осу-
ществлении этой работы. 
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ACTIVITY O F M I C R O S O M A L OXIDATION AND THE ROLE O F S Y M P A T H O A D R E N A L 
SYSTEM IN I S C H E M I A O F RAT MYOCARDIUM 

/.. /(. Bakhova, Т. K. Facleeva 

The Branch of Ins t i tu te of Card io logy, Kharkov 

Over load ing of card iomyocytes with calcium, 
developed af te r adminis t ra t ion of catecholami-
nes, Jed to act ivat ion of lipid peroxidat ion in 
p lasmat ic membranes , which migh t cause the 

myocard ium destruct ion. Alterat ion of the mo-
noamine oxidase act ivi ty appea r s to be of im-
por tance in myocard ium impairment . 
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В. И. Шарапов, U. JJ. Грек, А. А. Зыков 

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

И О Т Д А Л Е Н Н Ы Е П Е Р И О Д Ы П О С Л Е И Ш Е М И И П Е Ч Е Н И 

Кафедра фармакологии и Ц Н И Л Новосибирского медицинского института, Н И И 
терапии СО АМН С С С Р 

В повреждении мембран эндоплаз-
м а т и ч ее ко го р ет и кул у м а (ЭП Р) п р и 
острой ишемии печени ведущую роль 
отводят деструкции их фосфол ипидно-
го компонента [1, 9]. Однако повреж-
дения мембранных липидов, возника-
ющие при острой ишемии и в раннем 
реоксигенациопиом периоде, не отра-
жают постишемических сдвигов в 
структуре липидного компонента эндо-
плазм атических мембран гепатоцитов, 
и в динамике восстановительного пе-
риода они остаются недостаточно изу-
ченными. 

Показанное нами ранее ингибирова-
ние активности микросом а л ьных фер-
ментов в течение 3 нед постигнем и че-
ткого периода [8] дает основание по-
лагать, что в этом периоде происходят 
изменения жирнокислотного состава 
липидного м а три кс а ЭПР. Это пред-
положение основывается на известной 
роли микросомальных фосфолипидов в 
структурной о р ганиз а ции и р егуля ции 
активности монооксигеназной систе-
мы [10]. 

Цель настоящей работы изучение 
влияния острой 30-мииутпой тотальной 
ишемии печени на жирнокислотный со-
став и гидрофобные свойства липид-
ного компонента микросомальных 
мембран в ранние и отдаленные пе-
риоды после ишемического воздейст-
вия. 

М е т о д и к а 

Эксперименты выполнены па 100 крысах-
самцах Вистар массой 190—-250 г. Тотальную 
30-минутную ишемию печени создавали мето-
дом, описанным ранее |8 | . Микросомы печени 

в ы д ел ял и д и ф фе р е 11 ц и а л ь 11 ы м цен т р и ф у ги р о в а -
иисм |2]. Проведено 3 серии опытов. 

В I серии изучали жирнокислотный состав 
липидов микросом, полученных па 1, 3, 7, 14-е 
и 21-е сутки лостишемического периода. Об-
щую фракцию микросомальных липидов экс-
трагировали по методу [15]. Относительное 
содержание индивидуальных жирных кислот 
определяли методом газовой хроматографии. 
Подготовка проб включала щелочной гидролиз 
(0,3 и. N a O H li 90 % метаноле, 90 мин при 
80 °С), метилирование жирных кислот (1 % 
Н 2 0 4 в метаноле, 20 мин при 80 °С) |14 | . Хро-
матографию осуществляли на приборе 
«Хром-4» ЧССР (стальные колонки 1,5 м, на-
полнитель «Rcoplex-400», температура испари-
теля 230°С, температура колонок 197°С, ско-
рость газа-носителя: N2 30,0 мл/мин, Нг 
26,0 мл/мин, 02 400,0 мл /мин) . Содержание 
жирных кислот (в процентах рассчитывали по 
формуле: время удержания пика • высота пика 
|13| . ' 

Во II серии экспериментов изучали пара-
метры связывания гидрофобного флюоресцент-
ного зонда 1 -анилиионафталин-8-сульфоната 
( 1 , 8 - А Н С - ) с мембранами микросом в выше-
указанные периоды после ишемии. Рассчиты-
вали константу связывания (Кс) , концентра-
цию центров связывания (N) и суммарное 
сродство зонда (KcN) методом двойных об-
ратных величин [5]. Зонд готовили на 40 мМ 
трис-НС1-буфере рН 7,4. Мембраны (концент-
рация 0,5 мг /мл) титровали зондом в диапа-
зоне концентраций 5—40 мкМ. Титрование 
1,8-АНС (40 мкМ) мембранами микросом 
проводили в интервале конечных концентра-
ций 0,1- 0,6 мг/мл. Флюоресценцию 1,8-АНС" 
регистрировали на флюоресцентном спектро-
фотометре MPF-4 «Hitachi» (Япония) . Длина 
волны возбуждения 360 нм, флюоресценции 
480 нм. 13 III серии экспериментов изучали 
активность спонтанного и Н А Д Ф • Независимо-
го псрекисиого окисления липидов ( П О Л ) 
микросом in vi t ro па 3-й и 14-е сутки пост-
ишемического периода. Об интенсивности П О Л 
судили по накоплению малонового диальдеги-
да ( М Д А ) . Инкубационная смесь содержала 
40 мМ трис-НС1-буфсра, рН 7,4, I мМ 
Н А Д Ф Н, 0,012 мМ F e S O r 7 Н 2 0 , 0,2 мМ 
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Ы а 4 Р г 0 7 и 1 мг белка микросом в 1 мл [4]. 
Оценивали исходные и через 10 мин инкуба-
ции показатели : к о н ц е н т р а ц и ю М Д А [4], опти-
ческую плотность микросомальной суспензии 
при 520 пм [21] и к о н ц е н т р а ц и ю ц и т о х р о м а 
Р-450 [20]. Ц и т о х р о м Р-450 регистрировали на 
д в у л у ч е в о м с п е к т р о ф о т о м е т р е «Hi tach i» (Япо-
ния) с з аписью на самописце Q P D - 5 4 . Кон-
центрацию белка микросом о п р е д е л я л и по 
[18]. Р е з у л ь т а т ы экспериментов подвергнуты 
статистической о б р а б о т к е с использованием 
теста t Стыодепта . 

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

Кратковременное выключение пече-
ни из кровотока вызывало увеличение 
н а с ы щен и ости микросомальных липи-
дов в восстановительном периоде про-
должительностью до 3 нед. На 1-е сут-
ки постишемического периода отмеча-
лись максимальные изменения соотно-
шения насыщенных и ненасыщенных 
жирных кислот (см. рисунок). Ин-
декс насыщенности (ИМ) — отноше-
ние суммы насыщенных жирных кислот 
к сумме ненасыщенных — возрастал с 
0,78 в контроле до 1,5 после ишемии. 
В последующие периоды после ише-
мии соотношение насыщенных и нена-
сыщенных жирных кислот изменялось 
в сторону увеличения содержания по-
следних. На 3, 7-е и 14-е сутки ИИ 
постепенно уменьшался и равнялся со-
ответственно 1,2, 1,07 и 0,92, достигая 
показателя в контроле (0,82) на 
21-е сутки после ишемического воздей-
ствия (см. рисунок). 

Изменение относительного содержа-
н и я и иди в иду а л ь н ы х ж и р и ы х к и слот 
в изученный период после ишемиче-
ского воздействия было неоднознач-
ным. С 1-х суток после возобновления 
кровотока в печени отмечалось стой-

* Я-' * :(: 

н 
[-1 г-| 

1 

1 
1 1 

12 12 12 12 12 
1-е 3-й 7-е 14-е 21-есутни 

Д и н а м и к а восстановления соотношения сум-
марного с о д е р ж а н и я н а с ы щ е н н ы х и ненасы-
щенных ж и р н ы х кислот в липидной фракции 
микросом в постишемическом периоде (в % к 

контролю, принятому за 100). 
1 — сумма н а с ы щ е н н ы х ж и р н ы х кислот , 2 — сумма 
н е н а с ы щ е н н ы х ж и р н ы х кислот . З в е з д о ч к а — досто-

верность различий с контролем (р<0 ,05) . 

кое увеличение относительного содер-
жания пальмитиновой (Cie:o) и сниже-
ние арахидоновой (С2о:4) кислот с вос-
становлением их соотношения на 21-е 
сутки постишемического периода,. Из-
менения содержания других кислот 
наиболее отчетливо проявлялись в 
раннем (1-е сутки) и отдаленном 
(14-е сутки) периодах восстановления. 
1-е сутки постишемического периода 
характеризовались увеличением в мик-
росомальных липидах относительного 
содержания миристиновой (С14: о), 
пальмитиновой (Ci6:o), стеариновой 
(Ci8:o) и уменьшением концентрации 
олеиновой (Ci8:i) и арахидоновой 
( С 2 О : 4 ) К И С Л О Т . Увеличение ненасыщен-
ности общих липидов микросомальной 
фракции в отдаленные сроки постише-
мического периода происходило за счет 
повышения содержания м о н о и е н а с ы -
щениых жирных кислот — пальмито-
ЛеИНОВОЙ (CIG:I ) И ОЛеиНОВОЙ (Cis:I) и 
з начители ього с н и же н и я концент р а-
ции стеариновой (С|в:о) кислот. Отно-
сительное содержание пол имена с ы-
щенных жирных кислот — линолевой 
(С 18:2) и арахидоновой (Сгом) на. 
14-е сутки постишемического периода 
оставалось значительно ниже конт-
рольного (табл. 1). 

Структурные перестройки в составе 
ж и р ных кислот м и к р осо м а л ь пых л и -
пидов нашли отражение и в изменени-
ях параметров связывания флюорес-
центного зонда мембранами ЭПР. 
В период ранних постишемических на-
рушений (1—3-й сутки) отмечалось 
существенное уменьшение сродства 
1,8-АНС - к микросомальпым мембра-
нам, что выражалось в увеличении К<-
для зонда соответственно на 39,3 и 
2 3 , 8 % . Отдаленные сроки постишеми-
ческого периода характеризовались 
п е р ех о до м к з и а ч и тел ь ному п о в ы ш е -
нию сродства 1,8-АНС к мембранам 
Э П Р с максимумом изменений на 
7-е сутки и постепенным возвращени-
ем показателя к исходному на 21-е 
сутки постишемического периода 
(табл. 2). Двухфазный характер изме-
нений структурной организации Э П Р 
обнаружен и при изучении суммарного 
сродства флюоресцентного зонда к 
микросомальпым мембранам. В пост-
ишемическом периоде регистрировал-
ся также переход от низких в 1-е сут-
ки значений KcN к превышающим на 
7-е сутки показатель в контроле в 
3,4 раза. В последующие периоды пос-
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Жирнокислотный состав (it 
Т а б л и ц а 1 

) микросомальных липидов в постишемическом периоде ( У И ± т ) 

Ж и р н а я к и с л о т а К о н т р о л ь 
П о с т и ш с м и ч е с к и й п е р и о д , сут 

3 - й 2 I -

Миристиновая 
(СМ:о) 

Пентадекаповая 
(С1 Г>: 0 > 

Пальмитиновая 
(С16:о) 

11альмитолеиновая 
(С,« :1) 

Стеариновая 

Олси]ювая ( C 1 8 . j ) 
Л и н о л е в а я ( C J 8 . 2 ) 
Арахидоновая 

( С 2 0 : < ) 

П р и м е ч а н и е . /2—6—10. 
ролем ( р < 0 , 0 5 ) . 

0 , 1 8 ± 0 , 0 2 0 ,31 ± 0 , 0 4 * 0 , 1 9 ± 0 , 0 2 0 , 1 8 ± 0 , 0 2 0 , 4 5 ± 0 , 0 4 * 0 , 0 8 ± 0 , 0 1 * 

0 , 1 3 ± 0 , 0 1 0 , 1 6 ± 0 , 0 3 0 , 1 4 ± 0 , 0 1 0 , 1 2 ± 0 , 0 1 0 , 2 8 ± 0 , 0 3 * 0 , 0 7 ± 0 , 0 1 * 

18,31 ± 1 , 2 9 2 9 , 0 2 ± 2 , 4 8 * 2 4 , 0 ± 1 ,85* 2 5 , 0 4 ± 1 , 3 2 * 2 4 , 5 + 0 , 5 9 * 1 8 , 6 2 ± 0 , 8 7 

1,61 ± 0 , 1 2 1 , 8 8 ± 0 , 1 8 1 ,67 ± 0 , 4 0 1 , 4 3 ± 0 , 1 1 3 , 9 5 ± 0 , 2 1 * 1 , 7 4 ± 0 , 1 5 

2 5 , 0 9 ± 0 , 7 5 
1 0 , 9 5 ± 0 , 2 5 
1 5 , 3 3 ± 0 , 5 3 

3 0 , 5 ± 1 , 7 2 * 
8 , 2 3 ± 0 , 9 4 * 

13,61 ± 0 , 7 3 

3 0 , 0 6 ± 2 , 5 3 
7 , 5 9 ± 0 , 7 8 * 

1 4 , 5 6 ± 0 , 5 9 

2 5 , 9 4 ± 1 , 1 6 
1 1 , 9 4 . ± 0 , 7 8 
10,73 ± 0 , 5 5 * 

2 2 , 7 9 ± 0 , 6 8 * 
15,31 ± 0 , 7 7 * 
1 1 , 1 9 ± 0 , 2 * 

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

2 8 , 0 9 ± 1 , 2 8 16,51 ± 2 , 1 1 * 2 0 , 5 7 ± 2 , 5 8 * 2 3 , 7 6 ± 1 , 4 0 * 2 0 , 3 1 ± 0 , 7 5 * 2 7 , 2 7 ± 0 , 8 2 

Здесь и 2, 3: в табл . звездочка—достоверность различий с коиг-

ле ишемии величина KcN постепенно 
уменьшалась, однако на 21-е сутки ос-
тавалась еще выше контрольной в 
2,4 раза (см. табл. 2). Концентрация 
центров связывания зонда на мембра-
не (N) уменьшалась в 1-е сутки на 
17,2% и оставалась сниженной па 
35—50 % во все исследованные сроки 
постишемического периода, включая 
21-е сутки. 

Согласно литературным данным, 
уменьшение сродства 1,8-АНС - к 
мембране и значительное снижение 
концентрации центров связывания для 
данного зонда отражают увеличение 
вязкости мембранных липидов [ 16]. 
Аналогичные изменения параметров 
связывания 1,8-АНС~ с «ишемизиро-
ваниьши» микросомами, а также уве-
личение содержания насыщенных жир-
ных кислот в липидах микросом по-
зволяют предположить, что реакцией 
клетки па ишемическое воздействие 
является «уплотнение» мембран Э П Р 

в раннем постишемическом периоде. 
В механизме повышения вязкости 

микросомальных мембран, по-видимо-
му, основную роль играет утилизация 
полиненасыщенных жирных кислот 
( П Н Ж К ) в реакциях перекисного 
окисления [4, 19], интенсификация ко-
торых как при острой ишемии печени, 
так и в раннем реоксигенационном 
периоде показана рядом авторов [3, 
9]. Возрастание плотности упаковки 
молекул фосфолипидов в мембранах 
Э П Р является одним из факторов ре-
гуляции активности перекисиых про-
цессов посредством уменьшения до-
ступности двойных связей для кисло-
рода [4, 10]. С этих позиций возни-
кающие структурные перестройки 
мембран Э П Р в раннем постишемиче-
ском периоде, очевидно, должны огра-
ничивать пероксидативные реакции и 
повышать таким образом устойчивость 
мембраиосвязанных ферментов к даль-
нейшему повреждению. 

Т а б л и ц а 2 
Параметры связывания флюоресцентного зонда 1,8-АНС микросомальными мембранами к разные 

сроки постишемического периода ( М ± т ) 

П о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 
П о с т и ш е м и ч е с к и й п е р и о д , сут 

П о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 
1 - е 3 - й 7 - е 1 4 - е 21-е 

Кс, мМ"1 

N, мкмоль/мг белка 
KCN, мМ" 1 

4 0 , 6 7 ± 2 , 6 8 
2 8 , 4 8 ± 0 , 9 8 
1 ,427 ± 0 , 0 8 

24 , 6 7 ± 3 , 0 6 * 
2 3 , 5 7 ± 0 , 5 7 * 
1 , 0 5 5 ± 0 , 1 5 * 

3 1 , 0 0 ± 2 , 0 2 * 
15,21 ± 0 , 8 5 * 
2 , 0 4 6 ± 0 , 2 2 * 

8 5 , 6 7 ± 3 , 7 1 * 
1 8 , 4 8 ± 1 , 9 0 * 
4 , 8 7 1 ± 0 , 4 9 * 

5 6 , 1 7 ± 2 , 3 0 * 
1 3 , 5 1 ± 1 , 2 6 * 
1.;;!)() о, 1-2* 

4 0 , 3 3 ± 2 , 3 6 
1 4 , 3 8 ± 1 , 8 0 * 
3 , 3 5 9 ± 0 , 5 2 * 

П р и м е ч а н и е , п - - 6. Кс — константа связывания , N • 
K c N — суммарное средство зонда к мембране. 

• концентрация центров с в я з ы в а н и я . 
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Т а б л и ц а 3 

Резистентность микросомальных мембран в постишемическом периоде к [повреждению in vitro в 
реакциях НАДФ • Н-зависимого ПОЛ ( М ± т ) 

П о с т и ш е м и ч е с к ип 
п е р и о д , с у т 

И с х о д и ы с п о к •л .ч а т ел и Ч е р е з 10 м и н Н А Д Ф • М - л а в и с и м о г о 110 /I 

П о с т и ш е м и ч е с к ип 
п е р и о д , с у т 

ц и т о х р о м Р - 4 5 0 М Д А , ц и т о х р о м Р - 4 5 0 М Д А 2 ОПВ!М> 

Контроль 1 , 1 1 ± 0 , 0 1 0 , 0 8 ± 0 , 0 0 1 0 , 6 5 ± 0 , 0 2 0 ,94 ± 0 , 0 2 1 7 , 5 ± 0 , 7 

3-й 
14-е 

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

0 , 0 4 ± 0 , 0 0 2 * 
0 , 1 3 ± 0 , 0 1 0 * 

0 , 5 6 ± 0 , 0 5 
0 ,11 ± 0 , 0 2 * 

0 , 3 7 ± 0 , 0 1 * 
2 , 6 3 ± 0 , 0 6 * 

1 3 , 7 ± 0 , 7 * 
3 7 , 6 ± 1 ,2* 

П р и м е ч а н и е . Цитохром Р-450 выражен в нмоль/мг белка, М Д А , — в нмоль/мг белка; 
М Д А 2 — в нмоль/мин/мг белка, оптическая плотность (ОП) при 520 им — в % убыли к исходной, 
принятой за 100. 

Д л я подтверждени я д а т i ого 11 ред-
положения проведено изучение содер-
жания в микросомальной фракции од-
ного из конечных продуктов П О Л -
МДА, а также чувствительности ци-
тохрома Р-450 к повреждению in vitro 
при активации НАДФ - Н-зависимого 
П О Л в разные периоды после ише-
мии. На 3-й сутки постишемического 
периода исходный уровень МДА во 
фракции микросом был в 2 раза ни-
же контрольного. Скорость образова-
ния МДА в НАДФ-Н-зависимой ре-
акции ПОЛ также снижалась более 
чем в 2,5 раза. Ингибирование актив-
ности спонтанного и НАДФ• Н-зависи-
мого П О Л при острой ишемии печени 
и в раннем постишемическом периоде 
показано и другими авторами [6, 7, 
12]. 

Резистентность микросомальных ли-
пидов в данном периоде к пероксида-
ции препятствовала значительному 
повреждению цитохрома Р-450 в 
НАДФ-Н-зависимой реакции ПОЛ. 
В препаратах микросом «ишемизиро-
ванных» крыс концентрации гемопро-
теииа падала на 31,9 % по сравнению 
с исходной, в то время как в контро-
ле на 41,3 % (табл. 3). 

Однако «уплотнение» мембран Э П Р 
в результате потери П Н Ж К уменьша-
ет их проницаемость для эндогенных 
и экзогенных метаболитов и субстра-
тов, ограничивает активность мембра-
носвязапных ферментов [11]. В отда-
ленные сроки постишемического пе-
риода (7 -21-е сутки) наряду со зна-
чительным повышением сродства 
1,8-АНС ' к мембранам микросом, на-
блюдалось увеличение в 1,7 раза ис-
ходной концентрации МДА в микросо-

мальной фракции. Скорость образова-
ния МДА на 14-е сутки после ишемии 
в НАДФ-Н-зависимой реакции П О Л 
также возрастала в 2,8 раза по срав-
нению с контролем. Высокий уровень 
пероксидации микросомальных липи-
дов на 14-е сутки постишемического 
периода резко снижал устойчивость 
цитохрома Р-450 к повреждению при 
активации I ЮЛ. Концентрация гемо-
протеина снижалась на 87,4 % от ис-
ходной, что превышало более чем в 
2 раза ее убыль в контроле (см. 
табл. 3). 

Изменение сродства 1,8-АНС" к 
мембране, как и повышение активно-
сти спонтанного и НАДФ• Н-зависимо-
го МОЛ в отдаленные периоды после 
ишемии, можно объяснить р азу пор я-
дочиваиием молекул мембранных фос-
фолипидов в результате отмеченного 
выше значительного увеличения в их 
составе для мононенасыщенных жир-
ных кислот. Переход мембран Э П Р в 
состояние «разрыхления» повышает 
доступность П Н Ж К для реакций пе-
роксидации [17]. Преобладание про-
цессов деструкции липидного компо-
нента мембран Э П Р в отдаленные 
сроки после ишемии является одним 
из препятствий восстановления как 
ненасыщенности микросомальных ли-
пидов, так и функциональной активно-
сти связанных с мембранами фермен-
тов монооксигеназной системы. 

Таким образом, острая трапзитор-
11 а я и ш е м и я печени со п р ов о ж д а етс я 
изменениями жириокислотного соста-
ва и гидрофобных свойств микросо-
мальных липидов, остающихся значи-
мыми на протяжении 3 нед постише-
мического периода. 
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STRUCTURAL T R A N S F O R M A T I O N S O F LI-
PID C O M P O N E N T IN E N D O P L A S M I C RETI-
CULUM M E M B R A N E S W I T H I N EARLY AND 
DISTANT P E R I O D S AFTER LIVER T I S S U E 

I S C H E M I A 

1/. /. Sharapov, O. R. Grek, A. A. Zykov 

Medical School, Novosibirsk 

Total ischemia of ra t liver tissue wi th in 
30 min caused dis t inct a l t e ra t ions in lipid com-
ponent of endoplasmic ret iculum membranes , 
which occurred within three weeks of the posti-
s h e m i c period. Dur ing this period the ra te of 
microsomal lipids sa tu ra t ion w a s elevated due 
to an increase in the re la t ive content of satu-
rated f a t t y acids. Two-step a l t e ra t ions were 
observed in the p a t t e r n s of f luorescent probe 
b ind ing ( I -amino naphtha lene-8-su l fona te ) as 
well as in sensi t ivi ty of cytochrome P-450 to 
the impai rment in vitro a f te r induction of lipid 
peroxidat ion in microsomal membranes . Within 
1-3 clays a f t e r the ischemia a f f in i ty of the fluo-
rescent probe to microsomes w a s decreased, 
while s tabi l i ty of cytochrome P-450 to impair-
ment du r ing lipid peroxidation induction w a s 
increased. Within 7-14 days a f f in i ty of the fluo-
rescent probe to membranes w a s markedly ele-
vated and stabil i ty of cytochrome P-450 to the 
impai rment in vitro was lowered in the reac-
tions of lipid peroxidat ion. 

У Д К 615.272:547.466.31015.38.015.4:612.822.1 

В. А. Розанов, Г. А. Карпович, U. / / . Сергеева, В. M. Копелевич, 
В. И. Гунар 

В Л И Я Н И Е М Н О Г О К Р А Т Н Ы Х И Н Ъ Е К Ц И Й Г А М К НА ГАМ К-111 УНТ 
И НЕКОТОРЫЕ С В Я З А Н Н Ы Е С Н И М Р Е А К Ц И И В Г О Л О В Н О М 

МОЗГЕ КРЫС 

Одесский медицииский институт 

7-Аминомасляная кислота (ГАМК, 
амииалон, гам малой) нашла примене-
ние в клинике как средство, улучша-
ющее состояние сосудов головного моз-
га, устраняющее некоторые вестибу-
лярные расстройства [4] . Используют 
главным образом такие свойства 
ГАМК, как способность оказывать 
влияние на метаболизм клеточных 

элементов микрокапилляров мозга [5] 
и в связи с этим улучшать его крово-
снабжение [2]. Метаболические эф-
фекты ГАМК, в частности, влияние на 
транспорт и метаболизм глюкозы, сти-
мулирующее воздействие на цикл 
Кребса, дыхание и окислительное фос-
форил ирование | 12], используют в 
меньшей степени. Это связано глав-
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Т а б л и ц а 1 

а-КГДК-, ГАМК-Т- и ГДК- активность гомогенатов коры, мозжечка и стволовой части головного 
мозга крыс через 1 ч после серии инъекций ГАМК 

М о з ж е ч о к К о р а С т в о л 

П о к а з а т е л ь ф и з и о л о г и -
ческий раст -

вор 
Г А М К 

фи з иол о т -
ч е с к и й р а с т -

в о р 
Г А М К 

ф и з и о л о г и -
ч е с к и й р а с т -

вор 
Г А М К 

а - К . Г Д К , м к м о л ь 
а - к е т о г л у т а р а т а на 

1 г т к а н и за 1 м и н 
Р 

Г А М К - Т , м к м о л ь 
г л у т а м а т а на 1 г 
т к а н и за 1 м и н 

Р 
Г Д К , м к м о л ь 

Г А М К на 1 г т к а н и 
з а ] мин 

Р 

0 , 6 7 4 (8) 

0 , 4 4 8 — 0 , 8 2 3 

0 , 3 7 5 (7 ) 
0 , 3 0 6 — 0 , 4 9 5 

0 , 4 9 5 (8 ) 
0 , 31 7 — 0 , 5 2 5 

0 , 8 0 3 (6 ) 

0 , 7 1 6 — 0 , 8 9 5 
< 0 , 0 5 

0 . 4 1 3 ( 6 ) 
0 , 2 6 5 - 0 , 5 2 7 

> 0 , 05 

0 , 3 0 1 (8 ) 
0 , 1 9 5 — 0 , 3 6 6 

< 0 , 0 1 

0 , 8 1 6 (7 ) 

0 , 6 0 9 — 1 , 0 5 6 

0 , 2 8 6 ( 8 ) 
0 , 2 3 2 — 0 , 4 2 3 

0 , 2 3 8 (8) 
0 , 159 — 0 , 3 4 1 

0 , 7 8 8 ( 6 ) 

0 , 6 9 8 0 , 8 5 9 
> 0 , 0 5 

0 , 3 5 8 ( 6 ) 
0 , 2 9 7 — 0 , 4 9 2 

< 0 , 0 5 

0 , 2 3 9 ( 8 ) 
0 , 0 9 0 — 0 , 3 0 2 

> 0 , 0 5 

0 , 7 2 1 (8) 

0 , 5 0 1 — 0 , 931 

0 , 2 9 9 (6) 
0 , 2 0 7 — 0 , 3 6 3 

0 , 2 7 0 ( 8 ) 
0 , 1 5 3 — 0 , 3 6 8 

0 , 7 5 8 (5 ) 

0 , 7 3 4 - 0 , 7 8 8 
> 0 , 05 

0 , 4 9 5 (6 ) 
0 , 2 7 8 - - 0 , 5 7 7 

< 0 , 05 

0 , 2 7 7 ( 8 ) 
0 , 1 7 1 — 0 , 4 4 8 

> 0 , 05 

П р II м е ч а и и с . В д а н н о й и п о с л е д у ю щ и х т а б л и ц а х п р е д с т а в л е н ы с р е д н и е а р и ф м е т и ч е с к и е в е л и ч и н ы 
(в с к о б к а х — ч и с л о о п ы т о в ) и д о в е р и т е л ь н ы е и н т е р в а л ы . 

ным образом с тем, что ГАМК при 
пероральном применении метаболизи-
руется в экстраневральных образова-
ниях [16], вследствие чего головного 
мозга достигают преимущественно ее 
метаболиты. В связи с этим создание 
новых лекарственных препаратов на 
основе ГАМК осуществляется путем 
п о и с к а актив н ы х ГАМК- п р о и з в од н ы х 
и ГАМК-конъюгатов [3]. Однако с 
учетом низкой токсичности ГАМК, а 
также быстрого поглощения экзоген-
I юй ГАМ К к л ето ч и ы м и стру кту р а м и 
нервной ткани [15] не исключена воз-
можность использования инъекцион-
ных препаратов самой ГАМК для эн-
долюмбального, интракраниального и 
в ну триве ии ого в в едения. 

С другой стороны, введение ГАМК 
служит необходимым контролем при 
оценке влияния ряда ее новых вита-
минных производных, для которых не 
исключена возможность рас щ е п л е н и я 
с освобождением свободной ГАМК. 

В связи с изложенным выше возни-
кает необходимость изучения метабо-
лических эффектов ГАМК при ее па-
рентеральном введении в дозах, соот-
ветствующих клиническим. В частно-
сти, представляет интерес влияние 
многократных инъекций ГАМК (ситуа-
ция, моделирующая клиническое при-
менение) на взаимосвязь и соотноше-
ние реакций цикла трикарбоновых кис-
лот (ЦТК) и ГАМК-шунта, составля-
ющих основу биоэнергетики нервной 
ткани. 

Нами в эксперименте оценены вли-
яние многократных инъекций неболь-
ших доз ГАМК (5 мг/кг, внутрибрю-
шинно, 5 инъекций в течение 2 сут) 
на активность одного из ключевых 

ферментов Ц Т К — а-кетоглутаратде-
гидрогеназы, а также интенсивность 
функционирования ГАМК-шунта в 
различных отделах головного мозга 
крыс в этих условиях. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования служили крысы 
линии Вистар, половозрелые самки, массой 
200—240 г. ГАМК ( « R e a n a b ) вводили живот-
ным внутрибрюшинно (на физиологическом 
растворе) в разовой дозе 5 мг/кг по следую-
щей схеме: 1-е сутки: введение в 8, 14 и 20 ч, 
2-е сутки: введение в 8 и 14 ч. Группе конт-
рольных животных вводили физиологический 
раствор. Животных умерщвляли через 1 ч 
после последней инъекции. Головной мозг бы-
стро извлекали, освобождали от мягкой мозго-
вой оболочки и сосудистых сплетений и разде-
ляли на мозжечок, кору и стволовую часть 
мозга. Ткани гомогенизировали при темпера-
туре 0 -4 °С. Гомогеиаты ( 1 : 5 ) для опреде-
ления глутаматдекарбоксилазмой (ГДК) актив-
ности и содержания аминокислот готовили на 
К, Na-фосфатном буфере, 0,1 М, рН 6,6; для 
о 11 р с дел е 11 и я Г AM К - ос - кетогл ут а р ат амин от р а не -
феразной (ГАМК-Т) активности — на трис-
ацетатном буфере, 0,05 М, рН 8,2; для 
о п р е д ел е и и я а - кетогл ут а р ат д е гид р огеи а з 11 о й 
( а - К Г Д К ) активности гомогеиаты ( 1 : 1 0 ) го-
товили на К, Na-фосфатном буфере, 0,15 М, 
рН 7,4. 

а -КГДК-активность оценивали но восста-
новлению феррицианида [10], интенсивность 
Г Д К и ГАМК-Т реакций — по приросту соот-
ветственно ГАМК и глутамата (ГЛ) |8 | . Со-
держание свободных аминокислот, в частности 
ГАМК и ГЛ, определяли методом хромато-
графии на бумаге. Аминотрансферазную ак-
тивность оценивали по модифицированному 
методу [6]. Результаты обработаны статисти-
чески с применением критерия U (Вилкоксо-
на — Манна — Уитни) |Т]. 

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

Влияние инъекций ГАМК проанали-
зировано нами с использованием гомо-

3 0 



Т а б л и ц а 2 
ACT- и АЛТ-активность гомогенатов коры, мозжечка и стволовой части головного мозга крыс 

через 1 ч после серии инъекции ГА/VVK 

П о к а з а т е л ь 

М о з ж е ч о к К о р а Стпол 

П о к а з а т е л ь ф и з и о л о г и -
ч е с к и й р а с т -

в о р 
Г А М К 

ф и з и о л о г и -
ч е с к и й раст -

в о р 
Г А М К 

ф и з и © л о г и -
ч е с к и й р а с т -

иор 
Г А М К 

A C T . м к м о л ь пи-
р у пата на 1 г т к а н и 
за 1 мни 

Р 
А Л Т , м к м о л ь пи-

ру ната на 1 г т к а н и 
3il 1 мин 

Р 

<1. 00 (<S) 
3 , 34 — 9 , 1 5 

1 . 2 0 ( 8 ) 
0 , 8 5 1 , 9 9 

6 , 6 2 ( 7 ) 
4 , 2 3 — 8 , 80 

> 0 , 0 5 

1 . 4 3 (7 ) 
1 , 1 1 — 2 , 1 7 

< 0 , 05 

1 , 76 ( 8 ) 
3 , 0 0 6 , 2 0 

0 , 70 (8 ) 
0 , 3 4 1 , 4 3 

5 , 8 7 (7 ) 
3 , 67 - - 8 , 8 0 

> 0 , 0 5 

0 , 7 2 (7 ) 
0 , 3 4 - 1 , 0 6 

> 0 , 05 

5 , 3 6 (8) 
3 , 1 0 6 , 9 0 

0 . 70 (8) 
0 , 4 5 - 0 , 9 0 

5 , 3 7 (7 ) 
3 , 6 7 - 7 , 3 7 

> 0 , 05 

0 , 9 2 ( 7 ) 
0 , 6 5 - 1 , 5 5 

< 0 , 05 

генатов трех крупных отделов голов-
ного мозга — коры, мозжечка и ство-
ловой части. Подобное деление мозга 
часто используют в биохимических 
исследованиях [7]. Нами, как и в ра-
боте [7], в контрольной группе мак-
симальная интенсивность окислитель-
ных процессов, связанных с утилиза-
цией мозгом а-кетоглутарата, обна-
ружена в коре мозга животных, ми-
нимальная в мозжечке, ствол за-
нимал промежуточное положение 
(табл. 1). Максимальная глутаматде-
карбоксилазная, ГАМК-трансаминаз-
ная, а также аспартат- и аланииами-
нотрансферазная активность выявле-
на в ткани мозжечка, минимальная — 
в коре, промежуточная — в стволе 
(см. табл. 1 и 2). При этом соотноше-
ние максимальных активностей фер-
ментных систем, конкурирующих за 
утилизацию а-кетоглутарата и в оп-
р е д ел е н и о й степе и и от р а ж а ю щи х со-
отношение интенсивностей двух аль-
тернативных путей обмена, составля-
ет в мозжечке J,8, а в коре мозга 2,9. 
В с е это позволяет х а р а кте р и з о в ать 
мозжечок как отдел мозга с более 
высоким вкладом ГАМК-шунта в био-
энергетику. Подобные закономерности 
выявлен ы п р и иссл ед о в a 11 и и и ы та кт-
ных животных [9 | с той разницей, 

что у них в мозжечке отмечали еще и 
минимальное содержание ГАМК и 
ГЛ. В группе контрольных животных 
уровень ГАМК и Г Л в мозжечке был 
выше, чем в коре (табл. 3). Вероятно, 
это связано с тем, что они находились 
в условиях стресса (фиксация и боле-
вые воздействия во время инъекций 
физиологического раствора) . 

На фоне описанных метаболических 
особенностей, выявленных в различ-
ных отделах мозга, многократное вве-
дение малых доз ГАМК вызывало ряд 
закономерных сдвигов, неоднородных 
в изученных отделах мозга. 

Так, а-КГДК-активность достоверно 
повышалась в мозжечке (па 20 % от 
контроля) через 1 ч после последней 
инъекции ГАМК (см. табл. 1); в коре 
и стволе мозга существенных се из-
менений не выявлено. Таким обра-
зом, введение ГАМК активирует ути-
лизацию а-кетоглутарата тканыо моз-
жечка, в котором интенсивность этого 
процесса ниже, чем в других отделах 
мозга. 

Интенсивность ГАМК-трансаминаз-
иой реакции через 1 ч после серии 
инъекций ГАМК во всех отделах моз-
га была увеличена: в мозжечке на 
1 0 % , в коре и стволе на 22 и 52 % 
соответственно (в последнем случае 

Т а б л и ц а 3 

Содержание ГАМК и ГЛ в мозжечке, коре и стволовой части головного мозга крыс через I ч 
после серии инъекций ГАМК 

М о з ж е ч о к К о р а С т в о л 

П о к а з а т е л ь ф и з и о л о г и -
ч е с к и й раст -

мор 
Г А М К 

ф и з и о л о г и -
ч е с к и й р а с т -

в о р 
Г А М К 

ф и з и о л о г и -
ч е с к и й р а с т -

вор 
Г А М К 

Г Л , м к м о л ь на 1 г 
т к а н и 

Г А М К . м к м о л ь на 
1 г т к а н и 

9 , 2 4 ( 1 0 ) 
6 , 2 5 — 1 3 , 44 

2 , 6 3 (12 ) 
1 , 0 5 5 , 2 6 

6 , 0 8 ( 1 0 ) 
4 , 2 6 — 9 , 13 

< 0 , 0 1 
2 , 3 7 (8 ) 

1 , 0 0 - 3 , 1 2 
> 0 , 05 

8 , 7 3 ( 1 0 ) 
7 , 1 6 — 9 , 7 6 

2 , 1 0 ( 1 2 ) 
1 , 0 6 3 , 3 9 

8 . 7 0 ( 1 4 ) 
4 , 8 8 — 1 3 , 5 8 

> 0 , 05 
2 . 0 0 ( 1 3 ) 

1 , 1 0 — 2 , 9 2 
> 0 , 0 5 

7 , 1 3 ( 1 3 ) 
5 , 0 5 — 9 , 4 8 

2 , 89 ( 1 0 ) 
2 , 0 3 - 3 , 7 3 

7 , 2 9 ( 1 2 ) 
3 , 6 4 1 4 , 4 8 

> 0 , 0 5 
2 , 5 3 (1 1) 

1 , 0 6 4 , 8 0 
> 0 , 0 5 
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р < 0 , 0 5 ; см. табл. 1). Поскольку по 
условиям методики фактически мы 
оцеп и в а л и м а кс и м а л ьну ю а кти в ность 
ГА М К - Т, от р а ж а ю щу ю кол и чество 
фермента, можно предположить инду-
цирующее воздействие многократно 
инъецируемой ГАМК на ферментную 
систему ее утилизации в ЦНС. Повы-
шение ГАМК-трансаминазной актив-
ности было минимальным в мозжечке, 
где отмечен исходно высокий уровень, 
и значительно более выраженным и 
достоверным в коре и стволовой части 
мозга, где ее исходный уровень ниже. 

Что же касается ГДК фермен-
та, продуцирующего ГАМК в мозге и 
регулируемого уровнем ГАМК по ме-
ханизму обратной связи [13], то, как 
видно из табл. 1, в мозжечке отме-
чается достоверное торможение Г Д К 
(на 4 0 % ) ; в коре и стволе мозга су-
щественных изменений ГДК-активно-
сти не выявлено. 

Таким образом, при многократном 
парен тер альиом в в еден и и ГАМ К в 
клинических дозах через 1 ч после 
последней инъекции отмечается акти-
вация утилизации эндогенной ГАМК 
(усиление функции Г АМК-шунта) 
преимущественно в отделах мозга с 
низкой интенсивностью функциониро-
вания ГАМК-шунта и усилением ос-
новного энергетического пути (а-ке-
тоглутаратдегидрогеназного) в моз-
жечке. Активация утилизации эндо-
генной ГАМК согласуется с наблюда-
емо!"! во всех отделах мозга тенден-
цией к снижению уровня эндогенной 
ГАМК (см. табл. 3). 

Наблюдаемые изменения сопрово-
ждаются активацией аминотрансфе-
разных реакций; при этом наиболее 
выражен рост активности АЛТ в моз-
жечке и стволовой части мозга 
(см. табл. 2). Уровень Г Л в коре и 

стволе мозга практически оставался 
неизменным, а в мозжечке отмечалось 
достоверное понижение, на 40 % по 
сравнению с контролем, содержания 
ГЛ (см. табл. 3). Последнее приво-
дило к заметному изменению соотно-
шения Г Л/ГАМ К в ткани мозжечка. 
Так, если в контрольной группе это 
соотношение составляло в мозжечке, 
коре и стволе мозга соответственно 
3,5!., 4,16 и 2,47, то у животных, по-
лучавших ГАМК, эти величины соста-
вили 2,56, 4,35 и 2,88. Таким обра-
зом, вследствие снижения уровня Г Л 

в мозжечке соотношение между воз-
буждающим и тормозным медиатором 
в этом отделе мозга изменилось в 
пользу последнего. 

Подводя итоги описанию нейрохи-
мических сдвигов при парентеральном 
введении ГАМК, следует подчеркнуть 
выраженный и достоверный характер 
сдвигов при введении сравнительно 
малых доз препарата, причем харак-
тер и направленность изменений не 
противоречат возможности проникно-
вения малых доз ГАМК в мозг. Ра-
зумеется, это не более чем предполо-
жение, не подкрепленное прямыми 
экспериментами, однако следует об-
ратить внимание на тот факт, что в 
крови постоянно содержится неболь-
шое количество ГАМК, продуциру-
емой кишечными бактериями [14] и, 
согласно последним данным, не ис-
к л ючена в о з м о ж и ост ь п р о н и к н о в ен и я 
неизмененной ГАМК через гемато-
энцефалический барьер без участия 
эндотелиальной ГАМК-Т [ 111. Дру-
гим возможным механизмом возник-
новения наблюдаемых сдвигов может 
б ыть в л и я н и е инъецируемой ГАМ К 
н а г и п о ф из - а д реналовую с и ст е м у, 
тесно связанную с обменом ГАМК 

Независимо от механизмов реализа-
ции эффекта ГАМК можно констати-
ровать, что парентеральное введение 
клинических доз ГАМК оказывает за-
метное влияние на обмен в ЦНС. 
Приведенные данные свидетельствуют 
о целесообразности использования 
ГАМК как средства для парентераль-
ной терапии. 
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E F F E C T O F M U L T I P L E A D M I N I S T R A T I O N S 
O F v - A M I N O B U T Y R I C A C I D ON GABA 
S H U N T AND S O M E R E L A T E D TO T H E 

S H U N T R E A C T I O N S IN RAT BRAIN 

V. A. Rozanov, G. A. Karpovich, O. N. Sergee-
va, V. M. Kopelevicli, V. I. Gunar 

Medical School, Odes sa 

Ef fec t of repeated a d m i n i s t r a t i o n s of Y-ami-
no bu tyr ic acid (GABA) a t doses c o r r e s p o n d i n g 
to those which a re used in cl inical medicine , on 
[he s t a t e of G A B A - s h u n t a n d in t ens i ty of a -ke-
t o g l u t a r a t e d e h y d r o g e n a s e and a m i n o t r a n s f e r a s e 
r eac t ions as well as on the level of GABA a n d 
g l u t a m a t e w a s s tudied in cerebel lum, cor tex 
and trunkus cerebri of r a t bra in . A d m i n i s t r a -
tion of GABA (5 in j ec t ions a t a dose of 5 m g / 
kg) caused d is t inc t a l t e r a t i o n s in cen t ra l ner-
vous sys tem, which involved ac t iva t ion of 
G A B A - t r a n s a m i n a s e , u t i l i z ing GABA, a n d ina-
c t iva t ion of g l u t a m a t e deca rboxy lase , p r o d u c i n g 
the amine , a s well as a dec rease of GABA 
a n d g l u u t a m a t e levels a n d an increase in 
a - k e t o g l u t a r a t e u t i l i za t ion a n d ac t iva t ion of 
a m i n o t r a n s f e r a s e reac t ions . These a l t e r a t i o n s 
were especia l ly d is t inc t in cerebel lum, where 
in i t ia l h igh in t ens i ty of GABA s h u n t func t ion-
ing and m i n i m a l level of GABA were observed . 
The a l t e r a t i o n s observed s u g g e s t the ex is tence 
of p r o n o u n c e d s t i m u l a t i n g e f fec t of GABA, even 
at low doses, on r eac t ions of e n e r g y m e t a b o l i s m 
in bra in . 

У Д К 6 I 6-036.882-08-030.82-06:616.127-008.93:577.121.7J-085.272.4.014.425 

В. У. Долгих 

П P E Д У П P Е Ж Д Е Н И Е П О СТ Р Е А Н И М А Ц И О Н Н Ы X Н А Р У Ш Е Н И Й 
Э Н Е Р Г Е Т И Ч Е С К О Г О ОБМЕНА М И О К А Р Д А 

7 -0 КС И БУТИ Р АТОМ НАТРИЯ, И О Н О Л О М И Г УТИ МИ НОМ 

Омский медицинский институт 

Независимо от причины, вызвав-
шей терминальное состояние, в ран-
нем постреанимациониом периоде 
формируется сердечная недостаточ-
ность [6, 15, 18]. Существенную роль 
в ее развитии, как нами ранее уста-
новлено [4, 5] , играют активация 
процессов перекисного окисления ли-
пидов ( П О Л ) и повреждение образу-
ющимися в избытке перекисными со-
единениями мембранных механизмов 
ионного транспорта. Кроме того, раз-
витию постреанимационной недоста-
точности сердца способствуют т а к ж е 
нарушения энергетического обмена 
сердца . Однако эти нарушения био-
энергетики изучены лишь в первые 
часы восстановительного периода пос-
ле оживления [19] . 

Цель настоящей работы — изучить 
нарушения энергетического обмена 
миокарда на протяжении месяца с 

момента оживления и попытаться 
уменьшить эти нарушения с помощью 
у-оксибутирата натрия ( Г О М К ) , ионо-
ла и гутимииа, обладающих антиги-
поксантной и антиоксидантной актив-
ностью [3, 12, 16| . 

М е т о д и к а 

Опыты проведены па 1060 беспородных 
крысах-самцах массой 180—210 г под пембу-
т а л о в ы м наркозом. Клиническую смерть дли-
тельностью 4 мин в ы з ы в а л и острой кровопо-
терей через сонную артерию, а о ж и в л е н и е 
осуществляли центр и п ет а л ы i ы м и а ги ет а и и с м 
выпущенной крови и искусственной вентиля-
цией легких. Эксперименты проводили в 2 эта-
па. Н а 1-м этапе изучали влияние острой 
смертельной кровопотери на в ы ж и в а е м о с т ь 
ж и в о т н ы х и нарушения энергетического обме-
на в миокарде . С этой целью в конце периода 
клинической смерти и через различные сроки 
после о ж и в л е н и я извлекали сердца металличе-
скими щипцами, о х л а ж д е н н ы м и в ж и д к о м 
азоте, и определяли в них с о д е р ж а н и е АТФ, 
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А Д Ф и АМФ с использованием наборов Test-
Combinat ion фирмы «Boehr inger Mannheim», 
а гликогена, неорганического фосфора, лакта-
та и пирувата — ранее применявшимися мето-
дами [4]. Рассчитывали энергетический потен-
циал и потенциал фосфорилирования — П Ф 
[20]. На 2-м этапе оценивали эффективность 
использования Г О М К (300 мг /кг ) , ионола 
(100 мг/кг) и гутимина (50 мг/кг) для умень-
шения постреанимационных нарушений энер-
гетического обмена в миокарде. Одни живот-
ные получали эти препараты за 1 ч до кро-
вопотери внутрибрюшинно (взятие сердец для 
биохимических исследований у этих животных 
осуществляли через 1,5 и 6 ч после оживле-
н и я — в сроки максимально выраженной не-
достаточности сердца) , другие — как до кро-
вопотери, так и в течение 5 сут после ожив-
ления; они и были использованы д л я оценки 
выживаемости. Результаты обработаны стати-
стически с использованием критерия Стыо-
дента. 

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

В различные сроки постреанимаци-
онного периода погибли 66,7 % жи-
вотных, причем летальность за 1-е 
сутки достигла 81,4% от общего чис-
ла погибших. Выжившие крысы с 
учетом сроков восстановления функ-
ций жизненно важных органов и де-
фицита неврологического статуса [10] 
были распределены на 2 группы: с 
благопри я т н ым (1) и и с б л а го п р и я т -
ным (II) течением постреанимациои-
ного периода. 

Представленные в табл. 1 данные 
свидетельствуют об усиленном ката-
болизме адениловых нуклеотидов 
сердца во время умирания и клини-
ческой смерти: содержание АТФ по-
нижается в 3 раза, а АДФ и АМФ 
увеличивается соответственно в 3 и 5 
раз по сравнению с контролем, что в 
конечном итоге приводит к уменьше-
нию в 1,8 раза энергетического потен-
циала клетки. Прогрессирующее сни-
жение напряжения кислорода в кро-
ви и миокарде во время кровопуска-
ния и клинической смерти закономер-
но ингибирует ферменты цикла Креб-
са, разобщает окисление с фосфори-
л ированием и уме и ь ш а е т п р оду к ц и ю 
АТФ. Распад нуклеотидов сопровож-
дается накоплением неорганического 
фосфора и значительным увеличением 
ПФ. Известно, что возросший ПФ 
ускоряет сопряженный с фосфорили-
рованием процесс транспорта элект-
ронов в дыхательной цепи и активи-
рует дыхание митохондрий путем 
увеличения притока Н А Д - Н 2 в дыха-
тельную цепь и активирует гликогено-
лиз и гликолиз [11, 17]. Следствием 

такой активации, как видно из 
табл. 1, является, с одной стороны, 
11 о в ы ш е н 11 ы й р а с п ад гликогена, ч т о 
сопровождается образованием АТФ в 
гликолитическом фосфорилировании 
(однако выход АТФ при этом состав-
ляет 10 % от его образования при 
аэробном обмене), а с другой — на-
копление в сердечной мышце лактата 
и пирувата в концентрациях, превы-
шающих контрольный уровень соот-
ветственно в 6 и 2 раза вследствие 
того, что они не успевают быстро ути-
лизироваться митохондриями. Кроме 
того, увеличение ПФ смещает кре-
атинкииазную реакцию в сторону об-
разования АТ Ф. 3 н ачител ьна я ч а сть 
креатинфосфата передает свою макро-
эр г и ч ее к у ю ф о с ф а т н у ю г р у п п у А Д Ф, 
и образуется некоторое дополнитель-
ное количество АТФ, но при этом 
уровень креатинфосфата в сердечной 
мышце понижается более чем в 4 ра-
за. Таким образом, гликолиз и кре-
а т и нки назна я pea кция п р едставля ют 
собой резервные процессы, мобилизу-
емые во время умирания и клиниче-
ской смерти для образования допол-
нительного количества АТФ. 

Через 5 мин после восстановления 
самостоятельных сердечных сокра-
щений в условиях искусственной вен-
тиляции легких уровень АТФ и кре-
атин фос ф а т а з н а ч ител ь 11 о новы ш а ется, 
достигая почти контрольного, однако 
энергетический потенциал клеток уве-
л и ч и в а ет с я и е з н а ч и т е л ь и о, п о с к о л ь к у 
одновременно с образованием АТФ 
по-прежнему идет усиленный его рас-
пад: концентрация АДФ и АМФ в 
сердечной мышце превышает уровень 
этих метаболитов, характерный для 
клинической смерти. По времени эти 
изменения биоэнергетики миокарда 
соответствуют развитию 1 стадии 
пострсапимационного периода ги-
пердинамической [6, 15]. 

Однако через 15 мин после ожив-
ления содержание АТФ в миокарде 
уменьшается за счет дальнейшего 
усиления катаболических процессов, 
о чем свидетельствует повышение 
уровня неорганического фосфора, уси-
ленно расходуется креатинфосфат. 
По-прежнему остается низким энер-
гетический потенциал клетки. Не 
исключено, что эти изменения в энер-
гетическом обмене миокарда являют-
ся следствием так называемого «ки-
слородного парадокса», выявляемого 
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Дин а м и к a 11 е вро л о г и ч еского 
статуса крыс в постреани-

мационном периоде. 
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 : а — 1 сут, б — 
3 сут , в —7 сут , г — 1 4 сут ; по 
оси о р д и н а т — б а л л ь н а я оцен-
ка д е ф и ц и т а н е в р о л о г и ч е с к о г о 
с т а т у с а . Т е м н ы е с т о л б ц ы — под-
группа ж и в о т н ы х с б л а г о п р и я т -
ным, с в е т л ы е — с н е б л а г о п р и я т -
ным т е ч е н и е м п о с т р е а н и м а ц и о н -

ного п е р и о д а . 

во время реоксигенации после гипок-
сии и ишемии, характерных для кли-
нической смерти [4, 5, 14]. Образую-
щиеся в больших количествах токси-
ческие перекислые соединения приво-
дят, как известно, к разрыхлению 
мембран, появлению в них гидро-
фильных «пор», ингибированию ли-
пидзависимых ферментов, в том числе 
ферментов цикла Кребса, разобщению 
окисления с фосфорилироваиием и 
уменьшению продукции АТФ [8, 9 | . 
В эти же сроки появляются первые 
признаки гиподинамии миокарда и 
депрессии его сократительной функ-
Н И И [ 6 ] . 

Через 30 мин по степени нарушения 
энергетического обмена в миокарде и 
дефициту неврологического статуса, 
оцениваемому по 100-балльной шкале 
(см. рисунок), отчетливо выявляются 
две подгруппы: примерно в 2/3 слу-
чаев отмечаются более высокий уро-
вень АТФ, креатинфосфата, меньший 
расход гликогена и умеренное накоп-
ление лактата (I группа с благо-
п р и я Ti I ы м те чен ием пост р е а и и м а ц ион-
ного периода); в 7з наблюдений от-
мечаются выраженные и длительные 
нарушения б и оэпер гет и к и м и о к а р д а, 
х а р а кте р и з у ю щ и ее я нов ы ш е н 11 ы м рас-
падом АТФ, креатинфосфата и гли-
когена, сохраняющимся на высоком 
уровне а н а э р о б н ы м гликолизом, ч т о 
обусловливает накопление в миокарде 
избытка молочной кислоты (II 
группа с неблагоприятным течением 
постреанимационного периода). Ги-
перметаболические процессы в мио-
карде сохраняются в течение 3 нед; 
к концу месяца появляется тенденция 
к нормализации энергетических про-
цессов в миокарде. 

На 2-м этапе экспериментов с це-
лью умен ыи е 11 и я п ост pea н и м а ц и он и ы х 
повреждений организма в целом и 
сердца в частности были использова-
ны ГОМК, ионол и гутимин. 

Наиболее эффективным из этих 
п р е п а р а т о в о к а з а л с я Г ОМ К. Л е т а л ь -
н ость с р ед и ж и в о ги ы х, получав!и и х 
его до клинической смерти, оказалась 
в первые 6 ч после оживления в 7 раз 
ниже, чем среди животных контроль-
ной группы. Меньшими были и нару-
шения энергетического обмена в мио-
карде (табл. 2). Смертность среди 
животных, получавших ГОМК как до 
клинической смерти, так и в течение 
5 сут после оживления, составила к 
концу месяца 40% (без препарата — 
6 6 , 7 % ) . Свойство предварительно 
введенного ГОМК предупреждать пост-
реанимационные повреждения орга-
низма в целом и сердца в частности 
можно связать с антистрессор ным 
действием этого соединения [12]. Су-
ществует и иная возможность 
ГОМК в организме превращается в 
янтарный полуальдегид и далее в яп-
т а р и у ю к и слоту, кото р а я явля ется 
Ф АД -з а висим ы м су бет р ато м о к и сле-
пня и может играть роль в обеспече-
нии достаточного ресинтеза АТФ в 
сердечной мышце и других органах 
при нарушении использования МАД-
зависимых субстратов [16]. 

Полученные данные свидетельству-
ют, что ГОМК защищает сердце при 
клинической смерти и последующем 
оживлении. Вместе с тем нет основа-
ний думать, что этим вполне досто-
верным, но неполным защитным эф-
фектом. можно объяснить наблюдав-
шееся в наших опытах снижение ле-
та льности посл е кл им и ческой с м е рти 
в 7 раз. Можно полагать, что ГОМК, 
будучи тормозным метаболитом цен-
трального действия, защищает в усло-
виях клинической смерти и последу-
ющего оживления не только сердце, 
но и прежде всего головной мозг, со-
стояние которого в высокой степени 
лимитирует выживаемость [15]. 

Синтетический антиоксидант ионол, 
вводимый за 1 ч до клинической 
смерти, способствовал более раннему 
восстановлению сердечных сокраще-
ний, дыхания и роговичного рефлекса, 
уменьшал на 2 8 % летальность в пер-
вые 6 ч после оживления и улучшал 
энергетическое обеспечение сократи-
тельной функции миокарда. Энерге-
т и ч е с к и й потен ц и а л кардиомиоци то в 
повышался за счет увеличения содер-
жания АТФ в сердечной мышце и 
снижения уровня АДФ и АМФ. Серд-
ца животных, «защищенных» попо-

во 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние предварительного введении ГОМК» ионола и гутимииа на постреанимационные нарушения 
энергетического обмена в сердце ( A f ± m ) 

П о к а з а т е л ь 
С е р и я 

0 1 1 Ы Т 0 И Г О М К И о и о л Г у т и м п и 

К 4 , 0 0 ± 0 , 2 3 6,03=1=0,47 4,75=1=0,46 
Креатинфосфат, мкмоль/г * Креатинфосфат, мкмоль/г 

о 5 , 3 0 ± 0 , 3 8 + 5,68=1=0,43 1 5,19=1=0,42 + 
К 2 ,503±0 ,136 1,932=1=0,094 2,243=1=0,127 

АТФ, мкмоль/г * 

1,932=1=0,094 
* 

о 2 ,340±0,112 + 1,836=1=0,099+ 2,311 ±0 ,120 + 
К 0,836±0,129 0,982 ± 0 , 0 5 7 0,843 ± 0 , 0 6 3 

АДФ, мкмоль/г * 

О 1 ,263±0,137 1,053=1=0,066+ 1,398±0,156 
к 0,519zfc0,063 0,175=1=0,009 0 ,448±0,047 

АМФ, мкмоль/г 
0,519zfc0,063 

* АМФ, мкмоль/г 
О 0,585±0,067* 0 , 1 7 6 ± 0 , 0 1 6 + 0,698±0,068+ 
к 0 ,757±0,027 0,784=1=0,021 0,754 ±0 ,034 

Энергетический потенциал •* 

о 0,709=1=0,022 0,770±0,013"'" 0 ,683±0,035+ 
к 4,23=1=0,044 8,29=1=0,37 5 , 5 6 ± 0 , 3 7 

Неорганический фосфор, мкмоль/г * 

О 5,00=1=0,41 1 8,03=1=0,41 + 6 ,30±0 ,65+ 
к 1,41 =1=0,09 4,21=1=0,32 2 ,08±0 ,11 

ПФ * * * 

О 2,70=1=0,16 + 4,60=1=0,41 + 3,81 ± 0 , 2 3 + 
к 617=1=45 748=1=50 322±31 

Гликоген, мг % * Гликоген, мг % 
О 607 ±48+ 705=1=52 4- 420 ±56+ 
к 2,02=1=0,16 2,38=1=0,21 2 , 5 9 ± 0 , 2 1 

Лактат, мкмоль/г * 

О 2,37=1=0,14+ 2,49=1=0,17+ 3 , 2 5 ± 0 , 2 6 + 
к 0,35=1=0,022 0,42=1=0,029 0 ,76±0 ,062 

Пир у ват, мкмоль/г * 

О 0,47=1=0,031* 0,60=1=0,045 + 0 ,95±0 ,081 

П р и м е ч а н и е . К — животные контрольных групп, О — животные, получавшие до клини-
ческой смерти один из препаратов. Сердца для биохимических исследований у крыс, получавших 
гутимин, брали через 1,5 ч после оживления, а у получавших ГОМК и иоиол — через 6 ч после 
оживления. Звездочками обозначены достоверные различия показателей по отношению к животным 
с благоприятным, плюсами — с неблагоприятным течением постреанимационного периода. Величины 
изучаемых показателей у контрольных и оживленных крыс представлены в табл. 1. 

лом, отличались более высоким со-
держанием гликогена и более низким 
уровнем анаэробного гликолиза 
(см. табл. 2). Введение препарата до 
клинической смерти и в течение 5 сут 
после оживлении понизило леталь-
ность до 53,3% (в опыте — 6 6 , 7 % ) . 

Благоприятное влияние ионола на 
течение постреанимационного периода 
обусловлено его высокой антиради-
кальной активностью, благодаря чему 
уменьшается накопление продуктов 
перекисного окисления липидов, осо-
бенно в раннем постреанимационном 
периоде [4, 14]. Кроме того, иоиол 
способен улучшать тканевые окисли-
тельно-восстановительные процессы, 
устранять гипоксию тканей, усиливать 
сопряжение окисления с фосфорили-
роваиием, повышая эффективность 
системы аэробного синтеза АТФ [2, 
13], и уменьшать детергентноподоб-

ное действие высоких концентраций 
ненасыщенных жирных кислот, ха-
р а ктер и ы х д л я п ост р е а и и м а ц и о н и ого 
периода [4, 5], путем образования с 
ними комплексов [7]. 

Предварительное введение гутими-
иа, повышающего устойчивость орга-
низма к гипоксии [3], оказало бла-
гоприятное влияние как на исход реа-
нимации, так и на течение постреани-
мационного периода. Летальность в 
раннем периоде оживления составля-
ла 10%, а среди «не защищенных» 
гутимином животных — 21 ,5%. Пре-
парат улучшал энергетический обмен 
в миокарде: содержание АТФ и креа-
т и н фосфата п р с в ы шало уровень этих 
метаболитов в сердцах подопытных 
животных (см. табл. 2), более эко-
номно расходовался гликоген. Содер-
жание лактата , отражающего интен-
сивность гликолитических процессов 
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в миокарде, оказалось близким к кон-
трольному уровню. Введение гутими-
на до клинической смерти и после 
оживления понизило летальность сре-
ди животных этой группы до 43,3 % 
(в опыте — 66,7 % ). Свойство гути-
мина уменьшать постреанимационные 
повреждения организма в целом и 
сердца в частности связано с его 
основной фармакологической харак-
теристикой: снижением кислородного 
запроса организма в целом и сердца 
в частности, активацией анаэробного 
и аэробного гликолиза, значительным 
ускорением утилизации лактата, тор-
можением липолиза и усилением 
включения метаболитов в цикл Креб-
са, что способствует более полному 
окислению их в условиях дефицита 
кислорода [1, 3]. 

Р е з у л ь т а т ы п р о в е д е 11 н ы х и с с л е д о в а -
ний свидетельствуют, что нарушения 
энергетического обмена в сердце со-
храняются в течение длительного вре-
мени после оживления, определяя в 
известной мере течение постреаиима-
ционпого периода (благоприятное 
или неблагоприятное), и могут быть 
уменьшены предварительным введе-
нием ГОМК, ионола и гутимина. По 
эффективности использованные пре-
параты располагаются в такой после-
довательности: ГОМК, гутимин, 
ионол. 
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P R E V E N T I O N O F P O S T R E S U S C I T A T I O N 
I M P A I R M E N T S IN M Y O C A R D I U M ENERGY 
M E T A B O L I S M BY M E A N S O F S O D I U M y-
HYDROXYBUTYRATE, l O N O L AND GUT1-

M I N E 

1/. T. Dolgikh 

Medical School, Omsk 

Long- te rm impa i rmen t s of ene rgy metabo-
l ims in myocard ium were found in r a t s a f te r 
clinical death caused by acute hemor rhage . 
Bioenerget ics of myocard ium tended to norma-
lize wi thin a month a f t e r resusci ta t ion. Sever i ty 
of pos t resusc i ta t ion period corre la ted with the 
level of de te r io ra t ions observed in ene rgy me-
tabol ism. P r e a d m i n i s t r a t i o n of 7 -aminobu ty r i c 
acid, ionol and gu t imine decreased these im-
pa i rmen t s as well as the pos t resusc i ta t ion letha-
lity. Cons ide r ing the f inal resul ts of resusci ta-
tion the eff iciency of the d r u g s s tudied mig th 
be a r r a n g e d in a fo l lowing order : Y ' a m i n ° b u -
tyric acid, ionol, gut imine . 
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Г. 3. Абакумов, М. И. Бушма, П. И. Лукиенко, Л. Ф. Легонькова, 
А. С. Шуринов 

В Л И Я Н И Е Н И К О Т И Н А М И Д А НА П Р О Ц Е С С Ы Г1 Е Р Е К И С Л О Г О 
О К И С Л Е НИ Я Л И П И Д О В 

Институт биохимии АН Б С С Р , Гродно 

Среди возможных средств фармако-
логической регуляции свободноради-
кальиых процессов в организме могут 
быть вещества с аити- и прооксидант-
ными свойствами, в частности витами-
ны [6, 11]. 

Важная роль в системе стабилиза-
ции свободнорадикальных процессов в 
клетках принадлежит витамину Е, об-
ладающему выраженным антиокси-
дантным свойством [12]. Обнаружено 
также влияние на эти процессы вита-
минов А, С, D, Р Р (ниацин) [4, 7, 8, 
18]. Среди приведенных витаминов 
наименее изучено участие в указанных 
п роцессах ни а ци на. 

Цель настоящей работы — изучение 
влияния никотинамида на активность 
реакций перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) in vitro. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования служили плазма 
крови и микросомы печени крыс, выделенные 
методом дифференциального центрифугирова-
ния [5|. В качестве модельной системы ис-
пользовали 0,14 % спиртовый раствор окис-
ленной олеиновой кислоты (окисление прово-
дили при 70 °С пропусканием 0 2 в течение 
10 мин). Содержание гидроперекисей липидов 
определяли хемолюминесцентиым методом [3] 
на хемолюминометре ХЛМ1Ц-01 . Тсрмостати-
руемая кювета (37 °С) объемом 10 мл содер-
ж а л а 0,5 мл плазмы крови или суспензии 

микросом (конечная концентрация белка 
1 мг /мл) в 25 мМ трис-НС1-буфере (рН 7,4). 
Раствор олеиновой кислоты брали по 2 мл. 
Никотинамид добавляли в инкубационную 
среду в конечных концентрациях 5, 10, 50 и 
100 мМ. После 20-минутной инкубации фикси-
ровали на счетчике фотонов хемолюминомстра 
в течение 1 мин светосумму спонтанной и 
Fe-иидуцирусмой хсмолюмииесценции. После 
добавления F c S 0 4 в концентрации 100 мкМ— 
1 мМ регистрировали «быструю» вспышку хе-
молюминесценции и в ы р а ж а л и в относитель-
ных единицах. Активность НАДФ-IT- и аскор-
батзависимого П О Л в микросомах определяли 
по образованию малонового диальдегида 
(МДА) [3]. 

Инкубационная смесь объемом 1 мл содер-
жала 1 мАД Н А Д Ф • 11 пли 800 мкМ аскорбпта, 
12 мкМ F e S 0 4 , 200 мкМ N a 2 P 2 0 7 - 1 0 И 2 0 , 
100 мМ трис-НС1-буфер (рН 7,4), 500 мкг 
белка микросом. Реакцию начинали добавле-
нием Н А Д Ф - Н или аскорбата и проводили в 
водяной бане при 37 °С и постоянном встря-
хивании в течение 20 мин. Время реакции вы-
бирали экспериментально, исходя из линейно-
сти накопления М Д А . Это позволяет сравнить 
результаты с данными хемолюминесцентного 
метода. После добавления 1 мл 30 % раствора 
ТХУ осадок удаляли центрифугированием в 
течение 10 мин при 3000 об/мин. К 1 мл 
надосадочной жидкости добавляли 0,2 мл 
600 мМ НС1 и 0,8 мл 120 мМ 2-тиобарби-
туровой кислоты ( Т Б К ) . Количество образо-
вавшегося окрашенного триметииового комп-
лекса измеряли на «Specol» при 535 им. Ак-
тивность N-деметилировапия амидопирина 
определяли по [16], р-гидроксилирования ани-
л и н а — по [13]. Содержание цитохрома Р-450 
[17] и его способность связываться с никотин-
амидом (2 мМ) [14] определяли спектрофото-
метрически на «Specord Uv Vis» ( Г Д Р ) . Бе-
лок определяли по [15]. 

Т а б л и ц а 1 

Изменение интенсивности хсмолюмииесценции (XJ1) и скорости образования МДД в микросомах 
печени крыс в присутствии никотинамида (инкубация в течение 20 мин при 37 С) 

К о н ц е н т р а ц и я 
н и к о т и н а м и д а , 

мМ 

С п о н т а н н а я Х Л 
т ы с . и м п / м и и 

F c - и н д у ц и р у е -
ма я Х Л , 

т ы с . и м п / м и и 

«Быстрая» 
в с п ы ш к а Х Л , 
т ы с . и м и / м и н 

Н А Д Ф - И - з а в и -
симое п о л , 

нмоль 
М Д А / м и и / м г 

А с к о р б а т з а н и -
симое П О Л , 

и моль 
М Д А / м и и / м г 

0 7 , 0 = 1 = 0 , 9 1 3 , 8 ± 1 , 4 6 , 7 ± 0 , 9 0 , 8 4 = 1 = 0 , 0 3 0 , 7 3 = 1 = 0 , 0 4 

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

р > 0 , 2 5 > 0 , 2 5 > 0 , 2 5 
10 7 , 3 = Ы , 2 1 2 , 4 = 1 = 1 , 6 5 , 1 ± 0 , 7 — — 

Р > 0 , 2 5 > 0 , 2 5 < 0 , 0 5 
5 0 7 , 9 = Ь 1 , 4 1 2 , 5 = 1 = 1 , 3 4 , 6 = 1 = 0 , 9 — — 

р > 0 , 2 5 > 0 , 2 5 < 0 , 0 1 
0 , 5 0 = 1 = 0 , 0 5 100 6 , 3 = 1 = 1 , 3 1 0 , 5 = 1 = 1 , 1 4 , 2 + 0 , 7 8 0 , 7 2 = 1 = 0 , 0 3 0 , 5 0 = 1 = 0 , 0 5 

р > 0 , 2 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 
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Т а б л и ц а 2 
Изменение скорости N-деметилирования амидопирина, р-гидроксилирования анилина и содержа-

ния цитохрома Р-450 в микросомальной фракции печени крыс в присутсвии никотинамида 

П о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 
К о н ц е н т р а ц и я н и к о т и н а м и д а , мМ 

П о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 
1 0 1 00 

N-де метилирование амидопирина, нмоль 5 , 7 0 ± 0 , 0 5 4 ,65=1=0 , 11 2,59=1=0,12 
НСНО/мин/мг (81 ,58 %) (45,44 %) 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
р-гидроксилироваиие анилина, нмоль амино- 0,57=Ь0,01 0,52=1=0,01 0,38=1=0,05 

феиола/мин/мг ( 9 1 , 2 3 % ) (66,67 %) 
P < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

Цитохром Р-450, нмоль/мг 0 , 4 7 ± 0 , 0 1 0,44=1=0,01 
(93,62 %) 

0,27=1=0,01 
(57,45 %) 

Р > 0 , 2 5 < 0 , 0 0 1 

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

При инкубации суспензии микросом 
с никотинамидом в конечной концент-
рации 10, 50, 100 мМ светосумма «бы-
стро й » вспышки х е м о л ю м и н е с це шх и и 
уменьшается в сравнении с контролем 
соответственно на 24, 31 и 37 %. В этих 
условиях при концентрации никотина-
мида 100 мМ скорость образования ко-
нечного продукта ПОЛ МДА в фер-
ме и т з а в и с и м ы х р е а к ц и я х у м с н i > ш а е тс я 
на 14 %, а в неферментных — на 36 % 
(табл. 1). 

Одновременно с этим никотинамид 
в указанной концентрации значитель-
но снижает активность моиооксигеназ-
пой системы микросом, которая, как 
известно, наряду с гидроксилирующей 
функцией выполняет важную роль в 
процессах перекисного окисления. При 
этом скорость окислительного демети-

4-0.05 

+ 0.02 

(-0.0/ 

-0.01 

-0,02 

400 500 

Рис. 1. Дифференциальный спектр связывания 
цитохрома Р-450 с никотинамидом. 

Г1о оси абсцисс — д л н и а волны (в и м ) , по оси ор-
д и н а т — оптическая плотность . 

лирования амидопирина уменьшается 
на 18 55 % и гидроксилирования ани-
лина — на 9—33 %. Содержание ци-
тохрома Р-450 (комплекс фермент 
СО) снижается на 4 2 % (табл. 2). 

И сс л едо в а и и я вз а и м оде йств и я 11 и ко -
тинамида с цитохромом Р-450 показа-
ли, что это соединение связывается с 
ферментом, образуя спектрально реги-
стрируемый комплекс с максимумом 
поглощения при 428 -425 нм и мини-
мумом поглощения при 396—395 нм 
(рис. 1), что подтверждает принад-
лежность никотинамида к субстратам 
монооксигеназной системы II типа 
| 1 4 | . 

Результаты наших исследований под-
тверждают данные о том, что способ-
ность никотинамида тормозить окисле-
ние липидов в микросомах обусловлена 

1,отн.ед. ) 
6 

I 

J I L 
0 1 2 3 0 1 2 Змин 

Рис. 2. Изменение интенсивности хемолюми-
иссцснции 0,14 % спиртового раствора окис-
ленной олеиновой кислоты (а) в присутствии 

100 мМ никотинамида (б) . 
/ — темповой ток, 2 — с п о н т а н н а я хемолюминесцсн-
ция, 3 — «быстрая» в с п ы ш к а . С т р е л к а м и о б о з н а ч е н о 

введение FeSO* (100 W.KM). 

4 0 



Т а б л и ц а 3 
Изменение светосуммы (S) и амплитуды (Л) 
«быстрой» вспышки хсмолюмииесценции при 
инкубации никотинамида с плазмой крови 
и стандартной однофазной системой (0,14% спир-
товый раствор окисленной олеиновой кислоты) 

К о н ц е н т - 11лазма 0 , 1 4 % р а с т и о р о к и с л е н -
К о н ц е н т - 11лазма 

ной о л с и н о н о й к и с л о т ы 
р а ц и я 

н и к о т и н а -
ми д а , мМ S, S , А, 

т ы с . и м п / м и н т ы с . и м п / м и н о т и . е д . 

0 1,21 ± 0 , 3 2 ,01 ± 0 , 8 5 , 4 ± 0 , 6 
5 1, 3 3 ± 0 , 4 — — 

Р > 0 , 2 5 
50 0 , 9 2 ± 0 , 1 — — 

Р < 0 , 0 5 
100 0 , 8 2 ± 0 , 0 9 1 , 4 9 ± 0 , 6 3 , 7 ± 0 , 4 

Р < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 

взаимодействием его с цитохромом 
Р-450 [2, 3]. Однако связывание цито-
хрома Р-450 никотинамидом, по-види-
мому, не является единственным меха-
низмом его антиокислительного дейст-
вия. Об этом свидетельствует хотя бы 
то, что наряду с угнетением ПОЛ ни-
котина м ид тормозит и неферментное 
переокисление их. Кроме того, никоти-
на м ид способен в концентрациях 50 и 
100 мМ значительно подавлять хемо-
люминесценцию не только в микросо-
мальной фракции, но и в плазме кро-
ви, а также в растворе окисленной 
олеиновой кислоты (табл. 3, рис. 2). 

На основании этих данных можно 
предположить, что одним из механиз-
мов антиоксидантиого действия нико-
тинамида является его способность не-
посредственно взаимодействовать с 
гидроперекисями липидов с образова-
нием в этих реакциях N-оксида нико-
тинамида; образование последнего 
значительно увеличивается после вве-
дения животным никотинамида [9, 101. 
11одобно пи коти нам иду антиоксидант-
пые свойства обнаружены н у его близ-
кого аналога никомета | 1 | . 
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E F F E C T O F N I C O T I N A M I D E ON L I P I D 
P E R O X I D A T I O N 

G. Z. Abakuinov, M. J. Bushma, P. /. Lukienko, 
L. F. Legon'kovu, A. S. Schurinov 

Ins t i tu te of Biochemistry, Academy of Sc iences 
of the Byeloruss ian SSR, Grodno 

Nicot inamide (10-100 mM) caused a decrea-
se in total " f a s t " flash of chemoluminescence, 
in ra tes of N A D P H - and ascorba te dependen t 
lipid peroxidat ion in microsomal f ract ion of ra t 
liver tissue. Conten t of cytochrome P-450 (car-
bonyl complex) as well as ra tes of a m id ору r me' 
N-demethyla t ion and anil ine p-hydroxyla t ion 
were also decreased in microsomal fract ion. At 
the same time, inhibition of chemoluminescence 
was found a f te r addi t ion of 50, 100 mM nico-
t inamide to blood plasma or to solut ion of 
oxidized oleic acid. Willi an increase in nicoti-
namide concent ra t ion its inhibitory effect on, 
lipid peroxidat ion w a s more dist inct . 
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Г А З О Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Ч Е С К О Е О П Р Е Д Е Л Е Н И Е В Ы С Ш И Х 
Ж И Р Н Ы Х К И С Л О Т В Т К А Н И П Е Ч Е Н И К Р Ы С 

ПРИ Х Р О Н И Ч Е С К О М А Л К О Г О Л Ь Н О Й И Н Т О К С И К А Ц И И 

Отдел охраны и рационального использования природных ресурсов АН Таджикской 
ССР, Д у ш а н б е 

В последние годы все большее зна-
чение придается алкоголю, как факто-
ру, ведущему к развитию целого ряда 
заболеваний печени, которая имеет 
прямое отношение к взаимопревраще-
ниям ненасыщенных жирных кислот. 
Экспериментальные данные указыва-
ют на несомненное значение полнено-
вых кислот для нормальной деятель-
ности печени [3, 8, 13, 14, 16]. В связи 
с этим целыо наших исследований бы-
ло изучение влияния этанола на содер-
жание высших жирных кислот в тка-
ни печени крыс при хронической алко-
го л ь но й и нто кс и к а ци и. 

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

массой 160—200 или 250—300 г, содержав-
шихся па обычной лабораторной диете. Иссле-
довали гомогеиаты ткани печени. При хрони-
ческом эксперименте определяли изменения 
содержания высших жирных кислот ( В Ж К ) 
в печени под влиянием 40 % этанола, который 

вводили в течение 30, 90 и 180 дней 3 раза 
в неделю из расчета 0,7 мл на 100 г массы 
тела интрагастралы-ю с помощью тонкого ме-
таллического зонда. 

Гидролиз и метилирование ткани проводи-
ли по методу [6]. Разделение метиловых эфи-
ров жирных кислот проводили па газовом 
хроматографе «Цвет-1066» с пламенно-иониза-
ционным детектором. Стеклянная колонка 
длиной 3 м и диаметром 3 мм была заполне-
на хроматином N—AW—DMC (0,160— 
0,200 мм) ; температура испарителя 250°С, 
температура колонки программатора от 125 
до 270 °С с градиентом температуры 3 °С в 
минуту. Скорость подачи ленты самописца 
240 мм/ч, чувствительность усилителя 
5 0 - Ю - 1 0 А0. Газ-носитель — азот, расход азота 
и водорода 2 л /ч , воздуха 20 л / ч . 

Д л я идентификации метиловых эфиров 
жирных кислот использовали чистые стан-
дартные смеси жирных кислот (пальмитино-
вой, стеариновой, олеиновой, линолевой, ли-
иоленовой и арахидоновой) , пики идентифици-
ровали по времени удерживания в сравнении 
со свидетелями и данными литературы 111. 
Количественно хроматограммы оценивали пу-
тем измерения площадей пиков [5]. Статисти-
ческую обработку результатов выполняли ме-
тодами |9, 11]. 

Cia;0 

С20 4 

С181 С,8.1 

С/б./ 

Рис. 1. Хроматограмма метиловых эфиров В Ж К в печени крыс. 
А — к о н т р о л ь н ы е ж и в о т н ы е , к о т о р ы м в т е ч е н и е 6 мес в в о д и л и воду ; Б — п о д о п ы т н ы е ж и в о т н ы е , 

к о т о р ы м в т е ч е н и е 6 мес в в о д и л и 4 0 % э т а н о л . / — с т е р о и д ы ; / / — х о л е с т е р и н . 
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Т а б л и ц а 1 

Процентное содержание ВЖК в ткани печени крыс при хроническом введении этанола (п 12; Xzttnj 

Н а з в а н и е к и с л о т ы 

К
о

д
о

во
е 

о
б

о
зн

а-
ч

ен
н

е 

30 д н е й 90 д н е й 180 д н е й 

Н а з в а н и е к и с л о т ы 

К
о

д
о

во
е 

о
б

о
зн

а-
ч

ен
н

е 

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 

К а п р и н о в а я С 1 0 : 0 С л е д ы 0 , 40 ± 0 , 0 2 0 , 4 1 ± 0 , 02 0 , 56 ± 0 , 02 0 , 6 0 ± 0 , 0 3 0 , 82 ± 0 , 0 5 
Л а у р и н о в а я С 1 2 : 0 0 , 30 ± 0 0 2 0 , 6 0 ± 0 , 0 3 0 , 40 ± 0 , 0 3 0 , 8 0 ± 0 , , 0 5 0 , 5 3 ± 0 , 0 2 0 , 9 7 ± 0 , 0 9 
М и р и с т и н о в а я С и : 0 0 , 6 0 ± 0 , 0 3 0 , 7 9 ± 0 , 0 3 0 , 6 5 ± 0 , 06 0 , 9 5 ± 0 , 0 6 0 , 7 8 ± 0 , 0 6 1 , 1 6 ± 0 , 1 1 
М н р и с т о л е и н о в а я С и : 1 2 , 0 2 ± 0 , 0 9 1 , 6 8 ± 0 , 0 5 2 , 9 0 ± 0 , 1 2 1 , 1 8 ± 0 , , 0 7 2 , 76 ± 0 , 0 9 0 , 8 6 ± 0 , 0 7 
Т ет р а д е к а д и е и о в а я С и : 2 0 , 6 5 ± 0 04 0 , 4 2 ± 0 , 0 3 0 , 59 ± 0 , 0 2 0 , 2 9 ± 0, , 01 0 , 50 ± 0 , 0 3 С л е д ы 
1 Т е н т а д е к а н о в а я С 1 5 : 0 0 , 70 ± 0 0 3 0 , 8 4 ± 0 , 0 5 0 , 7 5 ± 0 , 0 5 0 , 9 3 ± 0 , 0 8 0 , 8 5 ± 0 , 0 7 1 , 1 8 ± 0 , 10 
П е н т а д е ц е н о в а я C i 5 : 1 2 , 10 ± 0 13 1 , 8 0 ± 0 , 0 9 1 , 6 0 ± 0 , 0 8 2 , 54 ± 0 , , 1 з 0 , 84 ± 0 , 0 9 0 , 6 5 ± 0 , 0 3 
П а л ь м и т и н о в а я C l 6 : 0 21 , 0 0 ± 0 . 36 2 6 , 0 4 ± 1 , 1 2 2 , 2 3 ± 1 , 2 29 , 6 3 ± 1 , , з 2 3 , 2 0 ± 0 , 9 2 3 3 , 5 5 ± 1 , 2 
П а л ь м и т о о л е и н о в а я с 1 6 : 1 с, , :н) • о . 1 5 7 , 20 ± 0 , 2 3 5 , 7 0 ± 0 . 13 1 2 , 4 3 ± 0 , , 3 0 4 , 9 5 ± 0 , 12 7 , 3 5 ± 0 , 2 4 
Г е к с а д с к а д и е н о в а я с 1 6 : 2 0 , 55 ± 0 , 07 0 , 3 8 ± 0 , 0 2 0 , 4 6 ± 0 , 02 0 , 2 7 ± 0 , 0 1 0 , 3 4 ± 0 , 0 2 С л е д ы 
М а р г а р и н о в а я С\7 : 0 0 , 6 0 ± 0 , 0 5 1 , 5 6 ± 0 , 07 0 , 7 0 ± 0 , 0 6 2 , 1 5 ± 0 , 1 5 0 , 7 5 ± 0 , 0 6 2 , 9 7 ± 0 , 14 
Г е п т а д е ц е н о в а я С ] 7 : 1 0 , 9 3 ± 0 . 07 0 , 7 3 ± 0 , 0 4 0 , 8 7 ± 0 , 04 2 , 6 2 ± 0 , , 1 8 0 , 7 9 ± 0 , 0 8 0 , 3 7 ± 0 , 0 2 
С т е а р и н о в а я C l 8 : 0 1 2 , 1 0 1 0 , 39 1 9 , 5 9 ± 1 , 0 1 2 , 3 2 ± 0 , 56 2 0 , 6 0 ± 1 , , 3 1 4 , 0 0 ± 0 , 4 2 2 2 , 3 8 ± 1 ,1 
О л е и н о в а я <М8 : 1 2 3 , 54 ± 0 , 72 1 7 , 4 0 ± 0 , 8 3 2 2 , 8 0 ± 1 , 3 1 4 , 4 3 ± 0 , , 7 6 2 1 , 7 0 ± 1 , 2 1 2 , 0 5 ± 0 , 9 2 
Л и н о л е в а я <М8 : 2 8 , 9 3 ± 0 , 1 5 5 , 70 ± 0 , 2 0 8 , 1 6 ± 0 , 1 2 3 , 2 6 ± 0 , , 1 9 7 , 2 7 ± 0 . 16 1 , 4 5 ± 0 , 0 9 
Л и н о л е н о в а я C i 8 : 3 3 , 7 5 ± 0 , 09 2 , 50 ± 0 , 18 3 , 1 0 ± 0 , 1 5 1 , 2 4 ± 0 , 10 2 , 89 ± 0 , 1 4 0 , 5 8 ± 0 , 0 6 -
Н о н а д е к а н о в а я с 1 9 : 0 — 0 , 3 5 ± 0 , 0 3 — 0 , 52 ± 0 , , 0 3 — 0 , 6 7 ± 0 , 0 5 
А р а х и н о в а я с 2 0 : 0 — 1 , 0 8 ± 0 , 12 — 1 , 1 7 ± 0 , , 0 8 — 1 , 4 8 ± 0 , 10 
Э П к о з е н о в а я С 2 0 : 1 — 0 , 5 4 ± 0 , 0 9 — 0 , 6 0 ± 0 , , 0 5 — 0 , 72 ± 0 , 0 8 
А р а х и д о н о в а я с 2 0 : 4 1 4 , 6 0 ± 0 , 56 9 , 7 3 ± 0 , 4 6 1 4 , 0 6 ± 0 , 45 7 , 56 ± 0 , , 28 1 3 , 10 ± 0 , 3 5 6 , 0 ± 0 , 4 0 
Э й к о з а п е и т а е н о в а я с 2 0 : б 0 , 92 ± 0 , 07 0 , 7 8 ± 0 , 0 8 2 , 3 0 ± 0 , 07 0 , 50 ± 0 , 0 3 1 , 8 5 ± 0 , 0 6 0 , 27 ± 0 , 0 2 
Э й к о з а г е к с а е н о в а я с 2 0 : 6 С л е д ы С л е д ы — — 1 , 4 4 ± 0 , 0 5 0 , 1 9 ± 0 , 01 
Б е г е н о в а я С 22 : 0 » 0 , 52 ± 0 , 0 4 — 0 , 70 ± 0 , 0 8 — 0 , 8 9 ± 0 , 0 7 
2 н а с ы щ е н н ы х 

: 0 
3 5 , 2 5 ± 0 , 7 8 51 , 7 7 ± 2 , 4 9 37 . 46 ± 1 , 9 8 5 8 , 0 1 ± 3 , , 1 5 4 0 , 7 1 ± 1 , 5 8 6 6 , 0 7 ± 3 , 0 1 

X м о н о н е н а с ы щ е н -
н ы X 3 4 , 8 9 ± 1 , , 16 2 9 , 3 5 ± 1 , 3 3 3 3 , 8 7 ± 1 , 6 7 3 3 , 8 0 ± 1 , , 4 9 3 1 , 0 1 ± 1 . 5 8 2 2 , 0 ± 1 ,36-

£ поли н е н а с ы щ е н -
ных 2 9 , 4 0 ± 1 , 35 1 9 , 5 1 ± 0 , 9 7 2 8 , 6 7 ± 1 , 9 8 1 3 , 1 2 ± 0 , , 6 2 2 7 , 3 2 ± 0 , 8 1 8 , 4 9 ± 0 , 5 8 

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

Нами идентифицировано 20 жирных 
кислот у контрольных крыс и 23 у под-
опытных (рис. 1). 

При хроническом введении 40 % 
этанола заметно изменялся спектр 
жирных кислот в ткани печени крыс 
(табл. 1). На 30-й день опыта наблю-
дали по сравнению с контролем увели-
чение суммы насыщенных жирных 
кислот с 35,25:4=0,78 до 51,774=2,49 % 
и уменьшение суммы ненасыщенных 
жирных кислот с 64,294=2,51 до 48,864= 
4=2,30% ( /?<0,001) . Из числа насы-
щенных жирных кислот на 30-й день 
опыта нарастало содержание в основ-
ном пальмитиновой (Ciero) — с 21,004= 
=1=0,36 до 26,044=1,1 % и стеариновой 
(Ci8:o) кислоты с 12,104=0,39 до 
19,59±1,0 %• Из числа ненасыщенных 
жирных кислот уменьшалось содержа-
ние олеиновой (Cieio) с 23,544=0,72 до 
17,40=1=0,83 %, линолевой (Ci8-2) с 
8,934=0,15 до 5,704=0,20 %) и арахидо-
новой кислот с 14,604=0,56 до 9,73 % 
( р с 0 , 0 1 , р<0,()()1) . Хотя пальмито-
олей новая кислота относится к моио-

ненасыщенным жирным кислотам, ее 
содержание при хронической интокси-
кации этанолом несколько нарастало; 
одновременно обнаруживали такие 
жирные кислоты, как каприновая, но-
надекановая, арахиновая, эйкозеновая 
и бегеновая, которых не удавалось об-
наружить в печени контрольных жи-
вотных. 

На 90-й день опыта нарастала сумма: 
насыщенных жирных кислот — с 
37,464=1,98 до 58,014=3,15 % и умень-
шалась сумма ненасыщенных жирных 
кислот — с 62,544=3,65 до 46,924= 
4=2,11% (/><0,01, р < 0 , 0 0 1 ) . Содер-
жание пальмитоолеиновой кислоты до-
стоверно возрастало с 5,70=1=0,13 до 
12,434=0,30 % ( р < 0 , 0 0 1 ) . 

Если после 30 дней алкогольной ин-
токсикации содержание таких моноие-
насыщенных жирных кислот, как пен-
тадецеиовая и гептадеценовая, снижа-
лось, то к 90-му дню опыта содержа-
ние этих кислот в печени резко возра-
стало — с 1,604=0,08 до 2,544=0,13 % 
и 0,874=0,04 до 2,624=0,18 % соответ-
ственно ( / ? < 0,001, /? < 0 , 0 1 ) . После 
6 мес алкогольной интоксикации со-
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Рис. 2. Изменение содержания В Ж К в ткани 
печени крыс при хроническом введении этанола. 
С в е т л ы е столбики — контроль (Х±т), т е м н ы е — опыт 
( Х ± т ) . А — н а с ы щ е н н ы е , Б — м о и о и е н а с ы щ е и н ы е , 

В пол и н е и а с ы щ с и н ы е ж и р н ы е кислоты. 

держание этих жирных кислот снижа-
лось не з н а ч и те ji ы i о. 

К 180-му дню опыта в печени крыс 
нарастало содержание насыщенных 
жирных кислот с 40,71 ± 1 , 5 8 до 
66,07±3,01 % и снижалось содержа-
ние ненасыщенных жирных кислот с 
58,33+2,39 до 30 ,49± 1,94 % (р< 
< 0 , 0 0 1 ) . 

При хроническом введении 40 % 
этанола в ткани печени крыс наблюда-
ли увеличение содержания насыщен-
ных п уменьшение содержания моно-
и полиненасыщенных жирных кислот 
(рис. 2). Уровень мононеиасыщениых 
кислот возрастал за счет увеличения 
содержания пентадеценовой (Ci5 :i), 
иальмитоолеиновой (Cie:i) и гептаде-
ценовой (Сi7:i) кислот. Возрастание 
мо по ненасыщенных и одновременно 
с ни ж е н и е ко н це и т р a 1iи и п о л и н е и а с ы -
щенных жирных кислот рассматривают 
как компенсаторное явление [2]. 

Изменения в относительном составе 
жирных кислот ткани печени контроль-
ных и подопытных групп крыс более 
четко обнаруживаются при использо-
вании следующих показателей: Cien/ 
/С 18:2 (Ki), сумма насыщенных жирных 

кислот+сумма мононенасыщенных 
ж и р н ы х к и слот/су м м а по л и нен а с ы ще и-
ных жирных кислот (Кг), сумма насы-
ще н 11 ы х к и с л о т/сумма п о л и н е н а с ы ще и -
ных кислот (Кз) и сумма насыщенных 
ж и р 11 ы х к и слот/су м м а не на с ы ще иных 
жирных кислот (Ki) [4]. 

11 р и экспер и м ей тал ь но й а л кого л м i о й 
интоксикации в течение 6 мес заметно 
изменяется жирнокислотный состав, 
суд я по о т п оси тел ь ны м пока з а тел я м 
контрольных и подопытных групп жи-
вотных. 

По данным литературы | 10], под 
влиянием этанола в печени крыс уси-
лен биосинтез Ci6:o жирной кислоты, а 
биосинтез С J 8:1 И С |н:2 Ж И р н Ы Х КИСЛОТ 

снижен. Относительное количество их 
уменьшено. По-видимому, усиление 
синтеза ненасыщенных жирных кислот, 
входящих в состав фосфолипидов, сви-
детельствует об ингибировании про-
цессов элонгации и деса ту рации жир-
пых кислот под влиянием этанола 
(табл. 2). 

Было установлено [7, 12], что под 
влиянием этанола в печени крыс по-
вышается уровень С 16:0 И С16:1 Ж И р П Ы Х 

кислот и снижается содержание С\н:\-
Предполагают, что эти изменения мо-
гут быть обусловлены особенностями 
катаболизма двууглеродных соедине-
ний в организме подопытных крыс, в 
результате чего уменьшается их ис-
пользование в реакциях удлинения це-
пи жирных кислот. Считают, что эта-
нол вызывает усиленный синтез жир-
ных кислот из эндо- и экзогенного аце-
тата [15]. 

Результаты наших исследований по-
казали, что содержание насыщенных 
жирных кислот возрастает под влия-
нием этанола, а полиненасыщенных -
снижается, что может привести к раз-
витию алкогольного цирроза печени. 

Т а б л и ц а 2 

Относительные показатели содержании ВЖК в ткани печени крыс при хроническом введении 
этанола ( Х ± т ) 

О т н о с и т е л ь - 30 дней 90 д н е й 180 д н е й 

ный п о к а -
з а т е л ь к о н т р о л ь опыт к о н т р о л ь опыт к о н т р о л ь о п ы т 

к,, 
к.. 
к 8 
к* 

2 , 3 8 ± 0 , 2 5 
2 , 3 9 ± 0 , 2 5 
1 , 2 0 ± 0 , 1 3 
0 , 5 5 ± 0 , 0 6 

3 , 0 5 ± 0 , 2 6 
4 , 1 6 ± 0 , 3 2 
2 , 6 5 ± 0 , 2 3 
1 , 0 5 ± 0 , 0 9 

2 , 6 3 ± 0 , 2 8 
2 , 4 9 ± 0 , 2 6 
1 , 3 1 ± 0 , 1 4 
0 , 6 0 ± 0 , 0 6 

4 , 4 3 ± 0 , 3 8 
6 , 9 9 ± 0 , 6 1 
4 , 4 2 ± 0 , 3 8 
1 , 2 4 ± 0 , 1 1 

2 ,51 ± 0 , 2 6 
2 , 6 2 1 0 , 28 
1 , 4 9 ± 0 , 1 6 
0 ,70 ± 0 , 0 7 

8 ,31 ± 0 , 7 2 
Ю , 3 7 ± 0 , 9 0 
7 , 7 8 ± 0 , 6 8 
2 , 1 7 ± 0 , 1 9 

П р и м е ч а н и е . Различия между контрольными и подопытными группами статистически 
достоверны ( / ;<0 ,001) . 
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G A S C H R O M A T O G R A P H 1 C E S T I M A T I O N O F 
HIGH FATTY A C I D S IN LIVER T I S S U E O F 
RATS WITH C H R O N I C ALCOHOL INTOXI-

CATION 

/. D. Mansurova, U. /(. Sulianova 

Labora to ry of H u m a n and Animal Biochemistry, 
Depa r tmen t of Rat iona l Use of Nat ive Resour-
ses, Academy of Sciences of the Tadzhik SSR, 

Dush a nbe 

In exper imenta l alcohol intoxicat ion of r a t s 
with 40 % ethanol content of h igher f a t ty acids 
was al tered in liver tissue. Con ten t of sa tu ra -
ted fa t ty acids w a s increased within 30-180 days 
of experiment , while the content of mono- and 
po lyunsa tu ra t ed f a t ty acids was s imul taneous ly 
decreased. 
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M. X. Каримова, III. А. Алеуов 

И З М Е Н Е Н И Я С О Д Е Р Ж А Н И Я С Е Р О Г О Н И Н А В К Р О В И 
ПРИ П А Р К И Н С О Н И З М Е 

Ц О Л И У В , Москва 

Нарушения медиаторного обмена в 
центральной нервной системе имеют 
большое значение в патогенезе тако-
го широко распространенного заболе-
вания, как паркинсонизм. Д л я лечения 
11 аркии со низ м а ис пользу ют п р епар а т ы, 
направленные на коррекцию дисбалан-
са медиаторных систем: холинолитики 
и дофаминсодержащие препараты. Но 
хронически п р о г р ее с и р у ю щи й х а р а ктс р 
заболевания, постепенное снижение 
эффективное т и 11 р с п аратов, р а з в и т и с 
побочных эффектов вынуждают искать 
новые пути патогенетической терапии. 

Показано, что при паркинсонизме 
наряду с уменьшением содержания 
дофамина в базальных ганглиях го-
ловного мозга снижается синтез в тка-
нях мозга другого медиатора — серо-
тонина [4], отмечено снижение содер-
жания его метаболита 5-оксииндолук-
сусиой кислоты в цереброспинальной 
жидкости [5] и моче [Г| . Однако вве-
дение больным предшественника ссро-
тонина триптофана [6], а также ииги-

б и то р а т р и п то ф а и г и д роке и лазы п - х л о р -
фенил ал ани па [5] не вызвало сущест-
венных изменений в состоянии боль-
ных. Особенности обмена серо гони па 
при паркинсонизме остаются неизу-
ченными. В связи с этим перед нами 
была поставлена задача изучить содер-
жание серотоиина в крови у больных 
паркинсонизмом в зависимости откли-
нико - ф из иол о гичес к их по к а за телей. 

М е т о д и к а 

Содержание серотоиина в крови определя-
ли у 81 больного на фоне отмены и через 3— 
4 нед после назначения препаратов, содержа-
щих L-диоксифеиилаланип ( Д О Ф А ) . Возраст 
больных варьировал от 36 до 76 лет, длитель-
ность заболевания - от I года до 15 лет. 
Клиническое обследование больных проводи-
ли па кафедре невропатологии Ц О Л И У В 
(зав. — проф. Л . С. Петелин) . Среди больных 
было 60 мужчин и 21 женщина. У 48 из них 
паркинсонизм был атеросклеротической этио-
логии, у 28 постэицефалитической. Акинетико-
ригидная форма заболевания констатирована 
у 25 человек, преимущественно ригидная — 
у 32, преимущественно д р о ж а т е л ь н а я — у 24. 
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Содержание серотоиина (в нмоль/л) н крови у больных паркинсонизмом и практически здоровых 
лиц в зависимости от возраста и пола (Xdzm) 

П о к а з а т е л и 

Г р у п п а о б с л е д о в а н н ы х 

П о к а з а т е л и 
з д о р о в ы е 

бол ь 11 ы е па р к и нсо и и з м ом П о к а з а т е л и 
з д о р о в ы е 

д о л е ч е н и я п о с л е л е ч е н и я п р и р о с т , % 

В целом по группе 5 9 6 ± 5 , 6 7 329 ± 5 , 6 7 403,28=h5,66 22 
(31) (81) (81) 

Возраст, годы: 
до 50 6 1 9 ± 5 , 6 7 3 0 6 , 7 ± 1 1 , 3 5 3 8 0 , 5 6 ± 17,01 24 

(16) (15) (15) 
51—60 591 ± 1 1 , 3 5 318,08=Ы 1,36 3 8 6 , 2 4 i t 11,36 21 

(9) (26) (26) 
61 и старше 551 ± 1 1 , 3 6 352=Ы1,36 4 2 0 , 3 2 ± 1 1 , 3 5 19 

(6) (40) (40) 
Мужчины 6 0 2 ± 5 , 6 7 3 4 0 , 8 ± 1 1 ,36 4 0 8 ± 1 1 , 3 6 20 

(18) (60) (60) 
Женщины 5 9 1 ± 1 7 , 0 1 3 0 6 , 7 2 ± 17,01 3 8 0 , 5 6 ± 17,01 24 

(13) £(21) l(21) 

П р и м е ч а и и е . В скобках — число обследованных, j 

В работе использовали статистически досто-
верные показатели с достоверностью ошибки 
менее 0,05. 

Концентрацию серотоиина в крови опреде-
ляли флюоресцентным методом | 3 | на спектро-
фл юо р о м етр е «Hitachi». 

Одновременно изучали содержание серото-
иина в крови практически здоровых J 8 муж-
чин и 13 женщин в возрасте от 28 до 65 лет, 
составивших контрольную группу. 

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

Содержание серотоиина в крови лиц 
контрольной группы соответствовало 
данным литературы [2, 3]. 

Концентрация серотоиина в крови 
больных паркинсонизмом была досто-
верно ниже, чем в контрольной груп-
пе. После проведенного в стационаре 
курса лечения, включавшего L-ДОФА-
содержащие препараты, при улучше-
нии состояния большей части больных 
отмечалось достоверное нарастание 
концентрации серотоиина в крови (см. 
таблицу). Однако в целом она остава-
лась ниже уровня в группе практиче-
ски здоровых лиц. Как видно из таб-
лицы, уровень серотоиина в крови 
б о л ь н ы х парк и н с о н и з м о м нов ы ш а л с я 
по мере увеличения возраста, тогда 
как в контрольной группе отмечено 
снижение содержания серотоиина в 
крови с увеличением возраста обе ледо-
ва иных. 

Снижение содержания серотоиина в 
крови здоровых лиц с увеличением воз-
раста описано и другими авторами [2, 
3]. Таким образом, при паркинсонизме 
в о з р а с т н а я д и н а м и к а изменен и й с о -
держания серотоиина в крови отлича-
лась от характерной для контрольной 

группы. У больных паркинсонизмом 
женщин содержание серотоиина в кро-
ви было ниже, чем у мужчин в отличие 
от здоровых лиц. 

Лечение препаратами L-ДОФА при-
водило к достоверному увеличению 
концентрации серотоиина в крови. В 
целом по группе больных прирост со-
ставил 22 % по сравнению с содержа-
нием серотоиина до приема препара-
тов. Прирост содержания серотоиина в 
крови был одинаков как у мужчин, 
так и у женщин. Не выявлено досто-
верных различий в приросте серотоии-
на под влиянием лечения в зависимо-
сти от возраста больных. 

При сопоставлении изменения содер-
жания серотоиина в крови у больных 
паркинсонизмом под влиянием L-
ДОФА-содержащих препаратов с кли-
ническим состоянием оказалось, что 
степень нарастания содержания серо-
тоиина в крови коррелировала с кли-
ническим состоянием и эффективно-
стью лечения. Так, у больных с хоро-
шим и удовлетворительным результа-
тами лечения прирост содержания се-
ротоиина в крови составил 28 и 27 %, 
у больных с незначительным улучше-
нием и без изменения состояния при-
рост был равен 20 и 14 % соответст-
венно. 

П р иведенные резул ьта т ы свидетель -
ствуют о связи содержания серотоиина 
в крови при паркинсонизме с клиниче-
ским состоянием больных и о взаимо-
действии серото1Шпергической и дофа-
минергической медиаторных систем в 
патогенетических механизмах заболе-
вания. 
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ALTERATIONS OK SEROTONIN CONTENT 
IN BLOOD OF PATIENTS WITH PARKIN-

SONISM 

M. Kh. Karirnova, Sli. A. Aleuov 

Central Ins t i tu te for P o s t g r a d u a t e Training of 
Physicians, Moscow 

Content of serotonin was studied in blood 
of 81 pat ient with parkinsonism and of 31 prac-
tically healthy person. Content of serotonin was 
distinctly decreased in blood of the pat ients 
with parkinsonism. With age ing concentrat ion 
of the amine was increased in blood of the 
pat ients and decreased in control group. 
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II. Ф. Tурова, Э. 10. Mucuohoichuk, JI. А. Ермолина, А. В. Азявчик, 
В. А. Кpасов 

Э К С К Р Е Ц И Я М О Н О А М И Н О В , ИХ П Р Е Д Ш Е С Т В Е Н Н И К О В 
И М Е Т А Б О Л И Т О В П Р И Г И П Е Р А К Т И В Н О М С И Н Д Р О М Е 

У Д Е Т Е Й С И Н Т Е Л Л Е К Т У А Л Ь Н О Й Н Е Д О С Т А Т О Ч Н О С Т Ь Ю 

Московский Н И И психиатрии Минздрава РСФСР, Москва 

Гиперактивный синдром (ГАС) ча-
сто встречается в структуре осложнен-
ных форм умственной отсталости и 
состояний пограничной интеллектуаль-
ной недостаточности [3]. Однако ме-
таболические изменения в организме 
детей с этим синдромом изучены не-
достаточно, что затрудняет проведение 
адекватной терапии. Данные литера-
туры, посвященной исследованию па-
тогенеза этого синдрома, противоречи-
вы: одни исследователи ведущую роль 
отводят нарушениям обмена иорадре-
налииа [12, 13, 17], другие — серотони-
на [10], третьи связывают ГАС с де-
фицитом дофамина в рецепторах Ц Н С 
[9]. Очевидно, не всегда учитывают 
клинический полиморфизм синдрома. 
Можно полагать, что изменения мета-
болизма при ГАС во многом могут за-
висеть от включения в его структуру 
э м о ци о н а л ь и ого ко м п о не нт а. 

В задачу работы входило исследо-
вание различных звеньев цепи биосин-
теза и катаболизма биогенных аминов 
(катехоламинов и серотонина) с целью 
выявления их зависимости от клиниче-
ских вариантов ГАС и результатов 
проводимого лечения. 

М е т о д и к а 

В группу обследуемых включен 21 ребе-
нок 7—11 лет с ГАС (преобладали мальчи-

ки). У 6 детей диагностирована пограничная 
интеллектуальная недостаточность, у осталь-
ных— олигофрения в степени дебильности. 
По данным анамнеза, почти у всех детей от-
мечена перинатальная патология (токсикоз 
беременности матери, родовая асфиксия, недо-
ношенность) . Более чем у половины детей 
наблюдалась гидроцефалия, у части — рези-
дуальная органическая микросимптоматика. 
14 детей получали сиднокарб| N-фепилкарба-
моил-3([3-фенилизопропил)сиднонимии] в дозе 
40 мг на протяжении 1 мес, 7 человек — со-
папа кс {х л о р ист о в о до р од н ы й 2 - мети л -ти о -10 -
[2- (1 -метил-2-ииперидилэтил) -фенотиазии ]} в 
дозе 30 мг, курс лечения тот же. Обследова-
ние проводили в динамике: до лечения (фон), 
в процессе лечения (через 2 нед от начала — 
пик леления) и через 2—3 дня после отмены 
препаратов. Д л я учета возможных индиви-
дуальных колебаний каждого ребенка в ди-
намике лечения и до назначения препаратов 
обследовали трижды. В суточной моче иссле-
довали содержание тирозина [14], катехола-
минов: адреналина и норадреналина (НА), 
а также их предшественников: Д О Ф А (Д) , 
дофамина (ДА) и продуктов их катаболиз-
ма — гомованилиновой (ГВК) и ванилилмин-
дальной (ВМК) кислот [5, 7|; конечного про-
дукта обмена серотонина — 5-оксииндолуксус-
иой кислоты (5-ОИУК) [10] и конечного про-
дукта обмена триптофана по кинурениновому 
пути Ni-метилникотипамида (МНА) [2]. В сы-
воротке крови исследовали активность амин-
оксидазы (АО) [1]. Психопатологические ис-
следования обнаружили у детей снижение вни-
мания, памяти, истощаемость. 

Клинически было выявлено 4 варианта 
ГАС. 

1. Простой вариант (9 человек). У этих 
детей отмечен синдром общей двигательной 
расторможеииости, неусидчивость, обилие лиш-
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Т а б л и ц а 1 

Экскреция моноаминов, их предшественников и метаболитов при различных вариантах ГАС ( M f t m ) 

В а р и а н т Г А С 

Н А Д Д А вмк МЫ А 

О
тн

о
ш

ен
и

е 
М

Н
А

/5
-О

И
У

К
 

В а р и а н т Г А С 

п м о л ь / с у т м к м о л ь / с у т 

О
тн

о
ш

ен
и

е 
М

Н
А

/5
-О

И
У

К
 

В с я г р у п п а (/г=59—63) 2 0 , 6 8 ± 1 , 5 3 * 7 3 , 87 ± 4 , 06 2 6 6 , 0 ± 2 4 , 9 3 6 , 5 4 ± 0 , 5 0 * 3 9 , 6 9 ± 7 , 2 0 1 , 5 5 

П р о с т о й (/i = 2 7 ) 
А и т и д и с ц и п л п и а р -

н ы й ( / 1 = 1 2 ) 
Г и п е р т и м и ы й ( / г = 18) 
А ф ф е к т и в н ы й (/г = 6) 

2 3 , 6 8 ± 3 , 4 9 

2 2 , 9 9 ± 4 , 0 8 
2 1 , 1 6 ± 2 , 6 0 * 

9 , 6 3 ± 3 , 13* 

7 8 , 4 3 ± 7 , 5 5 

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

2 6 6 , 9 4 ± 4 2 , 4 4 

1 6 9 , 51 ± 3 3 , 9 2 * 
32 2 , 4 9 ± 9 1 , 18 
1 9 1 , 0 9 ± 3 5 , 2 3 * 

5 , 5 8 ± 0 , 7 0 

8 , 1 5 ± 1 , 51 * 
7 , 4 5 ± 1 , 31 * 
7 , 0 4 ± 1 , 3 6 * 

4 7 , 1 8 ± 1 2 , 2 0 

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

1 0 7 , 82 ± 2 2 , 5 6 * 

2 , 30 

0 , 7 5 
1 , 9 6 
3 , 2 7 

К о н т р о л ь (/i = 3 6 ) 2 9 , 55 ± 3 , 31 80 , 1 6 ± 6 , 0 3 | 3 5 2 , 2 7 ± 5 0 , 5 1 | 4 . 1 3 d= 0 , 4 5 5 6 , 67 ± 7 , 4 2 2 , 1 2 

П р и м е ч а и и с . З д е с ь и и т а б л . 2 : /г = ч и с л о о б с л е д о в а н и й ; з в е з д о ч к а — ^ д о с т о в е р н о с т ь но о т н о ш е н и ю 
к к о н т р о л ю ( / ; < 0 , 0 5 ) . 

них движений, недостаточную целенаправлен-
ность, нарушение концентрации активного вни-
мания. Дети беспрерывно прыгают, бегают, то 
ненадолго садятся, то вскакивают, задают 
много вопросов, часто не слушают ответы 
па них. 

2. Антидисциплинарный вариант (4 чело-
века) . Н а р я д у с симптомами простого вариан-
та имеют место конфликтность, нарушение 
режима детских учреждений, драчливость, не-
сдержанность, демонстративность, неспособ-
ность к планомерной деятельности, легкость 
возникновения реакций отказа , протеста. 

3. Вариант с аффективной возбудимостью 
(2 человека) . Н а р я д у с симптомами просто-
го варианта наблюдаются импульсивность по-
ступков, агрессивность, негативизм, р а з д р а ж и -
тельность, взрывчатость; постоянно отмечают-
ся нарушения школьной адаптации, любые 
запреты вызывают бурные реакции протеста, 
а (|) (j) е кт х а р а ктер из уется краткой р смеимостыо. 

4. Вариант с гипертимными проявлениями 
(6 человек). Н а р я д у с симптомами простого 
варианта отмечаются повышенное самочувст-
вие, приподнятое настроение, усиленное стрем-
ление к деятельности, болтливость, склонность 
к озорству, к легкой аффективной возбудимо-
сти, смешливость, общительность, непоследова-
тельность. Дети не доводят до конца начатое 
дело, не выносят ограничений, легко наруша-
ют режим, дисциплину. 

Из 14 детей, получавших сидиокарб, улуч-
шение отмечено у 10, что проявлялось в упо-
рядоченности поведения и повышении успе-
ваемости. При лечении сонапаксом улучшение 
отмечено у всех 7 детей. 

Контрольную группу составили 12 детей с 
олигофренией в степени дебильиости, у кото-
рых не выявлено каких-либо особенностей: де-
ти были спокойны, дисциплинированы. 

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

Среди перечисленных выше биохи-
мических показателей достоверные из-
менения по обследуемым группам бы-
ли обнаружены лишь в экскреции ДА, 
НА, ВМК, МНА. Экскреция ДОФА и 
тирозина изменялась лишь под влия-
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иием проводимого лечения. Изменений 
в экскреции 5-ОИУК и ГВК обнаруже-
но не было. 

Если при простом варианте ГАС 
особых отклонений указанных компо-
нентов от контрольных значений не 
наблюдалось, то у детей с аитидисцип-
л и н ары ы м и п ро я в л е н и я м и обнаружен ы 
высокая экскреция ВМК и низкая ДА 
и МНА. При гипертимном варианте от-
мечалось снижение экскреции НА при 
повышении экскреции ВМК. У детей с 
аффективной возбудимостью низкая 
экскреция НА при высокой экскреции 
ВМК (в 2 раза выше контрольных 
значений) сочеталась с пониженным 
выделением ДА. Достоверных измене-
ний в экскреции 5-ОИУК не отмечено 
ни при одном из вариантов. 

Таким образом, в зависимости от ис-
следуемого варианта ГАС можно на-
блюдать изменения в экскреции ДА и 
НА. Обращает на себя внимание раз-
но и а пр а вл енность и з м е не ний экскре-
ции МНА при антидисциплинарном ва-
рианте (снижение в 2 раза) и вариан-
те с аффективной возбудимостью (по-
вышение в 2 раза против контрольных 
величин), что может свидетельство-
вать о различиях в нарушениях обме-
на триптофана по кинурениновому пу-
ти при указанных вариантах ГАС. Об 
этом может свидетельствовать т а к ж е 
изменение отношения МНА к 5-ОИУК, 
которое в случае антидисциплипарного 
варианта минимально, а при аффек-
тивной возбудимости — максимально 
(табл. 1). 

Кину ренины рассматрива ются как 
м одул я то р ы э м о ци о и а л ьи ы х состо я н и й 
[4]. Отмечена тесная взаимосвязь 



Т а б л и ц а 2 

Изменение экскреции моноаминов, их предшественников и метаболитов под влиянием лечения 
(М±т) 

Г р у п п а 
б о л ь н ы х 

НА Д Д А В М К МП А Т и р о з и н Г р у п п а 
б о л ь н ы х 

п м о л ь / с у т м к м о л ь / с у т 

Л е ч е н н ы е 
с и д п о к а р -
бом 
(а=30—<11): 
фон 
] 1 и к 
отмена 
Л е ч е н ные 
с о н а п а к с о м 
(м = 18 — 21): 
фо 11 
п и к 
отмена 

2 1 , 69 ± 1 . 7 7 * 
2 7 , 3 0 ± 2 , 4 2 
2 9 , 85 ± 3 , 0 1 * * 

2 7 , 78 ± 4 , 7 3 
2 2 , 5 7 ± 2 , 9 0 
3 2 , 27 ± 4 , 1 4 

7 3 , 0 1 ± 5 , 0 2 
8 9 , 7 8 ± 7 , 09 

1 1 3 , 4 2 ± 9 , 1 3 * ' * * 

07 , 94 ч - 8 , 1 1 
0 8 , 45 ± 5 , 0 7 
0 7 , 9 4 ± 0 , 5 9 

2 2 8 , 2 9 ± 1 9 , 3 5 * 
34 9 , 52 ± 4 7 , 0 9 
4 5 1 , 59 ± 4 9 , 2 0 * * 

2 8 7 , 3 3 ± 3 7 , 3 9 
2 5 5 , 84 i t 3 7 , 39 
3 9 7 , 5 4 ± 0 0 , 3 5 

0 , 5 9 ± 0 , 7 0 * 
8 , 7 5 ± 0 , 9 6 * 
8 , 9 0 ± 1 , 0 0 * 

6 , 8 9 1 0 , 8 0 * 
9 , 0 6 ± 1 , 8 1 * 

1 1 , 3 9 ± 2 , 2 6 * 

54 , 83 -1- 7 , 79 
3 5 , 13 ± 3 , 6 7 
3 8 , 6 6 ± 3 , 16 

2 4 , 6 9 ± 1 , 91 * 
5 3 , 14 ± 1 2 , 4 9 * 
4 2 , 6 3 -1- 5 , 1 4 

1 9 , 3 1 ± 2 , 5 
1 2 , 58 ± 1 , Ю * 
1 5 , 6 1 ± 1 , 6 0 * 

19 , 80 -1- 2 , 54 
14 , 35 -1- 1 , 0 0 * 
1 3 , 2 1 ± 1 . 0 5 * 

** Достоверность по отношению к показателям фона ( /?<0,05). 

между катаболизмом биогенных ами-
нов мозга п кинуренинами, образуемы-
ми в печени. В частности, кинуренину 
отводят роль регулятора катаболизма 
серотонина в мозге и уровня триптофа-
на в плазме крови [II |. Можно также 
полагать, что при аффективной возбу-
димости имеет место усиление метабо-
лических процессов, связанных с по-
вышенным использо в анис м иикотина-
мида. В случае антидисциплинарного 
варианта можно предположить «утеч-
ку» триптофана в сторону других ви-
дов обмена, в частности в сторону об-
разования глутаминовой кислоты, по-
скольку ранее у детей с интеллектуаль-
ной недостаточностью нами отмечалась 
ее высокая концентрация в сыворотке 
крови | 8 | . 

В общей группе детей с ГАС наблю-
далось повышение экскреции ВМК и 
снижение НА, что находится в соответ-
ствии с данными [12], свидетельству-
ющими о снижении экскреции цент-
рального продукта метаболизма НА -
метоксифенилэтилгликола у детей с 
ГАС. Снижение экскреции IIA в наших 
наблюдениях, очевидно, связано с по-
вышением его катаболизма, о чем мо-
жет свидетельствовать повышенная 
экскреция ВМК (см. табл. 1). Обра-
щает на себя также внимание повыше-
ние активности АО сыворотки (в конт-
роле 8,74=0,84 пмоль бензальдегида на 
I мл в 1 ч при 37 °С, у детей с ГАС 
12,494=0,76 ммоль/мл/ч; / ;<( ) ,05) ; хотя 
в норме этот фермент не участвует в 
катаболизме НА, при патологии нель-
зя исключать возможность изменения 
его субстратной специфичности. 

Учет клинических вариантов ГАС, 
как показано выше, позволяет выявить 
более широкий спектр изменений в 
экскреции биогенных аминов и их 
11 р едшествен н и ков. П о л ученные ре-
зультаты свидетельствуют в пользу из-
менения обмена не только катехолами-
иов (ДА и НА), но и, очевидно, пред-
шественников МП А — кинуренинов в 
зависимости от рассматриваемого кли-
нического варианта ГАС. 

У детей, получавших сиднокарб, в 
основном была диагностирована оли-
гофрения в степени дебильности. Кли-
нические варианты ГАС были следую-
щие: у 5 антидисциплинарный вариант, 
у 3 гипертимный, у 6 простой. Из 
табл. 2 видно, что в целом но группе 
под влиянием сидиокарба экскреция 
НА повышается до уровня контроль-
ных значений, при этом возрастает 
экскреция его предшественников —- Д 
и ДА, в то время как экскреция тиро-
зина, я в л я ю ще гос я и с то ч н и ко м б и о -
синтеза последних, снижается (в конт-
рольной группе она равнялась 20 ,47+ 
1,65 мкмоль/сут). Это дает основание 
считать, что сиднокарб наряду с воз-
можным влиянием его на системы си-
наптического захвата НА [6] усилива-
ет биосинтез ДА из тирозина. В поль-
зу этого свидетельствуют и результаты 
экспериментов по исчезновению сти-
мулирующего действия препарата при 
угнетении синтеза К А с помощью а -
метил-пара-тирозима [16]. Лечение 
сопровождалось также некоторым сни-
жением экскреции MI1A: изменений 
экскреции ВМК не отмечено. Таким об-
разом, нормализация обмена НА под 
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влиянием еиднокарба совпадает с кли-
ническим улучшением, что может 
явиться косвенным свидетельством то-
го, что нарушение поведения у детей 
с ГАС связано с изменением метабо-
лизма НА. 

Лечение сонапаксом (3 ребенка с ан-
тидисциплинарным вариантом, 3 с ги-
пертимным, 1 с простым) приводило к 
повышению экскреции МНА и некото-
рому снижению выведения тирозина. 
Клинический эффект в этой группе со-
впал с повышением экскреции МНА до 
контрольных значений. Учитывая, что 
около 50 % этой группы было пред-
ставлено детьми с антидисциплинарны-
ми проявлениями, можно полагать, что 
нарушен и я о б м е на J I р е д ш естве н и и ков 
МНА о 11 р еде л е и н ы м образом в к л ю ч а -
ются в патогенез указанных состояний. 

Таким образом, проведенные иссле-
дования свидетельствуют о необходи-
мости учета клинических вариантов 
ГАС при исследовании обменных про-
цессов, которые изменяются неодно-
значно в зависимости от включения 
аффективного компонента. Лечение 
сидиокарбом оказывает определенное 
положительное влияние на клиниче-
скую картину и обмен ITA, что указы-
вает на возможную роль нарушений по-
следнего в патогенезе некоторых вари-
антов ГАС. В связи с тем, что предше-
ственником биосинтеза МНА является 
кинуренин, проведенное предваритель-
ное исследование указывает на необ-
ходимость более углубленного изуче-
ния его обмена при антидисциплинар-
ном варианте и при варианте ГАС с 
аффективной возбудимостью. 

Очевидна также необходимость уче-
та клинических вариантов ГАС при на-
з н а че гi ии л е к арственной те р а пии. 
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E X C R E T I O N O F M O N O A M I N E S , T H E I R 
P R E C U R S O R S AND M E T A B O L I T E S IN HY-
P E R A C T I V E SYNDROME O F C H I L D R E N 

W I T H MENTAL I N S U F F I C I E N C Y 

N. P. Turova, E. Yu. Misionshnik, L. A. Erino-
lina, A. V. Azyavchik, V. A. Krasov 

Ins t i tu te of Psychia t ry , Minis t ry of Publ ic 
Hea l th of the R S F S R , Moscow 

Al te ra t ions on dynamics of excret ion with 
urine of dopamine, noradrena l ine , van i ly lman-
delic acid and Ni-methyl n ico t inamide were de-
tected in 7-11 years old children with menta l 
insuff iciency accompanied by effect ive compo-
nent of the hype rdynamic syndrome in the 
course of t r e a t m e n t with s idnocarb and sona-
pax. S idnocarb w a s shown to al ter posit ively 
the excretion of no rad rena l ine and sonapax — 
tha t of Ni-methyl n icot inamide. Clinical featu-
res of the hype rdynamic syndrome should be 
taken into cons idera t ion in prescript ion of 
d r u g therapy. 
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Экспериментальные, клинические и 
эпидемиологические данные указыва-
ют на важную роль нарушений обмена 
липидов и липопротеидов (ЛП) в раз-
витии атеросклероза [см., например, 
10, 19]. Показано, что при этом обна-
руживаются изменения иммунного го-
мсостаза в направлении формирования 
иммунопатологических реакций, спо-
соб с т в у ю щи х 11 о р а ж е и и ю а р те р и а л ь и о й 
стенки [9, 33]. Отмечено воздействие 
атерогенных Л П на функциональное 
состояние Т-лимфоцитов; угнетение 
экспрессии ант и г е и с п е ц и (j) и ч е с к и х ре-
цепторов [24], подавление пролифера-
тивной активности лимфоцитов — не-
посредственное [22, 23] или опосредо-
ванное через нарушение суп рессор ной 
их функции [5, 26]. В эксперименте от-
мечено, что тимэктомия усиливает раз-
вити е экспе р им е ита л ьно й гипе рл ипи-
демии [8], а введение веществ, выде-
ленных из тимуса, ослабляет ее [29]. 
Эти данные свидетельствуют о взаимо-
связи Т-системы иммунитета с липид-
ным обменом в организме. 

Целью данной работы было изуче-
ние влияния тималина — отечествен-
ного полипептидного препарата из ти-
муса [12] — на развитие эксперимен-
тальной гиперлипидемии и атероскле-
роза у кроликов, а также на липидные 
показатели у крыс с гиперлипидемией. 
Паралелльно исследовали фу нкцио-
нальную активность лимфоцитов и сте-
пень их сенсибилизации к атерогеи-
ным «7111. Изучено также влияние ти-
малина па свертывание крови и на 
развитие экспериментального отека 
(воспаления), вызванного брадикини-
н о м . 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на кроликах-самцах 
(2,() 3 кг) I! крысах-самцах (180 210 г). Ги-
перлипидемию и атеросклероз вызывали у кро-
ликов путем перорального введения холестери-
на (ХС) из расчета 0,3 г на 1 кг массы тела 
в 5 мл подсолнечного масла в течение 3 мес. 
14 из 25 кроликов дополнительно получали 
тималин (0,5 мг /кг внутримышечно) через 
день в течение 3 мес. Время свертывания кро-
ви определяли в капиллярах [17]. Иммуноло-

гические показатели изучены у 8 кроликов, 
получавших ХС, и у 7 животных, получав-
ших дополнительно тималин, а т а к ж е у 12 ин-
тактных кроликов (обычный лабораторный 
корм) . 

13 опытах па крысах тималин вводили внут-
римышечно из расчета 1,5 мг на 1 кг массы 
тела. Животные получали диету, содержав-
шую 4 % ХС, 25 % подсолнечного масла и 
0,12 % метилтиоурацила в течение 2 нед. 10 
из 29 крыс этой серии дополнительно вводи-
ли тималин. Острое ожирение печени (накоп-
ление триглицеридов — ТГ) вызывали у 20 крыс 
однократным введением этанола (из расчета 
10 г на 1 кг массы тела) перорально 
( 5 0 % раствор) ; 10 животным предваритель-
но в течение 4 дней вводили тималин. В экс-
перименте на 24 крысах индуцировали отек 
(воспаление) задней лапки введением под 
плаитариый апоневроз 0,1 мл 0,01 % раствора 
брадикинина [4]; 12 животным т а к ж е в тече-
ние 4 дней до инъекции брадикинина вводи-
ли тималин. Степень отека определяли онко-
метрически [14]. Кровь брали у крыс после 
декапитации, у кроликов — из ушной вены 
после 18 ч голодания. Д л я изучения иммуно-
логических показателей кровь вносили rt си-
ликонироваиные пробирки с добавлением ге-
парина (25 ед на 1 мл крови) . 

Лимфоцит!»! выделяли в градиенте фикол— 
верографин [16]. Взвесь лимфоцитов из селе-
зенки крыс получали с помощью стеклянного 
гомогенизатора Поттера; взвесь рссуспспдиро-
вали в среде № 199 с добавлением 10 % сы-
воротки крови теленка. Реакцию бласттранс-
формации (РБТ) лимфоцитов периферической 
крови кроликов и спленоцитов крыс при сти-
м ул я ци и фитоге м а ггл ют и и ино м -11 (Ф Г А - II) 
(5 мкг /мл, «Difco», США) исследовали по 
методу [20]. Клетки культивировали в 96-лу-
ночных пластинах (завод «Мсдполимср», 
С С С Р ) . Пролиферативиую активность лимфо-
цитов оценивали по интенсивности включения 
Н 8 -тимидина и Н 3 -уридииа в импульсах в 
1 мин из расчета на 10(i клеток. Супрсссор-
ную активность лимфоцитов, как спонтанную, 
так и индуцированную ФГА-П в дозе 
15 мкг/мл, исследовали по методу [26]. Сте-
пень сенсибилизации лимфоцитов перифериче-
ской крови кроликов и крыс к Л П низкой и 
очень низкой плотности (Л П И П , Л П О Н П ) 
определяли в тесте угнетения миграции лей-
коцитов в пятиканальиых плоских капиллярах 
[2]. Пробы для подсчета радиоактивности в 
сцинтилляционном счетчике «Магск» готовили 
по методу [13]. 

В сыворотке крови и в печени животных 
определяли содержание ХС [31] и ТГ [30], 
в аорте — содержание ХС. Степень атероскле-
ротического поражения аорты кроликов опре-
деляли планиметрически [1]. Кроликов забива-
ли способом воздушной эмболии, крыс декапи-
тировали. Полученные данные обрабатывали 
методом вариационной статистики [3]. 
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Р е з у л ь т а т ы п о б с у ж д е и и е 

В опытах на кроликах, получавших 
ХС, было отмечено, что у 7 из 1 1 жи-
вотных содержание ХС в сыворотке 
крови составляло 1040—2800 мг%, у 4 
остальных — 532- 795 мг%; содержа-
ние ТГ было 257— 528 и 104 -228 мг% 
соответственно (табл. 1). Это нашло 
отражение в содержании ХС в аорте -
у 8 из 11 кроликов оно было 1 1,5 30,8 
мг па 1 г ткани (при этом атеросклеро-
тическое поражение аорты составило 
10—60 %), у 3 животных — менее 10 
мг на 1 г ткани (атеросклеротического 
поражения аорты не обнаружено). От-
меченные различия связаны с разной 
чувствительностью кроликов к экзо-
генному ХС, это описано в литературе 

Как видно из табл. 1, в группе жи-
вотных, получавших ХС и дополнитель-
но тималнп, были выявлены различия 
в средних тенденциях к снижению со-
держания ХС п ТГ в крови, ХС в пече-
ни и аорте, а также в степени атеро-
с к л е рот и ч ее ко го п о р а ж е и и я аорты. 
При этом под влиянием тималииа уве-
личилось количество животных с от-
сутствием поражения аорты. Эти дан-
ные позволяют сделать заключение о 
положительном влиянии тималииа на 
к роли ков. 

При изучении времени свертывания 
крови в опытах на кроликах было от-

мечено, что в группе животных, полу-
чавших только ХС, оно составляло 
4 мин 55 Czh 1 мни 7 с; в группе, полу-
чавшей ХС и дополнительно тималин, 
оно увеличивалось до 16 мин 15 сгЬ 
3 мин 12 с ( р < 0 , 0 0 1 ) . 

В опытах на крысах, получавших 
с I юсобств у ю т у ю р а з в и т и ю ги п е р х о л е -
стер и нем ии диету и дополнительно ти-
малин в течение 2 нед, наблюдали до-
стоверное снижение содержания ХС и 
печени ( 5 9 , 5 + 1 , 5 мг/г в сравнении с 
7 8 ± 1 , 7 мг/г у животных, получавших 
только указанную диету; /;<<(),()() 1). 
Введение тималииа уменьшало сте-
пень вызываемого брадикииииом отека 
конечности у крыс. Так, через 30 мин 
после инъекции брадикинина иитакт-
иым животным объем конечности уве-
личивается на 7 0 % (с 1 , 0 ± 0 , 0 2 до 
1 , 7 + 0 , 0 4 мл вытесненной ею жидко-
сти), а в группе, предварительно полу-
чавшей тималин в течение 4 дней, -
лишь на 4 3 % (с 1 , 0 4 = 0 , 0 2 до 1 , 4 3 ± 

d z 0 , 0 3 мл, / ? < С 0 , 0 1 , по сравнению с жи-
вотными, получавшими только бради-
кииин). Полученные результаты ука-
зывают на то, что в антиатеросклеро-
тическом действии тималииа, кроме 
снижения свертывания крови, может 
иметь значение уменьшение проницае-
мости артериальной стенки для атеро-
генных Л П. Последнее отмечается в 
механизме антиатеросклеротического 
действия известного препарата пириди-

Т а б л и ц а 1 

Влияние тиамина на содержание липидов и сыворотке кропи, печени и аорте кроликов 

И н д е к с а т с р о с к л о -
АС. с ы в о р о т к и АС, печени , 1 1 с ы в о р о т к и ТГ печени , м г / г АС а о р т ы , р о т и ч е с к о г о п о р а -

№ к р о п и , мг % м г / г к р о п и , мг 7о м г / г ж е н и и а о р т ы , % 

. 1 I . I 11 I 1 I I 1 11 I 11 I 11 

1 5 3 2 2 6 6 13 10 104 8 6 9 , 3 3 , 8 7 , 8 5 , 8 0 0 
2 6 4 0 4 0 0 13 К) 2 2 4 104 1 0 , 3 6 , 0 8 , 3 6 , 9 0 0 
3 7 6 0 6 6 5 2 2 13 2 2 4 1 4 3 1 1 , 1 7 , 7 9 , 4 7 , 5 0 0 
4 7 9 5 8 4 0 2 7 15 2 2 8 1 4 3 1 1 . 1 7 , 7 1 1 , 5 7 , 7 10 0 
5 1 0 4 0 8 4 0 2 7 2 2 2 5 7 180 1 2 , 0 8 , 8 1 3 , 8 7 , 8 10 0 
6 1080 1 0 0 0 3 2 2 2 2 8 6 184 1 2 , 9 1 1 , 1 1 4 , 4 9 , 3 2 0 0 
7 1 4 6 0 1330 3 2 2 6 2 9 6 192 1 4 , 3 1 2 , 0 1 6 , 0 9 , 7 3 0 0 
8 1 4 8 0 1 5 9 0 3 2 2 7 3 5 2 2 2 0 1 5 , 7 1 2 , 0 1 6 , 3 1 0 , 0 4 0 0 
9 1 6 0 0 1 7 3 0 51 2 7 4 0 0 2 2 8 2 0 , 4 1 3 , 4 1 7 , 0 1 1 , 2 4 0 0 

10 2 6 4 0 1 7 6 0 5 6 2 7 4 3 2 2 8 6 2 6 , 8 1 4 , 8 1 7 , 8 1 1 , 2 4 0 10 
11 2 8 0 0 1840 8 0 4 3 5 2 8 2 9 6 2 7 , 7 1 5 , 4 3 0 , 8 1 2 , 9 6 0 10 
12 2 1 3 0 4 3 3 5 2 

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

13 2 2 3 0 4 6 4 0 0 2 4 , 0 1 3 , 5 3 0 
14 2 4 0 0 5 4 4 5 5 2 7 , 4 1 4 , 4 6 0 

Р < ( ) , 0 ( ) 1 Р < 0 , ( ) 1 Р < ( ) , 0 1 Р а з л и ч и я не- Р < 0 , ( ) 1 Р < 0 , 0 1 
достоверны 

П р и м е ч а н и е . Д а н н ы е обработаны с чомощыо критерия различий в средних тенденциях 
д л я независимых выборок (метод Вилкинсоиа — Майна — Уитни [6]); I — ж и в о т н ы е , получавшие 
ХС, I I — ж и в о т н ы е , получавшие ХС и тималин. 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние тималина на РБТ и супрессорную активность лимфоцитов у кроликов 

Ж и в о т н ы е , 
ме

с А к т и в н о с т ь л и м ф о ц и т о в в Р Б Т ( и м и / м и н на 10" 
л и м ф о ц и т о в ) при с т и м у л я ц и и 

С у и р с с с о р и а я акти вность 
л и м ф о ц и т о в , % 

Ж и в о т н ы е 

В
ре

м
я 

- Ф Г А Л П О Н П с п о и т а и п а я 
и н д у ц и р о -

в а н н а я Ф Г А 

Контрольные, 
п — 1 2 ( 1 ) 

Получавшие 
атерогенную 
диету, п ~ 8 
(2) 

Получавшие 
атерогенную 
диету и тима-
лин, п 7 (3) 

1,5 

1,5 

3 

2 0 0 4 , 7 + 9 3 , 7 

4 4 0 9 , 1 ± 2 7 4 , б 

5206,3=1=331,5 
Р 2 _ 1 < ( ) , 0 1 

6 345=1=423,2 

5 ООО ± 5 1 5 , 8 

29 443=1=4 810 

37 885=1=7 364 
Р 2 - х < 0 , 0 5 

27 877=1=5 368 

51 776=1= 11 019 

46 578=1=9 183 

I 778=1= 132,4 

34 936=1=9 683 
Р 2 - , < 0 : , 0 5 

36 370=1=8 073 
/ V i < 0 , 0 5 

24 443=1= 1 387 

8 629=1=680 
Р 3 _ 2 < 0 , 0 0 1 

41,0=1=8,3 

3 3 , 3 + 5 , 1 

2 2 , 8 4 = 4 , 2 

28,2=1=8,2 

27,8=1=11 ,7 

67,5=1=4,4 

27,9=1=7,0 
Р 2 _ 1 < 0 , 0 5 
38 ,8=Ь6 ,7 
Р 2 - 1 < 0 , 0 5 

65,8=1=8,9 
Я , 2 < 0 , 0 5 
57,1=1=12,8 
/ - V о < 0 , 0 5 

нолкарбамата (пармидина), не оказы-
вающего п июли п идем и чес кого дейст-
вия, но снижающего отек лапки у крыс, 
в ызванный б р ад ик ини но м [ 4 |. 

В опытах па крысах с однократным 
введением этанола, вызывавшим через 
4 ч накопление ТГ в печени (до 24,9=fc 
± 2 , 3 мг/г в сравнении с 6,44=1,3 мг/г 
у интактиых животных; Р<;0 ,001) , бы-
ло отмечено положительное влияние 
предварительного введения тималина 
(содержание ТГ в печени после введе-
ния этанола этим животным увеличи-
лось лишь до 16,4±2,2 мг на I г ткани 
в сравнении с крысами, получавшими 
только этанол; Я<с0,05). 

Результаты иммунологических ис-
следований показали, что у кроликов 
через 1,5 мес после начала введения 
ХС выявилась тенденция к усилению 
спонтанного включения тимидина в 
лимфоциты. При стимуляции ФГА ак-
тивность включения тимидина в Д И К 
л и м фоцитов достовср по увел и ч и л ась 
(табл. 2), хотя индекс стимуляции 
(НС) снижался (8,58 против 14,68 в 
контроле). При этом выявлялся проли-
феративный ответ лимфоцитов на 
Л П О Н П . Из табл. 2 следует, что у 
кроликов данной группы снижается ин-
дуцированная ФГА суп рессорная ак-
тивность лимфоцитов. В тот же период 
в тесте угнетения миграции лимфоци-
тов отмечалась сенсибилизация к 
Л П О Н П (табл. 3). Через 3 мес после 
начала введения ХС возросло спон-
танное включение тимидина в лимфо-

циты кроликов, но уменьшилась 
сивность Р Б Т при стимуляции ФГА и 
сохранялась реактивность к Л П О Н П 
(ИС 5,35 и 6,98 соответственно). При 

этом была подавлена как спонтанная, 
так и индуцированная ФГА супрессор-
ная активность (см. табл. 2) и сохра-
нял а с ь се не и б ил и з а ци я л и м фоци то в к 
Л П О Н П , определяемая в тесте угнете-
ния миграции лимфоцитов (см. табл. 
3 ) . 

При сочетаином введении кроликам 
ХС и тималина наблюдали первона-
чальное (через 1,5 мес) дальнейшее 
возрастание спонтанного и индуциро-
ванного ФГА включения тимидина в 
лимфоциты и снижение пролифератив-
ного их ответа на Л П О Н П (см. табл. 
2). После введения тималина в течение 
3 мес выявилась тенденция к сниже-
нию спонтанного включения тимидина 
при относительно высокой степени от-
вета лимфоцитов на ФГА (ИС соста-
вил 9,3 против 5,3 в группе кроликов, 
получавших только ХС). При этом у 
животных, которым вводили тималин, 
подавлялся пролиферативиый ответ на 
Л П О Н П . При введении тималина в со-
четании с ХС уже через 1,5 мес отмеча-
ли норма л и з а ц и i о фу м к 11 и и и иду i к и р о -
ванных ФГА супрессоров, по не стиму-
лировалась функция спонтанных суп-
рессорных лимфоцитов (см. табл. 2). 
Сенс и б и л и з а ци я к а т е р о г е и и ы м Л П 
( Л П О Н П ) у кроликов, получавших в 
течение 3 мес ХС, определяемая в те-
сте угнетения миграции лейкоцитов, 
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Т а б л и ц а 3 

Влияние тималииа на показазатели сенсибилизации к ЛПОНП и реакцию угнетения миграции 
лейкоцитов у кроликов 

Ж и в о т н ы е 
В р е м я , 

мес 

М и г р а ц и я л е й к о ц и т о в в п р и с у т с т в и и | 

В р е м я , 
мес 

-

Л П О Н П 
В р е м я , 

мес 
-

100 мк г / м л 

1 

10 м к г / м л 

1 5 , 2 8 ± 1 , 2 5 1 5 , 4 0 = 1 = 1 , 2 4 1 5 , 9 0 ± 1 , 4 2 

1 , 5 8 , 1 4 ± 0 , 9 5 5,48=1=1 ,4 8 , 2 6 ± 1 , 1 2 1 , 5 
Р2 ! < 0 , 0 0 1 / > 2 _ 1 < М 0 1 Ро , < 0 , 0 0 1 

3 1 0 , 6 ± 1 , 7 7 5,80=1=1 , 7 4 6 , 9 0 ± 1 , 1 2 
P 2 - i < M 0 i Я 2 _ х < 0 , 0 0 1 

1 , 5 8 , 8 0 ± 1 , 5 9 8 , 6 0 = 1 = 1 , 3 8 8 , 8 6 ± 2 , 1 2 
3 9 , 4 8 ± 0 , 9 6 9 , 4 9 ± 0 , 5 3 8 , 0 6 ± 1 , 2 4 9 , 4 8 ± 0 , 9 6 

Р3- 2 < 0 , 0 5 

Контрольные, п 12 
(о 

Получавшие атероген-
ную диету, п = -- 8 (2) 

Получавшие атероген-
ную диету и тима-
лин, п — 7(3) 

была отчетливо заторможена при до-
полнительном введении тималииа (ем. 
табл. 3). 

П р и к у л ь т и в и р о в а и и и л и м ф о ц и то в 
периферической крови крыс, получав-
ших способствующую развитию гипер-
холестеринемии диету, наблюдали уси-
ление спонтанного включения тимиди-
на и особенно уридина (табл. 4). По-
следнее свидетельствует об активации 
системы Т-лимфоцитов [28]. В то же 
время ответ лимфоцитов на ФГА у 
крыс этой группы был в 2 раза мень-
ше, чем у интактных животных. Отме-
чалось усиление пролиферации лим-
фоцитов при их инкубации с Л П Н П и 
Л П О Н П . Супрессорная активность у 
крыс этой группы и особенно индуци-
рованная ФГА была подавлена (у 5 
из 10 животных лимфоциты не прояв-

ляли спонтанной супрессориой актив-
ности, а ФГА индуцированная обна-
руживалась лишь у 4 0 % животных). 
В тесте угнетения миграции лейкоци-
тов не наблюдали сенсибилизации к 
Л П Н П и Л П О Н П . При введении ти-
малииа крысам, получавшим «гипер-
липидемическую» диету, была отмече-
на нормализация спонтаного поглоще-
ния лимфоцитами уридина и их реак-
тивности к ФГА (см. табл. 4). Умень-
шилась и степень подавления супрес-
сориой активности лимфоцитов (как 
спонтанной, так и индуцированной 
ФГА). Супрессорная активность лим-
фоцитов обнаруживалась у 70 % крыс. 

Таким образом, приведенные экспе-
риментальные данные указывают на 
тенденцию к гиполипидемическому и 
антиатеросклеротическому действию 

Т а б л и ц а 4 

Влияние тималииа на РБТ лимфоцитов крыс, получавших диету, способствующую развитию 
гиперхолестеринемии 

Ж и в о т н ы е 

Л и м ф о ц и т ы нс с т и м у л и р о в а н ы : 
степень в к л ю ч е н и и , и м п / м и н па 10° мин 

Л и м ф о ц и т ы с т и м у л и р о в а н ы ; в к л ю ч е н и е Н 3 - т и м и -
д и н а , и м п / м и н на 10" л и м ф о ц и т о в 

Ж и в о т н ы е 

11а - т и м и д и п а Н а - у р и д и на 
ТИМ и -

д н и / у р н -
дин 

ФГА -1 I Л П О Н П Л П Н П 

К о н т р о л ь н ы е , 
п = 9 (1) 

П о л у ч а в ш и е ги-
п е р л и и и д е м и -
ч е с к у ю диету 
/ 1 = 1 0 (2) 

П о л у ч а в ш и е ги-
п е р л и п и д е м и ч е -
ч е с к у ю д и е т у и 
т и м а л и н , п ~ 10 
(3 ) 

2 0 3 3 , 6 ± 142,-1 

3 0 6 5 , 7 ± 2 3 6 , 7 
Р < 0 , 0 1 

24 6 7 , 1 ± 1 5 0 . 0 
Я 3 _ 2 < 0 ' 0 5 

2 9 4 1 , 3 ± 5 3 9 , 2 

6 0 6 1 , 3 + 4 0 9 , 9 
/>

2_1<0,01 

2 9 5 5 , 2 -+- 3 7 8 , 5 
/'., „ < 0 , 0 0 1 

0 , 69 

0 , 50 

0 , 83 

4 3 2 6 3 , 5 ± 3 6 8 5 , 7 

2 1 9 0 6 , 4 ••»• 2 0 8 7 , 6 
Р < 0 , 0 0 1 

4 2 4 9 0 , 9 -+ 1 1 8 3 , 3 
Я 3 _ 2 < 0 , 0 0 1 

2 6 1 8 , 8 ± 1 8 4 , 6 

5 8 7 9 , 5 ± 7 4 0 , 0 
Я < 0 , 0 0 1 

1 2 6 3 , 8 ± 1 9 2 , 5 

3 0 5 7 , 8 ± 2 9 2 , 4 

684 4 , 1 ± 1 3 5 7 , 1 
Р 2 _ 1 < 0 , 0 1 

5 9 0 8 , 5 ± 6 85 , 4 

54-



и м м у но м одул я то р а и б и о с т и м у .л я то р а 
тималина. Следует отметить опреде-
ленный параллелизм между развитием 
экспериментальной гиперлипидемии и 
нарушениями функционального состоя-
ния лимфоцитов, в частности измене-
нием реактивности к ФГА, подавлени-
ем их супрессорной функции и появле-
нием с е н с и б и л и з а ц и и к а т е роге и и ы м 
Л Г1. Указанные изменения могут 
быть связаны с непосредственным воз-
действием атерогенных классов Л П на 
пролиферат и в и ы й отве т л и м ф о i \ и то в 
к митогенам, что отмечено рядом ис-
следователей [23, 24] при добавлении 
Л П О Н П к лимфоцитам здоровых до-
норов п больных с ишемической бо-
лезнью сердца или аутологичной сы-
воротки к лимфоцитам больных с при-
знаками атеросклероза [15]. При ги-
перлипидемии нарушение пролифера-
тивной активности лимфоцитов может 
быть связано и с усилением микровяз-
кости липидного слоя цитоплазматиче-
ской мембраны вследствие избыточно-
го накопления в ней холестерина, что 
ведет к нарушению функции рецепто-
ров лимфоцитов и первой фазы их от-
вета на митогены — кэппинг-эффекта 
[21 ,32] . 

По данным некоторых авторов [7, 
17], у животных с генетически детер-
м и н ированным отсу тств и ем тимуса 
или после тимэктомии наблюдается 
повышенное содержание катехолами-
нов и кортикостероидов в крови и ря-
де внутренних органов, снижается уро-
вень половых гормонов. Эти изменения 
могут способствовать развитию гипер-
л и п и де м и и и д и с ф у и к ци и Т - с и сте м ы 
иммунитета. Учитывая это, можно по-
лагать, что введение препарата из ти-
муса тималина способствует нормали-
зации клеточного иммунитета и гор-
мональных нарушений, что и отража-
ется в тенденции к гиполипидемиче-
скому и антиатеросклеротическому 
д е йств и ю. Д ейст в и тел ь но, в и а ш и х 
опытах восстанавливался ответ лим-
фоцитов на ФГА, нормализовывалась 
нарушенная их суп рессор мая актив-
ность и подавлялась сенсибилизация к 
атерогенным Л П. Возможно, что нор-
мализующее действие тималина на им-
мунную систему в условиях развиваю-
щейся гиперлипидемии у кроликов за-
держивает также образование аутоим-
мунных комплексов липопротеид — ан-
титело, обладающих большей атеро-
генностыо, чем нативные Л П [25]. 
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E F F E C T O F THYMALIN ON D E V E L O P M E N T 
O F E X P E R I M E N T A L ITYPERL1P1DEM1A AND 

A T H E R O S C L E R O S I S 

V. E. Ryzhenkov, R. P. Ogurlsov, I/. V. Truba-
cheva, V. G. Popov, V. P. Puzirjova, О V. Rc-

mesova, V. Ch. Chavinson, V. G. Morosov 

Ins t i t u t e of Exper imen ta l Medicine, Academy 
of Medical Sciences of the USSR, L e n i n g r a d 

Thymal in , which is a polypept ide p repa ra -
tion f rom thymuus , exhibited hypol ip idemic and 
an t ia therosc le ro t ic ac t ions in r abb i t s m a i n t a i n e d 
on a cho les te ro l -con ta in ing diet d u r i n g three 
mon ths . At the s ame time, thymal in caused 
favourab le ef fect on the func t iona l act ivi ty of 
lymphocytes impaired in hyper l ip idemic an imals , 
i. c. it normal ized the T-suppressor act ivi ty and 
sensi t iv i ty to a the rogen ic l ipoproteins . 
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/'. Б. Кирилличева, И. Г. Синилова, М. А. Туманян 

И 3 У Ч Е И И Е В Л И Я Н И Я И ММ У Н О СТ И М У Л я ТО Р О В Р A 3 Л И Ч И 01Й 
П Р И Р О Д Ы НА А К Т И В Н О С Т Ь 5- И У К J И: О Г И Д Л 3 Ы М А К Р О Ф А Г О В 

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

эпидемиологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи AMI I СССР, Москва 

Проблема устойчивости организма к 
различным факторам внешней среды 
занимает важное место в медико-био-
л ог и ч ее к и х и сс л едо нациях. Су ще с г вен-
ная роль в системе защитных врож-
денных механизмов принадлежит фа-
гоцитозу. При изучении новых биоло-
гически активных препаратов большое' 
значение придается изучению их влия-
ния на им му нологическую реактив-
ность организма. Широкое распростра-
нение получили методы, характеризую-
щие действие препаратов на отдельные 
су бпоп ул я ц и и и м м у i I о ко м п етент! i ых 
клеток и, в частности, на клетки мопо-
11 у к л е а р ной ф а го i ;и т 11 р у ю ще й с неге м ы, 
принимающие участие как в специфи-
ческих, так и неспецифических иммун-
ных реакциях организма. Одним из по-
к а за телсй функцио нал ьной а ктив ности 
макрофагов является уровень актив-
ности 5-нуклеотидазы (КФ 3.1.3.5) в 
этих клетках [4]. Имеются сведения о 
влиянии иммуностимуляторов и а ак-
тивность 5-нуклеотидазы макрофагов 
перитонеального экссудата [3]. 

Целыо настоящего исследования бы-
ло изучение влияния иммуностимуля-
торов различного биологического про-
исхождения и химической структуры 
на активность 5-нуклеотидазы макро-
фагов перитонеального экссудата 
(А^ПЭ) мышей. 

М е т о д и к а 

В работе использовали мышей-самцов ли-
нии СВА и нелинейных мышей (3-месячиого 
возраста ) . Исследуемые препараты вводили 
подкожно или внутрибрюшинио, однократно 
в рекомендованных д л я использования дозах , 
указанных в таблице. Активность 5-нуклсоти-
дазы определяли и суспензии неразрушенных 
М П Э через 1 и 8 сут после введения препа-
ратов по модифицированному методу |3 | . 
М а к р о ф а г и получали по методу [1|. Контро-
лем служили животные, получавшие изотони-
ческий раствор хлорида натрия. 

По данным эксперимента вычисляли точеч-
ные и интервальные оценки активности 5-нук-
леотидазы по упрощенной методике |2 | . 

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

На рис. 1 и 2 изображены результа-
ты изучения активности 5-нуклеотида-
зы в МПЭ мышей линии СВА и нели-
нейных мышей соответственно через 
I сут после подкожного или внутри-
брюшинного введения иммуностимуля-
торов. 

На рис. I видно, что при подкожном 
введении мышам СВА ни один из при-
мененных препаратов не вызывал за-
метного изменения активности 5-нук-
леотидазы МПЭ мышей. Внутрибрю-
шинное введение всех исследуемых 
препаратов мышам СВА вызывало су-
щественное снижение активности 5-
II у к л е о т ид а з ы. Введение и з о то и и ч е с ко-



Характеристика использованных иммуностимуляторов 

Номер Л репарат Происхождение 

Доза 

па мышь 

, мкг 

на едини-
цу массы 

1 Сальмозан* Полисахарид из S. typhy abdominal is 100 5 , 6 
2 Лииополисахарид 1 Лииополисахарид из Proteus mirabilis 100 5 , 6 
3 Лииополисахарид 2 Лииополисахарид из Proteus vulgar is 100 5 , 6 
4 Маннам Полисахарид из Candida albicans 100 5 , 6 
5 Фосфомаииан Полисахарид из Hansenula hoist 1 i 100 5 , 6 
6 Хитозаи Полисахарид из хитиновой оболочки 100 5 , 6 

насекомых 
7 Ригии Тстрапептид синтетического происхож- 100 5 , 6 

дения 
8 Тафцин То же 100 5 , 6 
9 Задитен Препарат синтетического происхож- 100 5 , 6 

дения 
10 Левамизол То же 70 4 , 0 
11 Рибомидил » » 100 5 , 6 
12 Ииозиллекс » » 100 5 , 6 
13 Глюкуронат Na » » 100 5 , 6 
14 Глюку роио-3-6-лактон » » 100 5 , 6 

* Препараты № 1, 2, 3 получены в Н И И эпидемиологии и микробиологии им. IT. Ф. Гама-
леи [(М. А. Туманян, IT. Г. Сипилова, А. П. Дуплищева) ; препараты № 4, 5 — в Ленинградском 
химико-фармакологическом институте; препараты № 7, 8, 11, 12, 13, 14 — в Институте органи-
ческого синтеза АН Латвийской ССР. 

го раствора хлорида натрия также со-
провождалось н е к о т о р ы м уменьшени-
ем активности фермента. 

У нелинейных мышей в отличие от 
мышей СВА подкожное введение им-
муностимуляторов сопровождалось 
снижением активности 5 - и у к л е о ти д а з ы 
(см. рис. 2). Наименьшее значение 
ферментативной активности в МПЭ 
отмечено г три применении саль м озана 
(полисахарида, выделенного из S. typ-
hi abdominal is) . Характер изменения 
активности 5-нуклеотидазы у нелиней-

ных мышей при внутрибрюшинном вве-
дении примерно такой же, как и у мы-
шей СВА (см. рис. 2). 

При внутрибрюшинном применении 
препаратов и измерении активности 
5-нуклеотидазы через 8 сут после вве-
дения (рис. 3) как у мышей СВА, так 
и у нелинейных отмечается снижение 
активности изучаемого фермента. Наи-
большее уменьшение активности 5-нук-
леотидазы наблюдали при применении 
сальмозана, хитозана, липополисахари-
дов, выделенных из Proteus vulgaris , 

мнгР 

30 ii Л fi 

I к Ik 

I I 

// 12 13 14 15 16 

Рис. I. Активность 5-иуклсч)тидазы (в мкг Р па К)7 клеток за 1 ч при 3 7 ° С) в М П Э 
мышей линии СВА через 1 сут после подкожного и внутрибрюшиииого введения раз-

личных препаратов. 
З д е с ь и на рис. 2: / — к о н т р о л ь ( и п т а к т н ы е ж и в о т н ы е ) ; 2 — и з о т о н и ч е с к и й р а с т в о р х л о р и д а нат-
рия; /У е а л ь м о з а н ; •/ - • л и и о п о л и с а х а р и д ( Л П С ) и:< P r o t e u s m i r a b i l l i s ; 5 - Л П С и.< P r o t e u s v u l g a r i s ; 
<> м а н н а н ; 7 — ф о с ф о м а и и а н ; 8 — х и т о з а и ; 9 — ригии ; 10— т а ф ц и н ; 11— з а д и т е и ; 12 — л е в а м и -
.чол; 13 — р и б о м и д и л ; 14 - и и о з и л л е к с ; 15 — г л ю к у р о н а т н а т р и я ; 16 глюкуроио-З -О-лактои . Свет-

л ы е с т о л б и к и п о д к о ж н о е в в е д е н и е ; з а ш т р и х о в а н н ы е — в н у т р и б р ю ш и и и о е в в е д е н и е . 
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Рис. 2. Активность 5-нуклеотидазы (в мкг Р на 107 клеток за 1 ч при 37 °С) в М П Э 
нелинейных мышей через 1 сут после подкожного или впутрибрюшинного введения 

ра зл ичи ы х п р епара тов. 

Proteus mirabilis, наименьшее - при 
введении инозиплекса, тафцина. При 
этом степень снижения активности 5-
нуклеотидазы при введении того или 
иного препарата была примерно оди-
наковой у мышей С13А и нелинейных. 

Таким образом, в результате иссле-
дований установлено, что характер 
изменений активности 5-нуклеотидазы 
в МПЭ при введении препаратов, об-
ладающих и м м у ностимул и ру ющим и 
свойствами, зависит от способа введе-
ния последних и срока исследования. 

Все примененные иммуностимулиру-
ющие препараты, независимо от био-
логического происхождения и химиче-
ской структуры вызывают снижение 
активности 5-нуклеотидазы в МПЭ мы-
шей. У мышей линии СВА уменьшение 
ферментативной активности в МПЭ на-

блюдали лишь при внутрибрюшинном 
введении препаратов, у нелинейных -
как при подкожном, так и при внутри-
брюшинном способе применения. Наи-
большие изменения активности 5-нук-
леотидазы в МПЭ отмечены при ис-
пользовании препаратов микробного 
происхождения, наименьшие — в опы-
тах с синтетическими препаратами. 
Наблюдаемое снижение активности 5-
нуклеотидазы в МПЭ мышей свиде-
тельствует об активации этих клеток, 
так как уменьшение активности 5-
иуклеотидазы является одним из ос-
новных биохимических признаков ак-
тивации макрофагов [4, 5]. 

Таким образом, исследования пока-
зали, что одним из основных механиз-
мов иммуностимулирующего действия 
препаратов независимо от их химиче-

Рис. 3. Активность 5-пуклсотидазы (в % относительно контроля) в М П Э мышей ли-
пни СВА и нелинейных мышей через 8 сут после впутрибрюшинного введения раз-

личных препаратов. 
О б о з н а ч е н и я , к а к и на рис. 1 и 2, с в е т л ы е с т о л б и к и — м ы ш и л и н и и СВА; з а ш т р и х о в а н н ы е — н е л и -

н е й н ы е м ы ш и . 
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ской структуры и происхождения яв-
ляется активация клеток мононуклеар-
но й ф а го ци ти ру ю ще й с и с те м ы. 
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E F F E C T O F V A R I O U S I M M U N O S T I M U L A -
TORS ON ACTIVITY O F 5 - N U C L E O T I D A S E 
FROM M A C R O P H A G E S O F M I C E P E R I T O -

NEAL EXUDATE 

G. V. Kirillicheva, N. G. Sinilova, M. A. Tu-
n г anуan 
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All the immunos t imu la to r s studied, indepen-
dent ly on their biological or igin and chemical 
s t ruc ture , decreased the 5-nucleot idase act ivi ty 
in m a c r o p h a g e s of mice per i toneal exudate , 
thus ind ica t ing act ivat ion of these cells. The 
most dist inct inhibit ion of the enzymat ic acti-
vity in m a c r o p h a g e s w a s induced by prepara-
t ions of microbial or igin. The decrease of the 
5-nucleot idase act ivi ty in m a c r o p h a g e s w a s 
observed in mice of CBA s t ra in only a f t e r int-
raper i toneal admin i s t r a t ion of the p repara t ions , 
while in non- l inear an ima l s — af te r subcuta-
neous or i t raper i toneal inject ions. 
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Т Р О М Ь О Л И Т И Ч Е С К И Е С В О Й С Т В А К О М П Л Е К С А Г Е П А Р И Н 
Т К А Н Е В Ы Й А К Т И В А Т О Р П Л А З М И Н О Г Е Н А И ЕГО В Л И Я Н И Е 
НА Ф И Б Р И Н О Л И Т И Ч Е С К У Ю И С В Е Р Т Ы В А Ю Щ У Ю С И С Т Е М Ы 

К Р О В И Ж И В О Т Н Ы Х 

J S; I б о р а т о р и я ф е р м е и т а т и в и о го ф и б р и 11 о л и з а биолог и ч ее к о го 
им. М. В. Ломоносова 

факультета МГУ 

Ранее нами было показано, что ге-
парин и тканевый активатор плазми-
ногена из сердца свиньи образуют 
in vitro в растворе комплексное соеди-
нение постоянного состава, соответст-
вующего мольному отношению 1 :1 . 
Изучение свойств полученного комп-
лекса показало, что он сохраняет ак-
тиваторную и антикоагулянтную ак-
тивность, которая мало отличается от 
а кт и в н ости э к в и в а л е н т н ы х ко л и ч е с т в 
активатора и гепарина, и имеет слабо 
выраженную неферментативную фиб-
ринолитическую активность, что ука-
зывает и а отличие этого комплекса 
от известных комплексных соединений 
гепарина с белками крови [5]. 

В настоящее время проявляется 
большой интерес к изучению влияния 
активатора и гепарина на систему ге-
мостаза и фибринолиза, а также про-
слеживается определенная связь меж-
ду ними. Предполагается, что гепарин 
и его фракции, будучи полианиоиными 
электролитами, обладают свойством 
взаимодействовать с кровеносными 
сосудами. Путем связывания на по-

верхности эндотелия гепарин и его 
фракции могут содействовать высво-
бождению тканевого активатора из 
эндотелиальных клеток, тем самым 
способствуя повышению фибринолиза 
[8]. В связи с этим изучение комп-
лексных соединений гепарина с тка-
невым активатором плазминогена, по-
видимому, является очень важным, 
особенно с точки зрения его физиоло-
гической роли в организме. 

В настоящей работе исследовали 
влияние комплекса гепарин — ткане-
вый активатор плазминогена из серд-
ца свиньи па системы гемостаза и 
фибринолиза при внутривенном введе-
нии животным и его тромболитиче-
ские свойства in vitro. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены на белых крысах-
самцах массой 160—200 г. Крысам в v. jugu-
lar is вводили комплекс гепарин—тканевый ак-
тиватор в физиологическом растворе, конт-
рольным животным — отдельно компоненты 
этого комплекса в эквивалентных количествах. 
Комплекс получали методом, описанным ра-
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Т а б л и ц а 1 Р е з у л ь т а т ы и и х о б с у ж д е и и е 
Показатели функций фибрииолитической систе-
мы крови после введении крысам комплекса 
гепарин-тканевый активатор плазминогена (Г; 
п = 12), тканевого активатора плазминогена 

(II, п — 12) и гепарина (III, п 10) 

П о к а з а т е л ь I 11 111 

Фиб ри иол итическа я 
активность эугло-
булиновой фрак-
ции: 
время лизиса сгуст-
ка, мин: 

до введения 70=1=5 86=1= 10 90=1=12 
через 10 мин 56=1=5 52=1=6* 107=1=11 
через 60 мин 122 i t 18 81 =1=8 9 9 1 19 

лизис пластин фиб-
рина, мм2: 

активность актива-
тора 

до введения 36=1=12 53 =±= 10 38=1=6 
через 10 мин 89 i 1 И 66=1= 15 72=1=10* 
через 60 мии 2 9 i Г) 31 ± 9 50=1=26 

активность плаз-
мииа 

до введения 29=1=7 1С) i 3 37=1=9 
через 10 мин ; и 1 3 2 3 1 1 4 3 1 1 1 
через 60 мин 23=1=7 23=1=6 35=1=3 

Ф и б р и и о л ити ческа я 
активность цельной 
плазмы, %: 

до введения 16 ± 4 22=1=4- 25=1=11 
через 10 мин 17 ± 4 27=1=6 3 5 1 5 
через 60 мин 18=1=6 29=1=7 29=1=5 

А1 ггиактиватор пая а к -
тивность, %: 

до введения 75=1=8 55=1=5 50=1=9 
через 10 мин 34 I (>* 4 6 1 9 52=1=5 
через 60 мин 37=1=6* 5 0 ± 4 5 7 d = 8 

Антинлазмииовая ак-
тивность, с: 

до введения 229=1=5 198=1=9 235=1=40 
через 10 мин 2 3 9 i Г) 211 =1= 14 2 4 7 1 2 0 
через 60 мин 214=1=5 199=1= 15 244=1=15 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 звездоч-
кой %отмечены статистически достоверно отлича-
ющиеся от контроля (до введения) результаты; 

11 — число животных. 

псе [3], тканевый активатор выделяли из серд-
ца свиньи |7 | , использовали гепарин фирм 
«Spofa» (ЧССР) и «Richter» (Венгрия) . 

Кровь для анализа брали из вены до вве-
дения и через 10 и 60 мин после введения 
препаратов. В плазме определяли фибрииоли-
тическую активность эуглобулиновой фракции 
по времени лизиса сгустка 1|11]| и на стан-
дартных стабилизированных пластинах фибри-
на (прогретых и пепрогрстых) [6], концентра-
цию фибриногена и фибрииолитическую актив-
ность цельной плазмы методом [10], актив-
ность антиплазминов [11, антиактиватора [2|, 
растворимый фибрин [12] и время рекальци-
фикации [9|. Тромболитические свойства ком-
плекса и составляющих его компонентов опре-
деляли методом количественной оценки тром-
болитической активности препаратов фибриио-
литического действия in vi t ro |4 | . 

Резул ьта т ы нее л сдои а н и й п лаз мы,, 
взятой у животных, после введения 
им комплекса гепарин — тканевый ак-
тиватор, активатора и гепарина пред-
ставлены в табл. 1 и 2. Внутривенное 
введение ж и B O T H Ы М К О М плекса ген а -
рин — тканевый активатор не оказы-
вало значительного влияния на фиб-
рииолитическую систему (см. табл. 1). 
По сравнению с тканевым активато-
ром, при введении которого время ли-
зиса сгустка эуглобулинов сокращает-
ся в среднем на 4 0 % , а в делом ряде 
случаев на 5 0 % , комплекс гепарин 
тканевый активатор в те же сроки 
сокращает время лизиса в среднем на 
2 0 % . Вместе с тем активаторная ак-
тивность через 10 мин увеличивается 
в большей степени при введении ком-
плекса, чем при введении одного ак-
тиватора (на 60 и 20% соответствен-
но), что, по-видимому, связано с при-
сутствием в комплексе гепарина, ко-
то р ы й способствует высвобожден и ю 
дополни тел ьн ых кол и ч еств активатора 
из стенок сосудов. Это 'подтверждает-
ся также введением эквивалентных 
количеств гепарина, в результате чего 
активность актива тор а увели ч ив ается 
почти в 2 раза. Активность плазмипа 
практически не изменяется, что ука-
зывает на отсутствие свойства комп-
лекса активировать плазминоген и со-
ответственно п о в ы н I а т ь ф и б р и иол и т и -
ческую активность крови. На это ука-
зывает и то, что фибринолитическая 
активность цельной плазмы при вве-
дении комплекса не изменяется. Экви-
валентные количества активатора и 
ге пари н а статист ич ее ки 11 едостове р 11 о 
повышают уровень плазм ипа и фибри-
иолитическую активность цельной 
плазмы. 

Исследование компонентов сверты-
вающей системы (см. табл. 2) пока-
зало, что введение активатора прак-
тически не изменяет показатели этой 
системы, снижая только незначитель-
но концентрацию фибриногена. Гепа-
рин оказывает влияние на свертываю-
щую активность крови, способствуя 
увеличению через 10 мин после введе-
ния времени рекальцификации, сни-
жая уровень растворимого фибрина и 
ко и цен т р а ц и ю (j) и б р и ноген а. Введен и е 
животным комплекса гепарин — ткане-
вый активатор сопровождается увели-
чен и ем; в р е м е и и р е к а л ьц и ф и к а ц и и, но 
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в меньшей степени, чем при введении 
ген а р и и а, незначительным измене н и -
ем содержания растворимого фибрина 
и довольно значительным снижением 
ко н це и тр a i{ и и ф и б р и и о ген а: ч ер ез 
10 мин — на 32 % , к 60 мин — почти 
в 2 раза, что, по-видимому, связано 
с присутствием гепарина в комплексе. 
Эти исследования позволяют сделать 
заключение, что тканевый активатор 
в комплексе с гепарином в меньшей 
степени проявляет свое влияние на 
ф иб р инолитич е с к у ю систему кров и. 
А1 \ тико а гуля нтн а я акти вность к о м п-
лекса также выражена слабее, чем у 
э к i * и в а л е и т пых количеств ге п а р и н а. 

Результаты исследования тромболи-
тических свойств комплекса гепарин — 
тканевый активатор представлены на 
рисунке. По нашим данным, указан-
ный комплекс сохраняет литическую 
активность, но по сравнению с акти-
ватором у комплекса она выражена 
несколько слабее. Так, при введении 
тканевого активатора в замкнутую 
систему, содержащую донорскую 
кровь с закрепленным в ней тромбом, 
за 2 ч инкубации при 37 °С тромб ли-
зируется на 8 2 % . В присутствии ком-
плекса в тех же условиях тромб лизи-
руется на 72% (по сравнению с конт-
ролем, когда в систему вводят лишь 
физиологический раствор). Гепарин 
влияет на лизис тромба очень незна-
чительно, уменьшая его первоначаль-
ную массу на 3 — 5 % . 

Т а к им образом, р езул ьт а т ы наш и х 
Т а б л и ц а 2 

Показатели функции свертывающей системы 
крови после введения крысам комплекса гепа-
рин-ткансвый активатор плазминогена (I; 
п 12), тканевого активатора плазминогена 

(II; // 12) и гепарина (III; п = 10) 

Показатель I 11 111 

Концентрация фиб-
риногена, м г % : 
до введения 340 ± 2 7 3 6 4 ± 2 3 3 4 7 ± 2 0 
через Ю мин 230-ь39 3IC) I М 2 66zb 33 
через 60 мин 1 9 3 * ± 2 5 29Г) 1 17 250ih26 

Концентрация рас-
творимого фиб-
рина, мг%: 
до введения \2±2 1 7 ± 4 3 5 ± 1 1 
через 10 мин 1 3 ± 2 1 6 ± 4 2 3 ± 3 
через 60 мин 9 ± 1 1 8 ± 3 224=3 

Время рекальцифи-
кации, с: 

до введения 71=ЬЗ 81 ± 5 81 I Г) 
через К) мин 93*zb3 7 6 ± 5 1 4 3 * ± 2 3 
через 60 мин 93*:±5 71 ± 5 9 8 ± 1 0 

'Гром бол ити чес к и с с в о й ства 
комплекса гепарин - • ткаис-

иевый активатор. 
М а с с а т р о м б а (в %) ч е р е з 2 ч 
и н к у б а ц и и (37°С) при в в е д е н и и 
в с и с т е м у : 1 — ф и з и о л о г и ч е с к о -
го р а с т в о р а , 2 — г е п а р и н а , 3 — 
к о м п л е к с а г е п а р и н • т к а н е в ы й 
а к т и в а т о р п л а з м и н о г е н а , 4 — 
т к а н е в о г о а к т и в а т о р а п л а з м и н о -

г е н а . 
1 2 3 4 

исследований указывают иа то, что 
комплекс гепарин — тканевый актива-
тор почти полностью сохраняет логи-
ческие свойства за счет присутствия 
в нем активатора, в меньшей степени, 
чем активатор, влияет на систему 
ф и б р и и о л и з а и у м е р е н н о п од а в л я ет 
свертывающую активность за счет 
присутствия в нем гепарина, но менее 
выраженью, чем только гепарин. Ис-
ходя из полученных данных, по-види-
мому, можно сделать заключение, что 
такое сочетание гепарина и тканево-
го активатора может играть важную 
роль при лечении тромбозов, так как 
введение этих веществ в виде комп-
лекса или раздельно при их опреде-
ленном соотношении будет несколько 
угнетать свертывающую активность 
крови, не оказывать влияния на фиб-
р иполитическую систему, сохраняя 
свойство лизировать тромб. Важным 
моментом я в л я ет с я, по- в и д и м о м у, и 
то, что введение комплекса вызывает 
в I ii с в об ож д е 11 и е д оп о л н и тел ь н ы х к о л и -
честв активатора из стенок сосудов, 
способствуя тем самым увели че-
11 и ю ф и б р и ы о л и т и ч ее ко го поте ы ц и а л а 
крови. 
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THROMBOLYTIC P R O P E R T I E S O F T H E C O M P L E X H E P A R I N - T I S S U E ACTIVATOR 
O F P L A S M I N O G E N E AND ITS E F F E C T ON F I B R I N O L Y T I C AND C O A G U L A T I N G SYS-

T E M S O F ANIMAL B L O O D 

E. E. Shimotiaeva, G. V. Andreenko 

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

A complex hepar in- t i ssue ac t iva tor of plas-
minogene main tan id its thrombolyt ic proper t ies 
due to the presence of the ac t ivator . S tud ies of 
thrombolyt ic proper t ies of the complex in vi t ro 
and of its effect in vivo on animal blood fib-
r inolytic and coagula t ion sys tems a f te r intra-
venous admin is t ra t ion conf i rmed this content ion. 

Af ter in t r avenous admin i s t r a t ion into a n i m a l s 
the complex caused only sl igth effect on the 
sys tem of f ibr inolysis and inhibited modera te ly 
the c o a g u l a t i n g act ivi ty of blood. This combi-
na t ion of hepar in and t issue ac t iva tor of plas-
minogene appea r s to be impor t an t in t r ea tmen t 
of thromboses . 

У Д К <il().342-002.44-092:616.342-018.73-008.939.631 

M. H. Исаев, У/. Д. Рабинович 

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

Саратовский медицинский институт 

Ульцерогенез при язвенной болезни, 
по-видимому, связан с нарушением 
равновесия между резистентностью 
тканей гастродуоденальной системы 
(ГДС) и агрессивностью ее содержи-
мого. Устойчивость двенадцатиперст-
ной кишки к факторам агрессии в ос-
новном определяется присутствием в 
ее структурах фукогликопротеинов 
(ФГП) и гликозаминогликанов (ГАГ). 

Ряд авторов нашли при язвенной 
болезни генетически детерминирован-
ное угнетение секреции ФГП в слизь 
желудка и двенадцатиперстной кишки 
[3—5, 8, 10, 13]. Поскольку слизь 
двенадцатиперстной кишки в отличие 
от желудочной содержит ГАГ [7, 11, 
14], можно предположить, что одним 
из дополнительных дефектов при хро-
нической дуоденальной язве является 
нарушение их синтеза и секреции. 

Обмен ГАГ при язвенной болезни 
изучен недостаточно. При дуоденаль-
ной язве гистохимически установлено 
уменьшение их количества в слизистой 
оболочке двенадцатиперстной кишки 
[7]. В периоде обострения найдено 
снижение экскреции с мочой анти-
тромбиновых веществ, которые, как 
известно, относятся к ГАГ [1]. Уста-
новлено также уменьшение ГАГ-урии 
и хондроитинсульфатурии [6]. Таким 
образом, можно предполагать, что при 
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дуоденальной язве происходит угнете-
ние выделения ГАГ. 

Цель настоящей работы- - выяснить, 
за счет каких компонентов ГАГ умень-
шается их выделение у больных хро-
нической дуоденальной язвой. 

М е т о д и к а 

Обследовано 55 больных язвенной бо-
лезнью (31 в периоде обострения, 24 — ремис-
сии) с локализацией язвы в двенадцатиперст-
ной кишке (42 мужчины и 13 женщин) и про-
должительностью заболевания от 1 года до 
30 лет и 29 практически здоровых людей 
(21 мужчина и 8 женщин) . Возраст обследо-
ванных варьировал от 16 до 60 лет. Язвенную 
болезнь распознавали на основании наличия 
типичных клинических, рентгенологических и 
гастродуоденоскопических признаков. 

Определяли выведение ГАГ за сутки, так 
как оно особенно точно характеризует со-
стояние их обмена в организме. ГАГ выделя-
ли методом [17]. Мочу консервировали тимо-
лом из расчета 0,5 г /л . Д л я осаждения ГАГ-
белковых комплексов 100 мл мочи из суточ-
ного объема разводили в 2 раза дистиллиро-
ванной водой и добавляли цстилпиридииий-
хлорид (ЦПХ) до конечной концентрации 
0 , 2 % . Смесь непрерывно встряхивали в тече-
ние 12 ч при 0 °С и центрифугировали при 
4 ° С и 8000 g в течение 15 мин. Д л я удале-
ния Ц П Х осадок т р и ж д ы отмывали 20 мл 
10 % ацетата калия в 95 % этаноле с после-
дующим центрифугированием при 4 °С и 
8000 g в течение 15 мин, затем растворяли 
в 5,0 мл 0,05 М трис-HCl буфера рН 7,5, со-
д е р ж а щ е г о 2,5 мМ СаСЬ, помещали в кипя-
щую водяную баню па 30 мин, о х л а ж д а л и до 



комнатной температуры и добавляли 3 мг па-
паииа фирмы «Мегск». Протеолиз проводили 
при 40 X в течение 48 ч с добавлением еще 
3 мг папаина через 24 ч. Затем раствор 
о х л а ж д а л и до 4 °С и добавляли трихлоруксус-
пую кислоту до получения 10 % концентрации. 
Раствор оставляли при 4 "С на 1 ч с после-
дующим центрифугированием в течение 15 мин 
при 8000 g и 0°С. Из надосадочной жидко-
сти брали 0,5 мл д л я определения общего ко-
личества ГАГ по содержанию уроновых кис-
лот карбазоловым методом [9]; оставшийся 
материал диализировали в течение 48 ч при 
комнатной температуре против дистиллирован-
ной воды в целлофановой трубке («Sigma 
Slock N250-7U») ацетилированной смесью ук-
сусного ангидрина с пиридином (1 : 3) в тече-
ние 3,5 сут. Из полученного диализата бра-
ли 0,5 мл д л я определения количества ГАГ 
после диализа, оставшийся материал лиофи-
лизировали. 

Разделение смеси ГАГ проводили по мето-
ду [15] в модификации | 2 | хроматографией на 
колонках размером 0 , 8 x 8 см с нсмодифици-
рованной целлюлозой фирмы «Lachema» 
(ЧССР) при 26—28 °С. В результате разделе-
ния получили 7 фракций, содержавших кера-
тансульфат (КС) , гиалуроновую кислоту (Г К), 
гепарапсульфат (ГС) , хоидроитинсульфат-4 
(ХС-4), хоидроитиисульфат-6 (ХС-6), дерма-
тансульфат (ДС) и гепарин. Д л я калибровки 
колонки и учета выхода фракций хроматогра-
фировали стандартные препараты ГАГ 
(«Theodor Schuchardi» , Ф Р Г и «Calbiochem», 
США), а т а к ж е образец ГАГ, выделенный из 
мочи, с добавлением веществ-свидетелей. Вы-
ход составлял в среднем 99 %. Колонку перед 
использованием уравновешивали 25 мл 1 % 
раствора ЦПХ. Лиофилизированную смесь 
растворяли в 1,0 мл бидистиллированиой во-
ды. На колонку наносили 0,7 мл с максималь-
ным количеством ГАГ 600—700 мкг. Д л я элю-
ции использовали на 1-м этапе 5 мл 1 % рас-
твора ЦПХ, на 2-м 5 мл 0,3 М раствора 
NaCl в 0 , 5 % ЦПХ, на 3-м — 5 мл 0,28 М 
MgCl 2 в 0 , 0 5 % ЦПХ, на 4 - м — 5 мл из 40 мл 
н-пропанола, 20 мл метанола, 1,5 мл ледяной 
уксусной кислоты, 0,4 г ЦПХ, доведенных 
дистилироваипой водой до объема 10 мл, на 
5-м — 5 из 18,8 мл 4 М MgCl2 , 0,6 мл ледя-
ной уксусной кислоты, 50 мг ЦПХ, доведен-
ных дистиллированной водой до объема 
100 мл, на 6 -м—-5 мл из 0,75 М MgCl 2 в 
0 , 0 5 % ЦПХ, на 7-м — 5 мл 1,25 М MgCl 2 . 
После каждого этапа колонку промывали 5 мл 
0,05 % ЦПХ, а после 4-й фракции для более 
тщательного удаления из нее элюирующего 
раствора, содержащего н-пропанол, объем 
промывной жидкости увеличивали до 10 мл. 
4-ю фракцию тщательно выпаривали для уда-
ления н-пропаиола, дающего в реакции с кар-
базолом интенсивно красное окрашивание. 

О количестве ГАГ в к а ж д о й фракции су-
дили по содержанию уроновых кислот карба-
золовым методом |9 | . К 1 мл пробы, охлаж-
денной до 0 °С, добавляли 5 мл очищенной и 
охлажденной т а к ж е до 0 °С концентри-
рованной серной кислоты, в которой был 
растворен тетраборат натрия до получения 
1 % концентрации. Образцы и контроль-
ную пробу после тщательного перемешивания 
во льду помещали в кипящую баню на 10 мин, 
о х л а ж д а л и до комнатной температуры, до-
бавляли 0,2 мл 0,1 % спиртового раствора 

карбазола , перемешивали, вновь помещали в 
кипящую водяную баню па 15 мин, о х л а ж д а -
ли до комнатной температуры, тщательно пе-
ремешивали и измеряли оптическую плотность 
при длине волны 530 нм. 

Количество ГАГ, выделенное за сутки, пе-
ресчитывали на соответствующий объем мочи. 
Достоверность установленных различий опре-
деляли при помощи критерия Стыодептл. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 
Как видно из таблицы, общее коли-

чество ГАГ, выделяемое с суточной 
мочой здоровыми людьми, составляет 
14,8 мг, из них значительную долю 
составили ХС-6 (26,1 %) и КС (21,1 %) , 
несколько меньшую ГК (14,7 %), ХС-4 
(13,1 %) , ГС (11 ,5%) и еще меньшую 
гепарин (6,3 %) и Д С (6,1 %) . Из таб-
лицы следует также, что суточная экс-
креция ГАГ с мочой у больных хро-
нической дуоденальной язвой в перио-
де выраженного обострения снижена в 
1,6 раза (/?<0,001). При этом особен-
но значительно уменьшено количество 
ХС-6 (в 2,7 раза; р < 0 , 0 0 1 ) . Далее по 
степени снижения выведения компо-
ненты ГАГ расположились следующим 
образом: КС в 1,6 раза (р<0 ,001) , 
ХС-4 в 1,6 раза (р<0 ,001) , ГК в 1,6 
раза (р<0 ,01 ) , ГС в 1,6 раза (р< 
< 0 , 0 0 1 ) . Количество Д С и гепарина 
изменялось статистически недосто-
верно. 

С наступлением ремиссии заболева-
ния общая ГАГ-урия возрастает в .2 ,5 
раза ( р < 0 , 0 1 ) , ГС в 1,5 раза (р< 
<0,001) превышает уровень выведе-
ния этих веществ здоровыми людьми. 
В этом периоде особенно значительно 
увеличивается экскреция ХС-6 (в 3,3 
раза; /?<0,001), несколько меньше КС 
(в 3 раза; р<0 ,001) и еще меньше ГК 

Экскреции ГАГ и их отдельных компонентов с 
мочой (в мг/сут) у больных хронической дуоде-

нальной язвой и здоровых людей (Mztrn) 

К о м п о - Б о л ь н ы е и Б о л ь н ы е в З д о р о в ы е 
ненты п е р и о д е п е р и о д е л ю д и 

Г А Г обострен и я р е м н е е и и 
л ю д и 

Сумма 9 , 0 ± 0 , , 73 22 , 2 ± 1 , 7 5 1 4 , 8 ± 0 , , 8(5 
Г А Г 

3 , 1 ± 0 , К С 2 , 0 ± 0 , , 23 6 , 0 ± 0 , 58 3 , 1 ± 0 , , 2 К С 
(2 1 , 7 ± 1 , 6 1 ) ( 2 6 , 5 ± 1 , 4 3 ) ( 2 1 , 2 - 1 - 1 , . 3 4 ) 

г к 1 , 4 ± 0 , , 1 4 3 , 5 ± 0 , 6 2 2 , 1 ± 0 , , 1 5 г к 
( 1 5 , 4 ± 1, , 1 4 ) (14 , 5 ± 0 , 9 9 ) (1 4 , 7 ± 0 , , 7 7 ) 

ГС 1 , 1 ± 0 , , 1 2 , 7 ± 0 , 2 1 . 7 4 - 0 , , 1 5 ГС 
(1 2 , 4 ± 0 , , 78 ) ( 2 2 , 8 ± 0 , 7 2) ( 1 1 , 5 :+ 0 , , 6 0 ) 

Х С - 4 1 , 2 ± 0 , , 1 2 2 , 3 4 - 0 , 1 1 2 , 0 ± 0 , 1 8 
( 1 3 , 5 ± 0 , 79) (П , 5 ± 0 , 7 8) ( 1 3 , 1 :•» 0 , 6 1 ) 

ХС- G 1 , 4 ± 0 , 4 , 8 ± 0 , 4 3 , 9 ± 0 , 2 7 
( 1 5 , 7 ± 0 , 4 7) (2 1 , 9 - 1 - 1 , 2 1 ) ( 2 0 , 1 ± 0 , 7 1 ) 

ДС 0 , 9 ± 0 , 08 1 , 3 ± 0 , 1 8 1 , 0 - 1 - 0 , 1 9 ДС 
(1 1 , 6 ± 1 , , 19) (6 , 1 ± 0 , 5 3 ) ( 0 , 1 ± 0 , 8) 

Г е п а - 0 , 9 :•+ 0 , 1 1 1 , 6 ± 0 , 1 9 0 , 9 ± 0 , 08 
р и н (9 , 6 ± 0 , 8 4 ) (6 , 9 ± 0 , 6) ( 0 , 3 ± 0 , 4 9 > 

П р и м е ч а н и с . В с к о б к а х — с о д е р ж а н и е к о м -
понентом ГАГ в п р о ц е н т а х от суммы ГАГ. 
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(в 2,5 раза; p < 0 , 0 1 ) , ГС (в 2,5 раза; 
р<0,001), ХС-4 (в 1,9 раза; р<0,001) 
и гепарина (в 1,8 раза; р < 0 , 0 0 1 ) . Вы-
ведение Д С имеет только статистиче-
ски недостоверную тенденцию к ро-
сту.. 

Следует отметить, что содержание в 
моче отдельных ГАГ у больных хрони-
ческой дуоденальной язвой с наступ-
лением ремиссии повышается столь су-
щественно, что превышает нормаль-
ный уровень. Особенно заметно такое 
превышение для КС (в 1,9 раза; р< 
<0,001) , гепарина (в 1,7 раза; р< 
<0,01) и ГС (в 1,6 раза; р < 0 , 0 1 ) . 
Для остальных фракций оно статисти-
чески недостоверно. 

Из сопоставления экскреции отдель-
ных компонентов ГАГ мочи у больных 
хронической дуоденальной язвой в пе-
риоде обострения и ремиссии и у здо-
ровых людей следует, что выведение 
Г К, ГС, ХС-4 практически не зависит 
от фазы течения заболевания. В то же 
время доля ХС-6 в сумме ГАГ во вре-
мя выраженного обострения составля-
ет только 15,7% (у здоровых 26,1 %), 
а с наступлением ремиссии возрастает 
до 21,9% (в 1,4 раза; /?<(),01), но не 
дости га ет нормально го у ров пи. Дол я 
Д С при обострении язвенной болезни 
с локализацией язвы в двенадцати-
перстной кишке равна 11,6%, что в 
1,9 раза (р<0, ( )1) выше, чем у здоро-
вых людей (6,1 %) . С наступлением 
ремиссии она возвращается к нор-
мальному уровню. 

Содержание гепарина в спектре ГАГ 
мочи здоровых людей составляет 6,3 %, 
а у больных хронической дуоденаль-
ной язвой в периоде обострения 9 ,6%, 
т. е. выше в 1,5 раза (р<С0,01). В пе-
риоде ремиссии оно, как и в случае 
ДС, возвращается к норме. 

Из приведенных данных следует, 
что при язвенной болезни с дуоде-
нальной локализацией язвы в периоде 
обострения выведение ГАГ значитель-
но уменьшается, а в фазе ремиссии 
увеличивается до уровня, превышаю-
щего нормальный. Это наблюдение 
совпадает с ранее полученными дан-
ными [6, 7] об уменьшении образова-
ния п выведения ГАГ при активации 
д у од е нa j i ьной я з в ы. 

Установленное явление, по-видимо-
му, должно способствовать ульцероге-
незу, так как ГАГ, как уже отмеча-
лось, входят в состав дуоденальной 
слизи, обладают свойствами ингибито-

ров пепсина и необходимы для орга-
низации структурных элементов со-
е д и и и те л ьн от к а н и о й с т р о м ы г а ет р о -
дуоденальной системы в области дна 
язвы. Правильная организация таких 
элементов обеспечивает устойчивость 
дна язвы и его эпителизацию. Приве-
денные положения подтверждаются 
э кс п е р иментальн ы ми наблюдениям и 
[16], которые показали, что введение 
кортизона животным с острыми язва-
ми желудка вызывает уменьшение об-
разования ГАГ и одновременно замед-
ляет их заживление. 

Особый интерес при язвенной бо-
лезни представляют результаты ис-
следования выведения отдельных ГАГ. 
В настоящей работе хроматографиче-
ски уточнено, за счет каких соедине-
ний происходит обнаруженное ранее 
уменьшение количества хондроитин-
сульфатов. Оказалось, что оно связа-
но со снижением экскреции ХС-6. За-
живление острых язв у животных со-
провождается резким увеличением ко-
личества ХС-4 и ХС-6 в соединитель-
нотканной строме гастродуодеиальной 
системы [16]. По нашим данным, для 
фазы рубцевания хронических дуоде-
нальных язв у людей характерно зна-
чительное увеличение выведения ХС-6 
с мочой. Вероятно, присутствие ХС-4 и 
ХС-6 в проксимальном отделе пище-
варительной трубки имеет особое зна-
чение для регенерации. Следует отмс-
тить, что в связи с более полным хро-
матографическим разделением ГАГ мы 
в отличие от [16] смогли в фазе ре-
миссии констатировать существенное 
нарастание выведения КС. Возможно, 
это соединение также участвует в 
обеспечении защиты и восстановлении 
целостности двенадцатиперстной киш-
ки. 

Таким образом, при расположении 
язвы в двенадцатиперстной кишке в 
патогенезе язвенной болезни, по-види-
мому, принимает участие нарушение 
образования или выделения ГАГ, ос-
лабляющее резистентность этого орга-
на и тем содействующее ульцерогене-
зу. Заживление язвенного дефекта со-
провождается, судя по экскреции с мо-
чой, значительным увеличением про-
дукции ГАГ, особенно ХС-6 и КС. По-
видимому, такая перестройка обмена 
повышает устойчивость двенадцати-
перстной кишки и ее регенераторный 
потенциал, чем содействует наступле-
нию ремиссии заболевания. 
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I D E N T I F I C A T I O N O F GLYCOSAMINOGLY-
CANS IN P A T I E N T S W I T H C H R O N I C DUO-

DENAL ULCER 

M. N. Isaev, P. D. Rabinovich 

Medical School, S a r a t o v 

Excret ion of individual g lycosaminog lycans 
(GAB's) with urince w a s s tudied in pa t i en t s 
with chronic duodenal ulcer. 31 pa t ien t wi th 
acute m a n i f e s t a t i o n s of the duodenal ulcer, 
24 pa t i en t s within the period of remission as 
well as 29 pract ica l ly hea l thy persons were 
s tudied. Column c h r o m a t o g r a p h y on cellulose 
w a s used for separa t ion of a mix ture contai-
n ing ke ra t an sulfate , hya luron ic acid, hepa ran 
sulfate , chondroi t in-4 and -6-sulfa tes , d e r m a t a n 
su l fa t e and hepar in . D u r i n g the acute peruiod 
of duodenal ulcer daily excret ion of all the in-
dividual GAG's with ur ine w a s decreased (es-
pecially dis t inct for the f rac t ion of chondroi t in-
6-sul fa te) as compared with excretion of these 
ca rbohyd ra t e s in hea l thy persons . The level of 
GAG excretion w a s increased dist inct ly, excee-
d ing the va lues found in hea l thy persons, du-
r ing the remission. Excret ion of chondroi t in-6-
su l fa te and ke ra t an su l fa te w a s marked ly inc-
reased in these cases. 

УДK <iI(i-036.882-08-036.82-07:616.36-008.939.626-092.9 

В. Д. Конвай, A. B. JIукошкин, В. С. Поспелов 

Н А Р У Ш Е Н И Е О Б М Е Н А Г Л У Т А Т И О Н А В П Е Ч Е Н И 
Р Е А Н И М И Р О В А Н Н Ы Х К Р Ы С И ЕГО К О Р Р Е К Ц И Я 

Ц Н И Л Омского медицинского института 

Э к с п ер и м е ыт а л ьн ы м и и с с л е до в а н ни-
ми показано, что в постреаиимацион-
иом периоде ткань печени недостаточ-
но обеспечена глутатионом вследствие 
усиленного вовлечения его в процессы 
и н а к т и в a 11 и и гидроперекисей ли ri и д о в 
[1]. Другие факторы, способные вли-
ять на развитие данного явления, в ча-
стности изменение интенсивности био-
синтеза глутатиона cle novo, а также 
возможность коррекции его дефицита, 
изучены недостаточно. 

В настоящей работе изучались обес-
п е ч е н и о с т ь ткани печени р е а и и м и р о -
ванных животных глутатионом, интен-
сивность включения в него 14С-глици-
на и возможность коррекции дефицита 
данного трипептида посредством его 
введения в организм. 

М е т о д и к а 
Исследования проводили на белых крысах-

самцах массой 180—200 г, содержавшихся в 
обычных условиях вивария. У наркотизиро-
ванных эфиром животных вызывали 6,5-ми-
нутную асфиксию перекрытием интубациоиной 
трубки |4 | . Реанимационные мероприятия 
включали искусственное дыхание в сочетании 
с непрямым массажем сердца. Контролем слу-
жили животные, подвергшиеся тем ж е воз-
действиям, что и подопытные, кроме асфиксии 
и оживления. 

Через 90 мни, 6 ч, 1, 3, 7 и 21 сут после 
реанимации печень наркотизированных жи-
вотных фиксировали погружением в жидкий 
азот, после чего крыс декапитировали. З а 
60 мин до умерщвления животным внутри-
венно вводили 14С-глицин (3,7 М Б к - к г - 1 мас-
сы т е л а ) . Печень гомогенизировали в 4 объе-
мах 0,6 н. раствора хлорной кислоты, осадок 
отделяли центрифугированием при 1500 g в 
течение 10 мин. Надосадочную жидкость 
нейтрализовали 30 % раствором гидроокиси 
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Т а б л и ц а 1 

Показатели обмена глутатиона ( Х ± т ) в печени реанимированных крыс (// 5 6) 

С р о к п о с л е 
Г л у т а т и о п Г л у т а т и о и - д и с у л ь ф и д И н т е н с и в н о с т ь в к л ю ч е н и я 

, 4 С - г л и ц и н а в г л у т а т и о п , 
и м и • м м о л ь - 1 о ж и в л е н и я 

н м о л ь • м г 1 б е л к а 

И н т е н с и в н о с т ь в к л ю ч е н и я 
, 4 С - г л и ц и н а в г л у т а т и о п , 

и м и • м м о л ь - 1 

Контроль 40,7=1=0 ,9 1 ,95=Ь0,24 4,37=1=0,22 

90 мин 
6 ч 
24 ч 
3 сут 
7 сут 
21 сут 

32,1=1=3,3**** 
2 6 , 4 ± 1 , 3 * * * * 
60,7=1=1 ,4**** 
2 3 , 7 ± 1 , 3 * * * * 
3 7 , 0 ± 1 , 1 * 
4 1 , 3 ± 1 , 5 

1,99=1=0,19 
1,96=1=0,22 
1,43=1=0,34 
2,02=1=0,20 
2,06=1=0,32 
1,86=1=0,19 

11,10=1=1,31**** 
10,20=1=0,88**** 
5,37=1=0,15*** 
4,58=1=0,47 
6,46=1=0,62*' 
2 , 3 7 ± 1 , 9 5 

П р и м е ч а н и е. Одна звездочка — /?<() ,05, две — /?<(),02, три — / ; < 0 , 0 1 , ч е т ы р е — < 0 , 0 0 1 
по сравнению с контролем. 

калия , выпавший осадок перхлората калия 
отбрасывали. Добавлением 0,05 мл насыщен-
ного раствора уксуснокислого свинца к 1 мл 
хлорнокислого экстракта о с а ж д а л и глутатиоп. 
После центрифугирования (1500 g, 10 мин) 
осадок отделяли и растворяли его в 0,5 мл 
0,5 н. раствора серной кислоты. Аликвоту в 
0,04 мл полученного раствора использовали 
д л я определения с о д е р ж а н и я в нем глутатио-
на [5]. Из оставшегося раствора 0,4 мл нейт-
рализовали трис(оксиметил) амииометапом и 
смешивали с 10 мл сцинтилляционной жидко-
сти Брея . Радиометрию проводили на счетчи-
ке СБС-2. 

В другой серии экспериментов за 15 мин 
до асфиксии крысам вводили внутрибрюшинно 
глутатиоп (0,5 г - к г - 1 ) — группа «глутатиоп». 
Ж и в о т н ы х забивали через 30 мин и 24 ч 
постреаиимациоиного периода. Результаты ис-
следования этой группы сравнивали с контро-
лем и группой крыс, реанимированных без 
предварительного введения глутатиона — груп-
па «реанимация». 

В ткани печени определяли с о д е р ж а н и е 
глутатиона [5], гидроперекисей липидов [7], 
аскорбата [2J, гликогена |9j, антиокислитель-
ную активность липидов [6], активность супер-
оксиддисмутазы [3], в крови — концентрацию 
л а к т а т а [8] и урата [10]. На 50 животных 
изучали влияние введения глутатиона на вы-
живаемость . 

Полученные данные обработаны статисти-
чески, сравнение экспериментальных групп 
проводили с использованием критерия Огыо-
дсита. 

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

Из табл. 1 данных видно, что содер-
жание глутатиона в печени реаними-
рованных животных волнообразно из-
меняется в течение исследуемого пе-
риода. Снижение этого показателя в 
ранние сроки после оживления смени-
лось его резким подъемом через 24 ч 
с повторным снижением на 3-й и 7-е 
сутки восстановительного периода. Че-
рез 21 сут содержание глутатиона в 
печени реанимированных крыс не от-

личалось от контроля. Уровень глута-
тиондисульфида во все сроки иссле-
дования статистически значимо не из-
менялся. 

В ы я в л е н и ы е измене и и я сод ер ж а и и я 
глутатиона обусловлены, вероятно, из-
менением его вовлечения в реакции 
ин а ктива ции гидроперекисей липидов 
и не связаны с изменением процессов 
его синтеза. Последнее подтверждает-
ся динам и кой и нтенсивности вкл юче-
ния 14С-глицина в глутатиоп. 

И и т е н с и в и о с т ь в к л ю ч е и и я г л и ц и 11 а 
через 90 мин и 6 ч восстановительно-
го периода более чем в 2 раза превы-
ш а ет соответству ющ и е величин ы у 
контрольных животных. Вместе с тем 
через сутки после оживления, когда 
содержание глутатиона резко возрас-
тает, на 25 % превышая исходный уро-
вень, интенсивность включения 14С-
глицина снижается по сравнению с 
предыдущим сроком исследования, до-
стоверно превышая, однако, уровень 
контроля. Дальнейшая динамика ин-
тенсивности включения 14С-глицина в 
глутатиоп также носит волнообразный 
характер, как и изменение содержа-
ния в ткани этого трипептида, но с об-
ратным знаком. 

Таким образом, увеличение синтеза 
глутатиона de novo не приводит к лик-
видации его дефицита в печеночной 
ткани, а лишь поддерживает, вероят-
но, его уровень при усиленном вовле-
чении трипептида в реакции инакти-
вации гидроперекисей липидов. 

Исходя из изложенного, определен-
ный интерес представляет возмож-
ность поддержания оптимального 
уровня глутатиона в ткани печени за 
счет введения экзогенного препарата. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е Т а б л и ц а 3 

Показатели перекисного окислеиия липидов и энергетического обмена ( Х ± т ) у реанимирован-
ных крыс (/I = 6) 

Г р у п п а ж и в о т и ы х 

П о к а з а т е л и 
к о н т р о л ь « р е а н и м а ц и я » « г л у т а т и о н » 

Через 30 мии мосле оживления 

Печень: 
глутатион, и м о л ь - м г - 1 белка 
антиокислительная активность липи-
дов, м э к в - м г - 1 липидов 
гидроперекиси липидов, и м о л ь - м г - 1 

липидов 
гликоген, м к г - м г " 1 белка 

Кровь: 
л а к т а т , ммоль-л ~ 
ура г, м м о л ь - л " гт-1 

3 9 , 6 ± 1,1 

7 , 2 4 ± 0 , 2 4 

2 , 9 1 ± 0 , 2 2 
622 ±82 

3 , 3 0 ± 0 , 1 2 
1 2 3 ± 7 

3 3 , 5 ± 1 ,9* 

5 , 5 3 ± 0 , 3 4 * 

6 , 4 3 ± 0 , 6 2 * 
2 75 ± 6 8 * 

7 , 6 9 ± 0 , 8 0 * 
2 5 9 ± 9 * 

3 9 , 2 ± 1 , 1** 

6 , 3 8 ± 0 , 2 6 * 

3 , 5 9 ± 0 , 1 5 * * 
247 ± 8 1 * 

6 , 0 3 ± 0 , 3 3 * 
2 0 7 ± 11** 

Через 24 ч после оживления 

Печень: 
антиокислитсльная активность ли-
пидов, м э к в - м г - 1 липидов 
аскорбат , и м о л ь - м г - 1 белка 
супероксиддисмутаза , е д - м г - 1 белка 
гидроперекиси липидов, и м о л ь - м г - 1 

липидов 
гликоген, м к г - м г - 1 белка 

Кровь: 
лактат , м м о л ь - л - 1 

урат, м м о л ь - л - 1 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка -
« реанимация». 

7 , 2 4 ± 0 , 2 4 
1 2 , 8 ± 0 , 7 
1 5 , 1 — 0 , 9 

2 , 9 1 ± 0 , 2 2 
622 ±82 

3 , 3 0 ± 0 , 1 2 
1 2 3 ± 7 

6 , 2 2 ± 0 , 2 8 * 
9 , 9 ± 0 , 7 * 

1 7 , 9 — 0 , 6 * 

3 , 6 4 ± 0 , 1 2 * 
1 7 5 ± 4 3 * 

5 , 3 1 ± 0 , 5 5 * 
1 5 2 ± 7 * 

7 , 1 4 ± 0 , 3 9 
1 I , 4 ± 0 , 8 
1 6 , 3 — 0 , 7 

2 , 9 2 ± 0 , 1 5 * * 
3 4 5 ± 8 4 * 

3 , 6 8 ± 7 , 9 
120 ± 8 * * 

•достоверное различие с контролем, д в е — с группой 

В экспериментах с введением глута-
тиоиа перед асфиксией обнаружено 
отсу тст в и е снижения е го сод е р ж а и и я 
в печени реанимированных крыс 
(табл. 2). Через 30 мин после ожив-
л е н ия a 11 т ио к исл и тел ь мая а ктив ность 
липидов в этой группе животных на 
15,4 % превышает таковую в группе 
«реанимация». Содержание гидропе-
р е к и с е й л и п и д о в у р е а н и м и р о в а н н ы х 
на фоне введения глутатиона крыс су-
щественно ниже (па 4 4 , 2 % ) . 

Представленные результаты показы-
вают, что восстановление количества 
глутатиона в ткани печени способству-
ет более эффективной инактивации 
свободных радикалов, обеспечивая 
лучшую сохранность фонда тканевых 
антиоксидантов. Кроме того, лучшая 
обеспеченность глутатионом гепатоци-
тов создает благоприятные условия 
для эффективной инактивации гидро-
перекисей липидов. 

Вместе с тем в этот период нами не 
обнаружено выраженного влияния вве-
дения экзогенного глутатиона на уг-

леводный обмен. Содержание глико-
гена в ткани печени, концентрация 
лактата в крови животных группы 
«глутатион» не отличается от этих по-
казателей у крыс группы «реанима-
ция». Однако достоверное снижение 
содержания в крови реанимированных 
на фоне введения глутатиона живот-
ных урата указывает на некоторое 
уменьшение катаболизма пурииовых 
моноиуклеотидов по сравнению с кры-
сами группы «реанимация». 

Благоприятное влияние введения эк-
зогенного глутатиона отмечено и че-
рез 24 ч после оживления. В этот пе-
риод у крыс группы «реанимация» 
увеличивается активность супероксид-
дисмутазы, снижается антиокисли-
тельная активность липидов, содержа-
ние в ткани печени аскорбата, а так-
же гликогена. Количество гидропере-
кисей липидов в печеночной ткани,на-
против, существенно больше, чем в 
контроле. 13 крови этой группы живот-
пых накапливаются лактат и урат. 

У крыс, реанимированных на фоне 
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предварительного введения глутатио-
на, через 24 ч восстановительного пе-
риода указанные изменения либо вы-
ражены в меньшей степени, либо от-
сутствуют (см. табл. 2) , что обуслов-
ливает снижение интенсивности сво-
боднорадикальных процессов и в этот 
период исследования. Последнее пред-
отвращает усиленное образование гид-
роперекисей липидов, содержание ко-
торых в гепатоцитах крыс группы «глу-
гатион» не отличается от такового в 
контроле. Меньшая степень перокси-
дации мембранных структур способст-
вует, по-видимому, более эффективной 
генерации АТФ митохондриями, чем 
снижает чрезмерную стимуляцию гли-
колиза и повышенный расход запасов 
углеводов. Это положение подтверж-
дается более высоким содержанием 
гликогена в печени и снижением до 
контрольных концентраций лактата и 
урата в крови крыс группы «глутатиоп» 
по сравнению с группой «реанимация». 

Таким образом, усиление синтеза 
глутатиона de novo в печени реаними-
рованных крыс не предотвращает раз-
вития его дефицита. Введение экзоген-
ного препарата перед асфиксией не 
только уменьшает интенсивность пер-
оксидации мембранных структур, но и 
способствует более эффективной функ-
ции систем энергообеспечения. Уста-
новлено, кроме того, существенное (в 
2,8 раза, р<0,001) снижение леталь-
ности этих животных за весь период 
наблюдения (21 сут) . 
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Elevated synthes is of g lu t a th ione in liver 
t issue of r a t s a f t e r resusci ta t ion did not exclu-
de its deficiency in the animals . Adminis t ra -
tion of exogenous g lu ta th ione before asphyxia 
decreased the ra te of s t ruc tura l m e m b r a n e li-
pids peroxidat ion as well as cont r ibuted to 
more effect ive func t ion of ene rgy genera t ion 

systems. 
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И С П О Л Ь З О В А Н И Е А Н Т И Т Е Л Д Л Я Д И Ф Ф Е Р Е Н Ц И А Л Ь Н О Г О 
О П Р Е Д Е Л Е Н И Я Н Е Й Т Р А Л Ь Н О Й И К И С Л О Й а - Г Л Ю К О З И Д А З 

МОЧИ Ч Е Л О В Е К А В Н О Р М Е И ПРИ П А Т О Л О Г И И 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

В моче человека содержатся две а-
глюкозидазы — нейтральная и кислая 
(лизосомная) , определение активности 
которых имеет существенное значение 
д л 5i д и а г н ост и к и п о р а ж е и и я ri о ч е к 
[2, 3] и гликогеноза II типа [6, 9] . 
Активность а -глюкозидазы повышает-
ся при поражении почек, коррелирует 
с тяжестью заболевания, в связи с чем 
измерение ее активности может быть 
использовано для диагностики пора-
жения почек и контроля за эффектив-
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иостыо проводимой терапии [2, 3] . 
При гликогенозе II типа активность 
а -глюкозидазы в моче резко снижена 
| 6 | . Определение ее активности в мо-
че позволяет не только установить 
диагноз заболевания , по и дифферен-
цировать его форму [6, 9] . 

Активность нейтральной а-глюкози-
дазы проявляется в широком диапазо-
не рН [1] . Величина активности фер-
мента при рН 4,0—4,5 составляет 60 
70 % от активности при оптимуме рН 



(5,5—0,8). Кислая а-глюкозидаза име-
ет оптимум рН 4,0 4,5, и активность 
ее при рН 6,5—7,0 составляет 10— 
15% от активности при рН 4,0—4,5 
[8]. Содержание кислой и нейтраль-
ной а-глюкозидаз в моче зависит от 
возраста и характера патологии [2, 3, 
9]. Проявление значительной активно-
сти нейтральной а-глюкозидазы при 
рН 4,0—4,5 и высокая активность фер-
мента в моче мешают достоверному 
о п р еде л е н и ю кислой а - г л ю коз и д азы, 
особенно в тех случаях, когда ее ак-
тивность по тем или иным причинам 
снижена. В то же время высокая ак-
тивность кислой а-глюкозидазы в мо-
че сказывается на точности измерения 
активности нейтральной формы этого 
фермента [8]. Делались попытки [9 | 
определять активность кислой а-глю-
козидазы с целью диагностики глико-
геноза II типа в присутствии КС1 в 
высоких концентрациях (4 М) , оказы-
ваю ще го акт и в и р у ю щее д е й ств и е и а 
кислую а-глюкозидазу и значительно 
ингибирующего нейтральную форму 
фермента, особенно при рН 4,0. Од-
нако такой способ определения приво-
дит к получению неточных величин ак-
тивности фермента. 

Достоверное измерение активности 
кислой и нейтральной а-глюкозидаз в 
моче возможно при применении анти-
тел к обоим ферментам. 

Целыо настоящего исследования бы-
ла разработка м е тода д и ф фер еи ци-
ального определения активности обо-
их ферментов в моче здоровых и боль-
ных людей с использованием антител 
к этим ферментам. 

М е т о д и к а 
Активность нейтральной и кислой а - г л ю к о -

зидаз определяли по скорости образования 
4-метилумбеллифероиа при расщеплении 4-мс-
тилумбсллифсрил -а -Э - глюконираиозида . Инку-
бационная смесь д л я определения нейтраль-
ной а - г л ю к о з и д а з ы состояла из 20 мкл иссле-
дуемой пробы и 200 мкл 0,1 М натрий-фос-
фатного буфера рН 6,5 с о д е р ж а щ е г о 
1,1 мМ 4-мстилумбсллиферил-и-Э-глюкопира-
нозид (фирма «Koch-Light», Англия) . Инкуба-
ционная смесь д л я измерения активности кис-
лой а - глюкозидазы состояла из 20 мкл иссле-
дуемой пробы и 200 мкл 0,1 М натрий-ацетат-
ного буфера pIT 4,5, содержащего 1,1 мМ 4-ме-
тил у м бел л и фе р и л - а - D - гл юко 11 и р а н ози д. 11 робы 
инкубировали в течение 30 мин при 37 °С. 
Р е а к ц и ю останавливали добавлением 4 мл 
0,1 М Na 2 C0 3 . Флюоресценцию образовавшего-
ся 4-метилумбеллифероиа измеряли на флюо-
риметре «Биаи-130» ( С С С Р ) ; X в о з б у ж д е н и я 
365 нм, X испускания 436 им. 

Мочу собирали утром с 7 до 9 ч н а т о щ а к 
и центрифугировали при 16 000 g, а в неко-

торых случаях при 120 000 g в течение 60 мин 
д л я удаления возможных фрагментов клеток, 
лейкоцитов и т. д. Иадосадочную жидкость 
концентрировали в 6- 8 раз , используя фильтр 
РМ-10 (фирма «Arnicon», Голландия ) . Кон-
центрированную мочу диализовали против 
25 мМ NaCl, с о д е р ж а щ е г о I мМ ЭДТА, 
р Н 6,7, в течение 1 сут при 4 ° С и использо-
вали д л я определения в ней активности кис-
лой и нейтральной а - г л ю к о з и д а з до и после 
осаждения ферментов соответствующими ан-
тителами. 

Антисыворотку к нейтральной а - глюкози-
дазс получали иммунизацией кроликов гомо-
генным препаратом нейтральной а - глюкозида -
зы из щеточной каймы почек человека (мемб-
раносвязанная форма фермента) |4 | . Аптисы-
воротку к кислой а - г л ю к о з и д а з е получали им-
мунизацией кроликов гомогенным препаратом 
кислой а - г л ю к о з и д а з ы из печени человека |5]. 
Антитела к кислой а - г л ю к о з и д а з е были полу-
чены из соответствующей антисыворотки путем 
хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе | 7 | и по-
следующей гель-фильтрации через ссфарозу 
6В. Полученная фракция антител с о д е р ж а л а 
5,8 мг белка в 1 мл. 

Д л я последовательного осаждения кислой 
и нейтральной а - г л ю к о з и д а з к 200 мкл диали-
зованной мочи д о б а в л я л и 200 мкл 0,04 М нат-
рий-фосфатного буфера рН 6,7, с о д е р ж а щ е г о 
0,3 М NaCl, 0,2 мг бычьего сывороточного 
альбумина и антитела (0,58 мг) к кислой 
а - глюкозидазе . Пробы инкубировали в тече-
ние 30 мин при 37 °С, а затем 2 ч при 4 °С, 
после чего центрифугировали в течение 30 мин. 
при 2500 g при 4 |°С. К 100 мкл надосадочиой 
жидкости приливали J 00 мкл 0,02 М натрий-
фосфатного буфера р Н 6,7, с о д е р ж а щ е г о 
0,15 М NaCl, 0,05 мг бычьего сывороточного 
альбумина и аитисыворотку к нейтральной 
а - г л ю к о з и д а з е (разведение 1 : 8 ) . Пробы ин-
кубировали в течение 30 мин при 3 7 ° С и 
оставляли па ночь при 4 °С, затем центрифу-
гировали в течение 30 мин при 2500 g при 
4 °С. В надосадочных жидкостях , полученных 
после первого и второго осаждения фермен-
тов антителами, определяли активность кис-
лой и нейтральной а - г л ю к о з и д а з . 

Д л я последовательного осаждения сначала 
нейтральной, а затем кислой а - г л ю к о з и д а з ы 
при первом осаждении использовали аитисы-
воротку к нейтральному ферменту (разведе-
ние 1 : 8 ) , а при второй иммунопреципита-
ции — антитела к кислой а - г л ю к о з и д а з е 
(0,15 мг в пробе) . 

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

Д л я в ы я с и е н и я в о з м о ж и ости ис-
пользования антител к нейтральной и 
кислой а-глюкозидазам в целях диф-
ференциального определения активно-
сти обоих ферментов в моче проводи-
ли последовательное осаждение кис-
лой и нейтральной форм ферментов со-
ответствующими антителами. В табл. 1 
приведены результаты определения 
активности нейтральной а-глюкозида-
зы после осаждения кислой а-глюко-
зидазы антителами к кислой форме 
фермента. Высокая активность кислой 
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T а б л и ц а 3 

Определение нейтральной а-глюкозидазы в мо-
че человека после иммунопреципитации кислой 

а-глюкозидазы 

О б с л е д о в а н н ы е 

Норма 
1 

Больной М., 
хронический гло-
мерулонефрит 

4 , 5 
6 , 5 
4 , 5 
6 ,5 

4 , 5 
6 , 5 

А к т и в н о с т ь а - г л ю к о -
з и д а з ы , н м о л ь 4 - м е -

т и л у м б ел л и ф е р о и а 
в час на 1 мл мочи 

869,4 
277,7 
911,1 
558,3 

1010,0 
653,0 

н а д о с а д о ч н а я 
ж и д к о с т ь 

5 2 
г? 
Offi « о 
5Г5 

3 О) 5 СО с? X ТО 
и Я « О a s С ь п 

106,9 
162,5 
293,0 
443,0 

353,0 
521,0 

2 н 2 
г »S П Ч> то 

5= Ж СС <и - X =Г 2 <*> х х 0 
S2 =f S 
5 S S 
S S ? 

о 
о 

10,7 
14,7 

14,2 
14,9 

а-глюкозидазы при незначительной 
активности нейтральной формы фер-
мента (например, норма 1) затрудня-
ет оценку величины активности ней-
тральной формы фермента. Послед-
няя, может быть достоверно опреде-
лена только после осаждения кислой 
а-глюкозидазы антителами к кислой 
форме фермента. В надосадочной жид-
кости при этом остается нейтральная 
а-г л юкоз и да з а, что и одтвер ж да ется 
более высокой активностью фермента 
при рН 6,5 по сравнению с его актив-
ностью при рН 4,5, а также практиче-
ски полным осаждением активности 
фермента из надосадочной жидкости 
антисывороткой к нейтральной а-глю-
козидазе (см. табл. 1). 

Как следует из данных табл. 2, до-
стоверное определение в моче актив-
ности кислой а-глюкозидазы возмож-
но только при относительно низкой 
а к т и в н о ст и и ейтральной ф о р м ы ф е р -
мента (например, норма 1). В тех слу-
чаях, когда измеряемая в моче при 
рН 6,5 активность а-глюкозидазы вы-
ше, чем при рН 4,5, что отмечается при 
поражении почек [3] и характерно 
для гликогеноза II типа [9], судить о 
наличии и величине активности кис-
лой а-глюкозидазы представляется 
крайне затруднительным. 

Из данных табл. 2 следует, что на-
личие кислой а-глюкозидазы в моче и 
величина ее активности могут быть оп-
ределены после осаждения нейтраль-
ного фермента соответствующей анти-
сывороткой. В надосадочной жидкости 
при этом остается кислая а-глюкози-
даза, что видно из более высокой ак-
тивности фермента при рН 4,5 по 
сравнению с его активностью при 
рН 6,5, а также из данных по осаж-
дению оставшейся в этой надосадоч-
ной жидкости активности фермента 
антителами к кислой а-глюкозидазе 
(см. табл. 2). 

В моче больного М. (см. табл. 2), 
кото р а я х р а н и л а с ь д л и тел ь и о е в р е м я 
при 4°С, отсутствовала кислая а-глю-
козидаза, что следует из определения 
активности а-глюкозидазы после осаж-
дения нейтральной формы фермента 
антисывороткой к нему и последующе-
го осаждения кислой а-глюкозидазы 
антителами к ней. Действительно, пос-

т а б л и ц а 2 
Определение кислой а-глюкозидазы в моче 
человека с использованием иммунопреципита-

ции нейтральной а-глюкозидазы 

А кти mi ю с т ь а - г л к ж о -
э и д а з ы , н м о л ь 

4 - м е т и л у м б е л л и ф е -
р о н а в ч а с иг 

м о ч и 
1 1 мл 

н а д о с а д о ч н а я 
ж и д к о с т ь 

2 7L -с _ m 
О б с л е д о в а н н ы е СХ и 

О 
X 
о 

? о 

с 
<и -

i l l 

то 
•>Х -<L> - ~ 

2 то S 
>> Н о 

5• X к l i s I g e то о СХ о 

х s х 
4J s 2 

с O.S-
<и С о 

X о и -S «-
О й . 

5 = 5 о >>х СХ с н а С S X 

Норма 
1 4 , 5 869,4 800,0 13,9 

6 ,5 277,4 102,8 6 , 8 
2 4 , 5 91 1 ,1 777,1 8 , 3 

6 , 5 558 ,3 114,3 5 ,1 
Больные хроничес-

ким гломеруло-
не фритом 

Г. 4 , 5 176,1 118,1 7 ,2 
6 , 5 151,2 22 ,4 1,5 

ч . 4 , 5 267,9 111 ,2 — 

6 , 5 319,3 19,8 — 

Ш. 4 , 5 282,6 134 ,Г> 12,3 
6 , 5 282 ,6 26 ,7 2 , 9 

А. 4 , 5 157,3 31 ,8 8 ,0 
6 , 5 217,6 7 ,7 2 , 3 

М. 4 , 5 59 ,9 1,2 1 ,2 
6 , 5 95,2 1,7 1 ,8 

7 0 



ле осаждения а-глюкозидазы из мочи 
антисывороткой к нейтральной а-глю-
козидазе в надосадочной жидкости от-
сутствовал кислый фермент: незначи-
тельная активность в надосадочной 
жидкости была выше при рН 6,5, чем 
при рН 4,5, что характерно для ней-
тральной формы фермента, и не осаж-
дал а с ь при последую щ ем добавлении 
антител к кислой а-глюкозидазе. 

Отсутствие в моче больного М. кис-
лой а-глюкозидазы было обусловлено 
инактивацией этого фермента в про-
цессе длительного хранения мочи, по-
скольку, как видно из табл. 1, актив-
ность кислой а-глюкозидазы в свеже-
собранной моче больного М. довольно 
высока. 

Таким образом, исследования пока-
зали, что использование антител к ней-
тральной а-глюкозидазе из щеточной 
каймы почек человека позволяет до-
стоверно определять активность кис-
лой а-глюкозидазы в моче здоровых и 
больных людей даже в тех случаях, 
когда активность нейтральной формы 
фермента в моче значительно превы-
шает активность кислой формы фер-
мента. Одновременное применение ан-
тител к обоим ферментам позволяет 
дифференциально определять актив-
ность кислой и нейтральной а-глюко-
зидаз в смеси. Последовательное при-
менение антител подтверждает точ-
ность этих определений. 

Авторы выражают глубокую призна-
тельность проф. Е. Л. Розенфельд за 
обсуждение р езу л ьт а то в. 
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U S E O F A N T I B O D I E S FOR D I F F E R E N T I A L 
E S T I M A T I O N O F Nl-I TRAL AND ACID <x-
G L U C O S I D A S E S IN H U M A N U R I N E U N D E R 
NORMAL AND P A T H O L O G I C A L CONDI-

T I O N S 

N. A. Ushakova, E. V. Kazlas, D. M. Belen'ky, 
J. S. Lukomskaya 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemis t ry , 
Academy of Medical Sciences of the U S S R , 

Moscow 

Use of ant ibodies t o w a r d s neut ra l a -g luco-
s idase f rom human kidney brush border enabled 
to es t imate dis t inct ly the act ivi ty of acid a -g lu -
cosidase in urine of heal thy persons and pa-
t ien ts a l though the act ivi ty of neu t ra l enzyme 
in ur ine exceeded markedly the acid enzyme 
activity. S imul t aneous use of ant ibodies to both 
these enzymes permi t ted to es t imate separa te ly 
the act ivi ty of acid and neut ra l a -g lucos idases 
in a mixture . Accuracy of these es t imat ions w a s 
conf i rmed a f te r consecut ive use of these ant ibo-
dies. 

УД К 6 1 6.712-007.24-053.2-07:610.712-1 -018.3-008.969.629-074 

Т. А. Цвет/сова, E. А. Козлов, С. С. Рудаков, А. А. Дельвиг 

Э К С Т Р А Г И Р У Е М О С Т Ь К О Л Л А Г Е Н А Р Е Б Е Р Н О Г О Х Р Я Щ А 
И К О Ж И ПРИ В О Р О Н К О О Б Р А З Н О Й Д Е Ф О Р М А Ц И И Г Р У Д Н О Й 

К Л Е Т К И У Д Е Т Е Й 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Среди заболеваний, связанных с по-
ражением соединительной ткани, наи-
более часто встречается воронкооб-
разная д е ф ор мац и я грудной кл ет к и 
( В Д Г К ) , наблюдаемая в той или иной 
степени у 0 ,6% детей [11]. Биохими-

ческие дефекты экстраклеточного мат-
рикса при этом заболевании неизве-
стны. 

Причиной развития В Д Г К может 
быть изменение структуры коллагено-
вых волокон реберного хряща, обус-
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лов ленное нарушениями посттрансля-
ционной модификации коллагена. 
В пользу этого предположения свиде-
тельствуют данные о снижении при 
этой патологии экскреции с мочой ок-
сипролинсодержащих пептидов и сво-
бодного оксипролина, являющихся 
продуктами деградации коллагена 
1.4]. 

Ввиду сложности про цессии га кол-
лагена, в котором участвуют 11 фер-
ментов [1], прямой поиск возможной 
энзимопатии представляется затруд-
нительным. Поэтому для прицельного 
поиска ферментных нарушений, явля-
ющихся этиологическим фактором за-
болевания, обычно исследуются такие 
сво йства колл а геи а, ка к экстparир у е -
мость, содержание внутри- и межмо-
лекулярпых поперечных сшивок, сте-
пень гидроксилирования остатков про-
лина и лизина, а также уровень глико-
зилирования остатков оксилизина. 

В настоящей работе нами была изу-
чена экстрагируемость коллагена ко-
жи и хрящей детей, страдающих 
ВДГК, а также содержание в хрящах 
г л и коз а м и 11 о г л и к а и о в. 

М е т о д и к а 

Были исследованы 3 группы детей в воз-
расте 5—8 лет (по 4 ребенка в группе) . 
1-ю группу составили больные с изолирован-
ной формой В Д Г К 11 или III степени, кото-
рая требует хирургической коррекции груд-
ной клетки. Во 2-ю группу вошли больные с 
синдромальиой формой В Д Г К , т. е. с сочета-
нием В Д Г К и синдрома Элерса — Данло . 
3-я, контрольная, группа — дети без отклоне-
ний в развитии грудной клетки и заболева-
ний, связанных с поражением соединитель-
ной ткани, погибшие в результате травмы или 
от лейкоза. В первых 2 группах исследуемый 
материал был получен при операции по пово-
ду торакопластики, а в контрольной группе — 
при аутопсии. Материал до использования 
хранили при - 2 0 °С. 

Экстракция коллагена из х р я щ а и кожи. 
Реберный х р я щ освобождали от надхрящни-
цы, нарезали пластинками толщиной 0,5 мм 
и экстрагировали при комнатной температуре, 
перемешивая с 4 М раствором гуаиидии-гид-
рохлорида, содержащим Э Д Т А в концентра-
ции 0,05 М, фенил мстилсульфонилфторид, 
йодацетат и 6-аминокапронат в концентрации 
0,005 М (фракция 1, гуанидииовый экстракт) . 
Пластины хряща промывали водой и измель-
чали на холоде последовательно в гомогениза-
торе «Vir-Tis-45» и стеклянном гомогенизато-
ре. Кислоторастворимый коллаген (фракция 2) 
получали экстракцией 0,5 М раствором уксус-
ной кислоты в течение 24 ч на холоде при 
перемешивании. Остаток отделяли центрифу-
гированием (1 ч при 5 0 0 0 0 g и 4 ° С ) и экс-
трагировали в тех же условиях 0,1 % раство-
ром пепсина в 0,5 М уксусной кислоте (фрак-

ция 3, пепсиновый экстракт) . Нерастворимый 
остаток (фракция 4) отделяли центрифугиро-
ванием в тех ж е условиях. 

Порции диализоваиного против воды гуа-
11идиио вого экстракта , кислотор аствори м ого 
коллагена, пепсинового экстракта и нераство-
римого остатка гидролизовали в запаянных 
ампулах в 6 п. НС1 20 ч при 105 °С. Гидро-
лизаты высушивали в вакууме над щелочыо, 
растворяли сухой остаток в воде и определя-
ли содержание оксипролина колориметриче-
ской реакцией с п-диметиламииобеизальдеги-
дом [2]. Количество коллагена в пробах рас-
считывали, принимая содержание оксипроли-
на в коллагене равным 13 % |6 | . 

Экстракцию коллагена из кожи проводили 
аналогичным образом, исключая экстракцию 
р аст вором гу а н и д и н - ги дрохл о р и да. 

Д л я определения содержания коллагена в 
образцах хряща последние высушивали при 
105 °С до постоянной массы, гидролизовали 
в 6 п. НС1 и определяли содержание оксипро-
лина, как описано выше. 

Д л я определения в хряще уроновых кис-
лот высушенные образцы хряща гидролизова-
ли в 6 и. H2SO4 и определяли количество уро-
новых кислот с помощью колориметрической 
реакции с карбазолом [5]. 

Д л я определения содержания ос- и р-цепей 
во фракции уксуснокислого экстракта колла-
ген осаждали NaCl в конечной концентрации 
2 М. Осадок отделяли центрифугированием 
(20 000 g 30 мин), растворяли в 0,5 М уксус-
ной кислоте, диализовали против 0,1 М уксус-
ной кислоты и лиофилизировали. Полученный 
препарат подвергали электрофорезу в 5 % ак-
риламидиом геле, используя буферную систе-
му по Лсммли [9]. Гели окрашивали в 0,15 % 
растворе Serva Blau R и после удаления из-
бытка красителя сканировали на хромоскане 
«Joicc-Laeble-201» при длине волны 595 им. 

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

Результаты определения общего со-
держания коллагена и соотношения 
фракций растворимого и нераствори-
мого коллагена представлены в табл. 1. 
Было обнаружено, что в реберном хря-
ще детей с изолированной и синдро-
мальиой формами В Д Г К общее содер-
жание коллагена в расчете на 1 г 
влажной массы ткани увеличено на 
45—60 %. Доля растворимого коллаге-
на во всех исследованных фракциях 
хрящей больных ВДГК достоверно 
снижена ( р < 0 , 0 1 ) и, соответственно на 
25—28 % увеличено относительное со-
держание нерастворимого коллагена. 
Следует отметить, что относительное 
содержание коллагена во фракциях 
гуанидииового, уксуспо-кислого и пеп-
синового экстрактов хрящей детей с 
изолированной формой ВДГК и В Д Г К 
на фоне синдрома Элерса - Данло до-
стоверно не различается ( / ?>0 ,05) . 
Эти данные позволяют предположить, 
что накопление нерастворимого колла-
гена является общим звеном в моле-

72, 



T а б л и ц а 3 

Соотношение фракций растворимого и нерастворимого коллагена в реберном хряще детей с 
ВДГК и детей контрольной группы ( М ± т ) 

К о л л а г е н , мг на 
Р а с п р е д е л е н и е к о л л а г е н а по ф р а к ц и 1 ям, % 

С о о т н о ш е н и е И с с л е д у е м а я К о л л а г е н , мг на С о о т н о ш е н и е 
г р у п п а 1 г х р я щ а 

ф р а к ц и я 1 ф р а к ц и я 2 
цепей г р у п п а 

( в л а ж н а я масса ) ф р а к ц и я 1 ф р а к ц и я 2 ф р а к ц и я 3 ф р а к ц и я <1 а / Р 

3-я 
1-я 
2-я 

65 ,0 ± 3 , 6 7 
9 5 , 3 ± 5 , 8 5 

J 05 ± 8 , 6 6 

4 , 6 6 ± 0 , 9 4 
1,21 ± 0 , 0 8 
1,11 ± 0 , 1 6 

15,2 ± 2 , 0 7 
2 ,81 ± 0 , 4 0 
3 ,51 ± 0 , 9 7 

2 6 , 8 ± 0 , 5 0 
1 4 , 6 ± 1 , 0 0 
17,1 ± 1 , 5 3 

:»:;,:'. i I . 15 
81 ,С, I 0 ,91 
7 8 , 2 ± 3 , 9 3 

13,4 ± 1 , 0 1 
11,1 ± 1 , 0 3 
1 1 , 3 ± 1 , 1 4 

к у л я р 11 о и 11 ато л о г и и и з о л и ро в а н i \ о й и 
синдром ал ыюй форм ВДГК. 

Согласи о д а и и ы м л и т е р а т уры [ 3, 
12], с возрастом наблюдается увели-
чение доли неэкстрагируемого колла-
гена. Ввиду одинакового возраста де-
тей контрольной и опытных групп на-
блюдаемое нами увеличение относи-
те л ь н о го кол и ч ест в а н еэ кст р а г и р у е м о -
го коллагена при ВДГК можно трак-
товать как один из признаков прежде-
временного старения хряща. Это на-
блюдение согласуется с данными мор-
фологи чес кого и сс ледова 11 и я х р я ща 
при ВДГК. 

Уменьшение экстрагируемого колла-
гена хряща было выявлено при диабе-
те | 1 2 | , тогда как при остеоартрозе 
экстрагируемость коллагена увеличи-
вается [13]. 

При определении содержания кол-
лагена в хрящевой ткани ребра как 
суммы всех 4 фракций в расчете на 
1 г влажной ткани в обеих группах де-
тей с В Д Г К выявлено его повышение 
по сравнению с контрольной группой 
(см. табл. 1). При этом также не от-
мечено достоверных различий между 
изолированной формой ВДГК и ее со-
четанием с синдромом Э л е р с а — Д а н -
ло. Наблюдаемое увеличение содержа-
ния коллагена в хряще при ВДГК 
можно связать как с изменением аб-
солютного содержания коллагена, так 
и с изменением количества воды, удер-
живаемой хрящевой тканыо. Д л я ре-
шения этого вопроса было определено 
содержание коллагена в препаратах 
хряща, высушенных при 105°С. Дан-
ные, представленные в табл. 2, указы-
вают на равное содержание коллагена 
в расчете на сухую массу хряща для 
всех исследованных групп детей, что 
свидетельствует об уменьшении спо-
собности хряща при В Д Г К удержи-
вать воду. Поскольку основную роль в 
иммобилизации воды хрящевой тканыо 
играют гликозаминогликаны, то было 

определено также количество этих 
ком пои е н то в м ежк л еточ 11 о го м ат р и к с а 
по содержанию у ро новых кислот в рас-
чете на сухую массу ткани. Достовер-
ных различий по этому показателю 
между контрольной группой и детьми 
с В Д Г К выявлено не было (см. табл. 2). 
Эти данные позволяют предположить 
качествен н ы е измеи е н и я п р отеогл и к а -
нов в хрящах детей с ВДГК. Таким 
образом, наблюдаемое при ВДГК уве-
личение содержания коллагена в рас-
чете на влажную массу хряща отра-
жает уменьшение способности матрик-
са хрящей больных детей удерживать 
воду, что также можно трактовать как 
один из признаков, указывающих на 
преждевременное старение хряща. 

Нельзя исключить, что В Д Г К явля-
ется системным заболеванием, при ко-
тором, помимо патологических изме-
нений в реберном хряще, отмечаются 
морфологически менее выраженные 
изменения в других видах соедини-
тельной ткани. В связи с этим было 
проведено сравнение экстрагируемо-
сти коллагена кожи детей, страдаю-
щих ВДГК, и детей контрольной груп-
пы. Результаты, представленные в 
табл. 3, указывают на достоверное 
снижение при ВДГК фракции неэкс-
трагируемого коллагена, происходя-
щее в основном за счет увеличения по-
чти в 2 раза доли коллагена, экстраги-
руемого 0,5 М уксусной кислоты. 

Т а б л и ц а 2 

Содержание коллагена и уроиовых кислот в ре-
берном хряще детей с ВДГК и детей конт-

рольной группы, мг на 1 г сухой ткани 

И с с л е д у е м а я 
г р у п п а К о л л а г е н 

У р о и о п ы е 
к и с л о т ы 

3-я 5 6 2 ± 1 6 , 1 3 2 , 7 ± 4 , 9 3 
1-я 5 5 7 ± 5 , 0 0 3 5 , 3 ± 6 , 5 9 
2-я 5 5 6 ± 1 0 , 9 3 6 , 5 ± 1 ,25 

Р > 0 , 0 5 р> 0 , 0 5 

7 3 



Т а б л и ц а 3 

Соотношение фракций растворимого и нерастворимого коллагена в коже детей с ВДГК и детей 
контрольной группы ( М ± / л ) 

Р а с т в о р и м ы й к о л л а г е н , % 

И с с л е д у е м а я г р у п п а 0 , 5 М у к с у с н а я 
к и с л о т а 

0 . 1 % п е п с и н в 
0 , 5 М у к с у с н о й 

к и с л о т е 

Н е р а с т в о р и м ы й 
к о л л а г е н , % 

С о о т н о ш е н и е ц е п е й 
а/15 

3-я 
1-я 

7 , 9 5 ± 1 ,01 
1 5 , 4 ± 1 , 4 5 
/ ? < 0 , 0 0 5 

4 8 , 6 ± 3 , 6 4 
5 0 , 9 ± 4 , 7 0 

Р> 0 , 0 5 

4 3 , 4 ± 3 , 8 9 
3 3 , 6 ± 5 , 3 0 

р > 0 , 0 5 

2 , 3 5 ± 0 , 1 1 
1 , 9 6 ± 0 , 1 7 
/ у < 0 , 0 5 

Ранее повышенная экстрагируе-
моеть коллагена кожи была обнаруже-
на при таких системных заболеваниях, 
как синдром Марфана [10] и синдром 
Элерса - Д а н л о у человека [7] и со-
баки [8]. 

Одной из наиболее вероятных при-
чин изменения экстрагируемости кол-
лагена является изменение количества 
межмолекулярных сшивок. В связи с 
этим было определено содержание а-
и [i-депей коллагена в уксуснокислых 
экстрактах из хряща и кожи. Несмот-
ря на значительные различия в экс-
трагируемости коллагена реберного 
хряща в норме и при В Д Г К (см. 
табл. 1), мы не обнаружили достовер-
ных различий в соотношении а- и [3-
цепей. Отсутствие корреляции между 
экстрагируемостыо коллагена и соот-
ношением в кислоторастворимом кол-
лагене мономерных и димерных цепей 
может быть объяснено недостаточной 
чувствительностью метода определе-
ния или наличием других факторов, 
влияющих на экстрагируемость кол-
лагена. По данным литературы, уве-
личение экстрагируемости коллагена 
кожи собак при синдроме Элерса — 
Данло сопровождается значительным 
увеличением относительного содержа-
ния мономеров коллагена | 8 | . С дру-
гой стороны, в легочной ткани боль-
ного с синдромом Элерса — Д а н л о со-
отношение а- и (3-цепей отличается не-
значительно, несмотря на резкое уве-
личение экстрагируемости коллагена 

[7]. 
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EXTRACTIBILITY O F COSTAL CARTILAGE 
AND SKIN COLLAGEN F R O M C H I L D R E N 

W I T H F U N N E L C H E S T 

T. A. Tzvetkova, E. A. Kozlov, S. S. Rudakov, 
A. A. Del'vig 

Ins t i tu te of Medical Enzymology , Academy of 
Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Conten t of col lagen and rela t ive con ten t 
of unext rac t ib le col lagen were increased by 
3 5 % and 5 0 % , respectively, while the con ten t 
of immobilized wa te r w a s decreased in costal 
ca r t i l age of children with the isolated form of 
funne l chest or with the de fo rmat ion accompa-
nied by Ehle r s -Danlos syndrome. These anoma-
lies m a y be considered as ind ica tors of the car-
t i lage p r ema tu re age ing . In skin of the children 
wi th isolated form of funne l shest the ra t io of 
col lagen ext rac ted wi th acetic acid w a s increa-
sed 2-fold. 
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В. А. 1 ищенко, В. А. Виноградов 

Ф А Р М А К О К И Н Е Т И К А Д А Л А Р Г И Н А 

В К Н Ц АМН СССР, Москва 

Даларгин — первый опиоидный 
пептидный препарат, используемый в 
качестве средства лечения язвенной 
болезни желудка и двенадцатиперст-
ной кишки. По химической структуре 
он представляет собой гексапептид 
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg. 

Изучение in vivo судьбы пептидов 
как экзо-, так и эндогенного проис-
хождения имеет свои особенности. 
Сложность задачи их выделения из 
биологического материала и опозна-
в а н и я обу сл овл ив а ет ис польз ова ни е 
м е ч е н ых не п т и д ов; м н о го ко м п one н т -
ность получаемых экстрактов приво-
дит к необходимости применения вы-
сокоспецифичных методов радиоимму-
нохимического и радиорецепторного 
анализов и (или) хроматографии 
высокого разрешения. 

Данные литер а ту р ы с в и д етел ьству -
ют о коротких временах полураспре-
делеиия пептидных гормонов, в том 
числе опиоидных, исчисляемых мину-
тами [16, 18). Так, время полураспре-
деления экзогенно вводимого (3-эндор-
фина составляет 2 мин [12, 15]. Опре-
деленные замены в структуре моле-
кул эндогенных пептидов позволяют 
создавать значительно более стабиль-
ные их синтетические аналоги; для 
ДАММЕ, например, имеющую анало-
гичную мет-энкефалину структуру 
(Tyr-D-Ala-Gly-MePhe-Met(о)-ol) , вре-
мя полураспределения составляет 
11 мин, полуэлиминации 92 мин 
[И]. 

Изучение in v i vо p а с пpeдeл eния, 
метаболизма и собственно фармакоки-
нетики короткоживущих опиоидных 
пептидов и их синтетических аналогов 
представляет собой этап расшифровки 
механизма их действия. Задача рабо-
ты исследование распределения, ме-
таболизма и фармакокинетики далар-
гина у крыс с применением высоко-
эффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ) и радиоизотопного ана-
лиза. 

М е т о д и к а 

Даларгин синтезирован в лаборатории син-
теза пептидов (руководитель — проф. Ти-

тов М. И.) В К Н Ц АМН СССР; тритирование 
проводили в Институте молекулярной генети-
ки АМН С С С Р ио методике [6]. Кроме три-
тированиого даларгина (12 Ки/ммоль) в ра-
боте использовали 1251-даларгин и бычий сы-
вороточный альбумин, меченный 1251 (1:2!31-БСА), 
полученные описанным методом [10] с после-
дующим выделением монойодпроизводного с 
помощью В Э Ж Х , а т а к ж е 3Н-тирозин 
(7 Ки/ммоль, Ins t i tu te of isotopes of the Hun-
ga r i an Academy of Sciences, Будапешт) . 

Опыты проводили на взрослых крысах -сам-
цах линии Вистар массой около 300 г. 3 Н-да-
ларгин вводили внутривенно в дозе 150 мкг /кг 
в течение 10 с в 0,3 мл физиологического рас-
твора. 

Распределение препарата по тканям и его 
метаболизм изучали после введения в хво-
стовую вену. Через 1, 4 и 60 мин после вве-
дения препарата крыс декапитировали и от-
бирали аликвоту крови. Затем, вскрыв брюш-
ную полость и грудную клетку, отсекали ку-
сочки органов и тотчас з амораживали , погру-
ж а я в жидкий азот. Образцы хранили до ана-
лиза при —20 °С. 

Чтобы учесть вклад крови в суммарную 
радиоактивность ткани, у одного животного 
определяли кровенаполнение исследуемых ор-
ганов с помощью 12Г)1-БСА, который вводили 
в хвостовую вену в 0,3 мл физиологического 
раствора; спустя 1 мин крысу декапитирова-
ли, после чего определяли радиоактивность 
тех ж е органов и тканей, что и в основном 
опыте. Кровенаполнение органов (тканей) рас-
считывали, соотнося радиоактивность органа 
(аликвоты ткани) и аликвоты крови. 

Фармакокинетику даларгина изучали по 
образцам крови и мочи наркотизированных и 
катетеризированных крыс. Д л я этого крысам 
под эфирным наркозом вводили полиэтилено-
вые катетеры в бедренные артерию и вену, 
а т а к ж е в мочевой пузырь; производили тра-
хсостомию. На протяжении опыта наркоз под-
д е р ж и в а л и этаминалом натрия в суммарной 
дозе 30 мг/кг , периодически вводимым в бед-
ренную вену; следили за постоянством темпе-
ратуры тела животного ( 3 7 ± 0 , 1 °С). 8 Н - д а л а р -
гии вводили через катетер в бедренной вене. 
Образцы крови по 0,2 мл брали через арте-
риальный катетер; кровопотерю восполняли 
ф и зи о л о ги чески м р а ст вором. 

Подготовка образцов. Д л я определения 
суммарной радиоактивности образцы тканей 
солюбилизировали в гиамиигидроксиде ( In te r -
technic, СЩА) в соотношении 100 мкл на 
10 мг ткани при 3 7 ° С до полного растворе-
ния и затем аликвоту вносили в сцинтилля-
тор, содержащий 4,0 г П П О и 0,1 мг ПОПОГТ 
в 1 л толуола. 

Спектр метаболитов в тканях и жидкостях 
Изучали с применением В Э Ж Х . Ткань измель-
чали в ступке в жидком азоте и полученный 
тонкий порошок сразу экстрагировали смссыо 
д л я экстракции коротких пептидов [8|, в со-
отношении 1 : 5 (масса /объем) . После центрн-
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Т а б л и ц а 4 Таблица 5 

Распределение радиоактивности по тканям крысы после внутривенного введении 3Н-даларгина 

О) D P M на 10 мг т к а н и • 1 0 Л 

h п о ч к и печень л е г к и е к р о в ь с е р д ц е с е л е з е н к а ж е л у д о к с к е л е т н а я мозг 
мышца 

£ X 
= 

оа в s X . 1 X х. i 1 /Y х. г X х. L 1 * * * X xi X xi 1 х х. г X х. 1 X 

588 468 130 200 80 69 70 50 8 
1 440 596 200 323 160 151 136 170 72 76 60 65 38 60 32 41 6 7 

760 300 162 174 76 66 70 40 7 
500 270 83 70 60 60 66 28 

4 550 525 232 274 88 84 80 79 66 63 56 58 86 79 34 44 Не определя-
560 320 80 86 62 58 85 71 ли 
340 260 92 78 67 150 150 20 29 

60 130 243 138 213 64 86 63 71 55 64 134 155 130 193 16 26 15 31 
260 240 102 70 70 180 300 41 20 

П р и м е ч а н и е . Приведены величины радиоактивности аликвот наполненных кровыо орга-
нов. Использовали по 3 крысы на каждую временную точку. 

фугирования надосадочиую жидкость упарива-
ли досуха под вакуумом на «Vortex-Hvapora-
tor» («ВLichler», США) , растворяли в элюеите 
дли хроматографического анализа и аликвоту 
вносили в хроматограф. Образцы крови и мо-
чи собирали непосредственно в экстракцион-
ную смесь |8 | , центрифугировали и вносили 
на колонку. 

ВЭЖХ. В работе использован жидкостный 
хроматограф высокого давления фирмы «А1-
1ех» модель 342 с детектором по оптической 
плотности 2158 Uvicord SD (LKB, Швеция) , 
Х = 226 нм. Анализ проводили на колонке 
Si 100: Polyol: R P 18 («Serva», Ф Р Г ) , 4 ,6X 
250 мм, размер частиц 5 мкм, с предколон-
кой, заполненной RP Pel l icular (Alltech Asso-
ciates, США) , 4 ,6X50 мм. Разделение вели в 
градиенте ацетопитрила от 5 до 95 % в 0,1 % 
водном растворе трифторуксусиой кислоты. 
Скорость потока элюента через колонку со-
ставляла 1,5 мл/Мин. Элюат собирали поми-
нутно в сцинтилляционные флаконы со сции-
тиллятором Брея, используя коллектор фрак-
ций Super rac (LKB, Ш в е ц и я ) . Радиоактив-
ность всех образцов определяли на жидкост-
ном сцинтилляционном счетчике LS 6800 
(«Веектап» , С Ш А ) . 

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

1. Распределение радиоактивности 
по органам и тканям крысы после 
введения ъН-даларгина. Через 1 мин 
после введения наиболее высокий уро-
вень радиоактивности определялся в 
почках. Радиоактивность печени бы-
ла в 2 раза ниже. Радиоактивность 
остальных тканей снижалась в ряду: 
кровь - легкое — сердце — селезен-
к а — желудок — скелетная мышца 
(табл. 1). Радиоактивность ткани 
мозга на первой минуте практически 
полностью соответствовала расчетной 
радиоактивности находящейся в ней 
крови (табл. 2) , что является свиде-
тельством непроницаемости для да-

ларгина гематоэнцефалического ба-
р ь е р а . 

Спустя 4 мин после введения пре-
парата радиоактивность всех иссле-
дуемых тканей несколько снижалась, 
кроме ткани желудка, в которой ве-
личина р а д и о а кт и в i-1 ост и п рактически 
не изменилась. 

Через 60 мин радиоактивность тка-
ни почек составляла примерно 72, а 

Т а б л и ц а 2 

Распределение радиоактивности (через 1 мин) 
после внутривенного введении даларгина по 

внутренним органам крысы 

О р г а н 

К
ро

ве
н

ап
ол

н
е-

ни
е 

тк
ан

и
, 

м
кл

/1
0 

м
г*

 

Р а д и о а к т и в -
ность' т к а н и 
б е з к р о в и , 

D P M / 1 0 
мг - 1 0 : |** 

Р а д и о а к т и в -
ность о р г а н а 

иг:! Кропи, 
% от д о з ы 

О р г а н 

К
ро

ве
н

ап
ол

н
е-

ни
е 

тк
ан

и
, 

м
кл

/1
0 

м
г*

 

xi X * * X 

Почки 0 ,12 568 576 3 , 9 0 ,12 
420 2 , 9 4 , 0 
740 5 ,1 

Печень 0 , 17 439 10,8 0 , 17 
171 294 4 , 2 7 , 2 
271 6 , 7 

7 , 2 

Легкие 0 , 3 7 67 0 , 4 0 , 3 7 
97 88 0 , 6 0 , 4 
99 0 , 3 

0 , 4 

Се рдце 0 , 1 7 51 0 ,12 
43 47 0 ,10 0 ,11 
47 0 ,1 1 

0 ,11 

Желудок 0 , 0 3 65' 0 , 3 
33 54 0 , 2 0 , 3 
65 0 , 3 

0 , 3 

Мозг 0 , 0 4 — — — — 

Кровь — 200 
136 170 12,0 
174 

12,0 

П р и м е ч а н и е. Одна звездочка — данные 
1 опыта, две звездочки — данные 3 опытов. 
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печени — 2/з от величины, определя-
емой через 1 мин после введения да-
ла р ги н а. Уровень ра д ио а ктив 11 ости в 
крови, легких и скелетной мышце че-
рез 4 и 60 мин был практически оди-
наков, а в тканях желудка и селезен-
ки он возрастал примерно втрое. 
Исследование метаболического спект-
ра тканей желудка и селезенки (см. 
следующий раздел) через 60 мин пос-
ле введения не выявило присутствия 
в них даларгина или его фрагментов 
в скол ь ко-11 и будь з 11 а ч ител ьи ых кол и -
чествах, способных обусловить подоб-
ное накопление метки. Оставалось 
допустить возможность образования и 
накопления в данных тканях продук-
тов повторного включения 3Н-тирози-
на, освобождающегося в процессе мс-
'I' а бол и з м а д а л а р г и н а. ГI р а в о м о ч и ост ь 
данного предположения показал 
эксперимент, в котором при соблюде-
нии тех же условий одному животно-
му вводили 1251-даларгин. В отличие 
от 3Н-тирозина 1251-тирозин не спосо-
бен участвовать в биосинтезе пепти-
дов и белков и, следовательно, ра-
диоактивность после введения 1251-да-
ларгина может определяться лишь им 
с а м и м I (ли с го т и р оз и н с од е р ж а щ и м и 
фрагментами. Из табл. 3 с очевидно-
стью следует, что введение 1251-далар-
гина не вызвало аккумуляции радио-
активности ни в одном из исследуе-
мых органов. Более того, в селезенке 
от 4-й до 60-й минуты происходит 
3-кратное, а в печени -9-кратное 
снижение радиоактивности. Исходя из 
полученных данных, можно заклю-
чить, что через 1 ч после внутривен-
ного введения даларгина радиоактив-
ность тканей обусловлена наличием 
в них продуктов повторного включе-
ния меченного тритием тирозина. 

Показано, что даларгин ускоряет 
процессы регенерации в тканях [2, 7], 
что дол ж но сои ровожд аться а кти в а -
цией анаболических процессов, в том 
числе и процессов биосинтеза белков 
и пептидов. В связи с этим было не-
обходимо разрешить вопрос, является 
ли накопление 3 И - с од е р ж а щ и х п р о -
дуктов в селезенке и желудке отраже-
нием нормального процесса белково-
го обмена или оно вызвано введением 
препарата. 

С этой целью проводили косвенную 
оценку интенсивности процессов ути-
лизации экзогенного тирозина в от-
сутствие влияния даларгина па одном 

T а б л и ц а 3 

Распределение 1251-даларгина после внутривен-
ного введения 

Р а д и о а к т и в н о с т ь , C P М / 1 0 мг 

Орган 
ч е р е з 4 ми и ч е р е з GO мин 

Печень 940 1 10 
Селезенка 320 100 
Ж е л у д о к 250 230 
Двенадцатиперстная 

кишка 410 220 
Поджелудочная 

железа 430 90 
Кровь 880 250 

животном, вводя в оговоренных вы-
ше условиях 3Н-тирозин. Данные, 
приведенные в табл. 4, свидетельству-
ют, что сам 3Н-тирозин в дозе 
75 мкг/кг от 4-й до 60-й минуты 
после внутривенного введения не на-
капливается ни в одном из исследу-
емых органов. Таким образом, обна-
руженное в желудке и селезенке на-
ко п л е н и е 3 И - соде р ж а щи х п роду кто в 
ресиитеза является следствием вве-
дения даларгина. 

Сравнивая распределение радио-
активности через 1 и 60 мин после 
введения препарата, можно заклю-
чить, что наиболее активными «акцеп-
торами» даларгина и его метаболитов 
являются ткани почек, печени и лег-
кого; в то же время по количеству 
ресиитезированиых 3Н-содержащих 
продуктов к тканям почек и печени 
приближаются ткани желудка и се-
лезенки, что, по-видимому, обуслов-
лено даларгином. 

Метаболизм даларгина. Спектр 
3Н-содержащих метаболитов даларги-
на в крови и тканях изучали спустя 

T а б л и ц а 4 

Распределение радиоактивности по тканям кры-
сы после внутривенного введения 3Н-гирозина 

О р г а н 
Р а д и о а к т и в н о с т ь , D P M / 1 0 мг 

О р г а н 
ч е р е з 1 мин ч е р е з 60 мин 

k"' 
Почки 305 86 
Печень 71 25 
Легкое 130 61 
Кровь 50 7 
Селезенка 48 47 
Ж е л у д о к 35 36 
Мышца 25 12 
Мозг 14 10 
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Т а б л и ц а 4 Таблица 5 

Эффективность экстракции 3Н-фрагментов из 
тканей крысы (в %, Л4±/п) 

В р е м я д е к а п и т а ц и и после в в е д е н и я 

Т к а н ь 
3М - д а л а р г и н а 

Т к а н ь 
3М - д а л а р г и н а 

1 м и н 4 мин 60 мин 

Кровь 100 100 100 
Печень 79=1=9 55=1=10 17 ± 2 
Ж е л у д о к 93=Ь9 60=1=6 25=1=8 
Селезенка 90=Ы0 79=1=14 27=1=4 

1, 4 и 60 мин после его внутривенно-
го введения в тех же образцах, кото-
рые исследовали в предыдущем раз-
деле. Пробы тканей хранили, обра-
батывали и анализировали как опи-
сано выше. 

На стадии получения экстрактов 
контролировали полноту выхода из 
тканей 3Н-содержащих фрагментов. 
Средние значения этой величины по 
тканям печени, желудка, селезенки и 
крови приведены в табл. 5. Очевидно, 
что эффективность экстракции из тка-
ней через 1 ч после введения далар-
гина в 3—4 раза ниже, чем через 
1 мин. Этот факт является еще одним 
доказательством включения 3Н-тиро-
зина в крупные пептидные и белко-

вые молекулы, так как применяемая 
экстр акционна я смесь извлекает из 
тканей лишь короткие пептиды [8 | . 

На основании данных, приведенных 
выше, в качестве объектов для хро-
матографического исследования спект-
ра метаболитов были выбраны ткани 
желудка и селезенки из-за наиболее 
в ы р а жен ной а к к у м у л я ц и и р а д и о а к т и в -
ности, печени - как важнейшего ор-
гана, осуществляющего метаболизм, 
и кровь. 

Резул ьтаты хром а тогра фи чес кого 
разделения экстрактов представлены 
на рис. 1. Как видно на приведенных 
гистограммах, в экстрактах печени, 
желудка, селезенки и крови присут-
ствуют одни и те же тирозиисодержа-
щие фрагменты даларгина: N-конце-
вые пентапептид, гетра пептид, гри-
пептид и сам тирозин. 

На 1-й минуте после введения из 
всех определяемых нами тирозинсо-
держащих метаболитов преобладаю-
щим является тетрапептид; в крови и 
печени о л р еде л я юте я з н а ч и тел ь н ы е 
количества тирозина; достоверно де-
тектируются небольшие пики радио-
активности даларгина и пентапептида. 
Количество трипептида во всех тка-
нях незначительно. 

Мелудок 

50000 

30000 

10000 

30000 

10 20 Ю 20 10 20 10 20 

Рис. J. Р е з у л ь т а т ы хроматографиче-
ского разделения экстрактов крови 
и тканей крыс через 1 мин (а), 4 мин 
(б) и 60 мин (в) после внутривенно-
го введения 3 Н - д а л а р г и н а : гистограм-
мы радиоактивности минутных фрак-

ций. 
С т р е л к а м и отмечены времена выхода д а -
л а р г и н а и его т и р о з и н с о д е р ж а щ и х метабо-
литов: / — тирозин, 3— Tyr- I ) -Ala-Gly , 4 — 
T yr - D- Ala - G ly - P he , 5 — T y r - D - A l a - G l y - P h e -
Leu, в — д а л а р г и и . П о оси о р д и н а т — 
D P M / 5 мг; по оси абсцисс здесь и на 
рис. 2—6 — время (в мин) . 
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Через 4 мин после введения коли-
чество тетрапептида в крови и тканях 
снижается примерно в 3 раза при 
одновременном увеличении количества 
тирозина, что особенно выражено в 
печени. На гистограммах крови и пе-
чени заметно уменьшение количества 
даларгина и пентапентида. 

К 60-й минуте после введения в 
экстрактах крови, печени и селезенки 
достоверно определяется лишь тиро-
зин; возможное присутствие других 
3Н-метаболитов маскируется радио-
активным фоном хроматограммы. 
В экстрактах желудка в этот период 
тирозин не определяется, и максимум 
радиоактивности совпадает со време-
нем удерживания N -концевого не н -
тапептида. Возможно, данный пик 
радиоактивности составляют пептиды, 
с включенным 3Н-тирозином, име-
ющие близкие времена удерживания. 

Преимущественное образование те-
трапептида хорошо согласуется с дан-
ными, полученными нами ранее в 
опытах in vitro | 4 ] . Так, инкубируя 
даларгин (0,02—0,2 мг/мл) с цельной 
сывороткой крови человека (37°С, 
рН 7,38), мы наблюдали образование 
двух относительно стабильных в 
условиях опыта метаболитов: N - K O I - I -

цевых тетра- и пентапептидов. При 
снижении концентрации даларгина со-
отношении тетра- и пеитаметаболитов 
изменялось в пользу тетра-формы. 
Однако образования свободного ти-
розина не происходило. Аналогичные 
результаты, полученные с помощью 
метода Я MP для более высоких кон-
центраций даларгина (1,0 мг/мл) в 
сыворотке, приводятся в исследова-
нии Исаковой и соавт. [3]. 

Соотнесение дан н ых, п ол у чен и ых 
in vitro и in vivo, дает основание за-
ключить, что в образовании N-коп-
цевых тетра- и пеитаметаболитов 
участвуют растворимые ферменты 
сыворотки (плазмы), а гидролиз свя-
зи Tyr'-D-Ala2 осуществляет либо 
мсмбраиосвязаиная амииопептидаза 
форменных элементов крови или со-
судистой стенки, либо амииопептида-
зы в тканях органов. 

Отщепление Arg6 с образованием 
N-концевого пентапептида способен 
осуществить фермент, подобный кар-
боксипептидазе В (оптимум рН 7,5), 
выделенный из плазмы человека [19]. 

Представляется вероятным участие 
в метаболизме даларгина ангиотен-

^yr-D-Ala-Gly 

200000 

100000 

Tyr-D-Ala-Gl у- Pli в 

I 

Рис. 2. Хроматографическое разделение 50 мкл 
экстракта мочи крысы, собранной в течение 
2 ч после введения 3 Ы-даларгина: гистограмма 
радиоактивности минутных фракций элюата . 
С т р е л к а м и отмечены времена выхода 3 Ы-метаболитов . 

П о оси о р д и н а т — D P M . 

зинпревращающего фермента (АПФ). 
Этот фермент, выделенный из сыво-
ротки крови поросят, способен рас-
щеплять связь Gly3-Phe4 эикефалинов 
и участвовать в метаболизме других 
энкефалиноподобных пептидов. При-
менительно к нашим данным особен-
но интересна его дипептидилкарбок-
сипептидазная активность в отноше-
нии Ьеи-эикефалина-А^ 6 и Met-
энкефалииа-Arg6 , приводящая к обра-
зованию N-концевых тетрапептидов 
[ 13]. Структура даларгина, также 
являющегося А1^6-аналогом Ьеи-энке-
фалина, с одной стороны, и высокое 
содержание АПФ в крови, оптимум 
рН (7,25), близкий к физиологическо-
му значению рН крови, с другой, 
могут объяснить направленность ме-
таболизма даларгина в сторону обра-
зования тетрапептида. Этот же фер-
мент, возможно, осуществляет и 
дальнейший гидролиз в крови N-кон-
цевого пентапептида до трипептида 
Tyr-D-Ala-Gly. Образование N-кон-
цевого трипептида может происходить 
с участием эндопептидазы КФ.24.11-
«энкефалиназы» [17]. Не исключена 
также возможность участия мембра-
носвязанной эндопептидазы КФ 24.11, 
обращенной в сосудистое русло, в 
расщеплении связи Gly3-Phc4 далар-
гина с образованием N-концевого 
трипептида. 

Гидролиз связи Tyr !-D-Ala2 с вы-
свобождением свободного тирозина 
происходит под действием бестатии-
чувствительной аминопептидазы, про-
являющей подобную активность в от-
ношении эикефалинов [17]. 
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Рис. 3. Хроматограмма 50 мкл экстракта кро-
им с немсчснными внесенными пептидами для 

контроля времен удерживания. 
В р е м е н а у д е р ж и в а н и я с о с т а в л я ю т : 1 — д л я т и р о з и н а 
5,5 мин, 2 — д л я T y r - D - A l a - G l y 0,5 мни, 3 — д л я Туг-
D - A l a - G l y - P h e 15,4 мин, 4 — д л я T y r - D - A l a - G l y - P h e - L e u 
17,7 мин, 5 — д л я д а л а р г и н а 16,0 мин. У с л о в и я э л ю и -
р о в а и н я : р а с т в о р и т е л ь А — 5 % в о д н ы й р а с т в о р а ц е т о -
н и т р и л а с 0,1 % т р и ф т о р у к с у с и о й к и с л о т ы , р а с т в о р и -
т е л ь В — 9 5 % в о д н ы й р а с т в о р а ц е т о и и т р и л а с 0,1 % 
ТФУ, г р а д и е н т от 0 д о 15 % В в A -I- 13 :«а 10 мин, от 
15 д о 55 % В — за 10 мин, от 55 д о 100 % -I- В — за 

3 мин. 

Фармакокинетика даларгина. Фар-
макокинетику 3 Н - д а л арги н а из учал и, 
используя в качестве тест-ткани 
кровь. Как показано выше, в крови 
находится значительная часть введен-
н о и р а д и о а кт и в н ост и; с п е ктр м ет а б о -
литов в крови сооответствует таково-
му в исследованных тканях; и, нако-
нец, эффективность экстракции 
3Н-фрагмеитов из крови максимальна 
как через 1 мин, так и спустя I ч 
после введения препарата. 

Исследование проводили на 3 кры-
сах. Пробы крови отбирали непо-
средственно в экстракционную смесь 
через 0,25, 0,5, I, 1,5, 2, 3, 5, 10, 20 ,30 
40 и 60 мин после окончания введе-
ния. Общий объем отобранной за 
время опыта крови составил 2,4 млн. 
У одного животного пробы крови 
брали вплоть до 4 ч с интервалом 
между взятием последних проб 1 час. 
Одновременно через катетер в моче-
вом пузыре в течение первых 2 ч в 
пробирку с экстракционной смесью 

собирали мочу. Отбор проб крови и 
мочи сразу в экстракционную смесь 
(рН 1,0) позволял мгновенно оста-
навливать процессы ферментативного 
гидролиза в пробах и предотвратить 
бактериальное загрязнение образцов 
при храпении, способное исказить 
результаты анализа. По о к о н ч а н и и 
отбора проб определяли общую ра-
диоактивность в их аликвотах. Спектр 
метаболитов даларгина в моче и кро-
ви исследовали с номощыо В Э Ж Х 
(рис. 3). 

Общее количество выведенной с мо-
чой радиоактивности в течение 2 ч со-
ставило для 3 животных 0,2, 1,2 и 
2,1 % от введенного. На рис. 2 при-
в еден а ги стог р а м м а экстр а кт а обще й 
фракции мочи. Значительная доля 
(около 2 0 % ) радиоактивности мочи 
приходится на трипептид 3I~I-Tyr-D-
Ala-Gly, около 10% — на тетрапептид 
3H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe. Примерно 4 0 % 
р а д и о а к т и в и о с т и элюируется в сво-
бодном объеме колонки. 

На рис. 4 приведены кривые зави-
симости радиоактивности крови от 
времени после введения даларгина. 
Все 3 кривые имеют одинаковый ха-
рактер: на них выражен участок рез-
кого снижения радиоактивности в пер-
вые 2—3 мин и относительно мед-
ленного ее снижение в последующие 
30 мин. В интервале от I до 4 ч пос-
л е в в еде и и я р а д и о а кти в н о с т ь к р о в и 
б ыл a 11 ри м ер но оди и аковой. 

По результатам хроматографичс-
ского анализа образцов крови по-
ст р о е и ы к и нет и ч е с к и е кривые завис и -
мости логарифма концентрации да-
ларгина и каждого из 3Н-содержащих 
метаболитов от времени (рис. 5) . Ха-
рактер кривых показывает, что наи-
менее стабильными фрагментами в 
крови являются даларгин и пентапеп-

Рис. 4. Снижение радиоактивности крови у 3 
крыс после внутривенного введения даларгина 

в дозе 150 мкг/кг. 
З д е с ь и на рис. 5, 0 по осп о р д и н а т — I n С. 

80, 



Рис. 5. Кривые зависимости логарифма кон-
центрации ( D P M / 1 7 мкл) даларгина в крови 
и его тирозиисодсржащих фрагментов от вре-

мени. 
1 — тирозин, 2 — Tyr -D-Ala -Gly ; 3 — Tyr -D-Ala -Gly -

Phe , 4 — T y r - D - A l a - G l y - P h e - L e u ; 5 — д а л а р г и н . 

тид, характеризующиеся очень резким 
снижением концентраций в первую 
минуту после введения. Крутизна 
аналогичного участка кривой у те-
трапептида заметно меньше. Кинети-
ческие кривые трипептида и тирозина 
имеют максимум при 0,5 и 1,5 мин 
соответственно. 

Очевидно, что исчезновение иссле-
дуемых веществ из крови обусловлено 
2 основными процессами: фермента-
тивным гидролизом и проникновением 
в ткани с последующим рецепторным 
захватом. По данным, полученным в 
нашей лаборатории [5], наибольшей 
периферической опиоидной актив-
ностью обладают даларгин и пента-
пептид, активность тетрапептида зна-
чительно ниже. Три пептид Tyr-D-Ala-
Gly практически не проявляет опиоид-
ных свойств. Таким образом, рецеп-
торный захват наиболее интенсивен 
для даларгина и пентапептида, в 
меньшей степени — для тетрапептида 
и, по-видимому, не затрагивает три-
пептид. С другой стороны, в ряду 
даларгин — пентапептид — тетрапеп-
тид возрастает стабильность фрагмен-

Рис. 6. Кинетическая кривая даларгина при 
внутривенном введении в дозе 150 мкг/кг. 

Т а б л и ц а 4 Т а б л и ц а 5 
Параметры трехэкспоненциальной кривой* за-
висимости концентрации даларгина в крови 

от времени (внутривенное введение) 

Параметр *t 

С0 , нг/мл 
4648 
4862 
4580 

4697 

Vd, мл 
10,8 
10,3 
10,9 

10,7 

а , мин" 1 
I 1 ,76 
II ,04 
12,01 

11,6 

|3, м и н - 1 
1 ,34 
1 ,46 
1,25 

1,75 

у, м и н - 1 
0,050 
0 ,045 
0 ,040 

0 ,045 

Т . / . а - м и н 

0,060 
0 , 0 6 3 
0 ,058 

0 ,060 

ТXJ р, мин 
0 ,517 
0 ,475 
0 ,554 

0 ,515 

T V i Y , мин 
13,9 
15,4 
17,3 

15,5 

* С р = А - е - а ' * 1 

П р и м е ч а н и е . Приведены средние значе-
ния параметров из 3 определений. 

Vd = ^ ^ q , где Div — внутривенная до-

за даларгина. 

тов в присутствии растворимых фер-
ментов сыворотки [4]. Таким обра-
зом, скорость снижения концентрации 
даларгина и его N-концевых цента- и 
тетрапептидов в крови в первые I 
2 мин после введения препарата про-
порциональна их периферической опи-
оидной активности и скорости метабо-
лизма. 

Кинетическая кривая даларгина 
(рис. 6) хорошо описывается уравне-
нием с 3 экспонентами. Основные 
ф а р м а ко к и 11 ет и ч ее к и е ria р а м ет р ы да-
ларгина приведены в табл. 6. Велпчи-
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на объема распределения в нулевой 
момент времени — 10,7 мл — близка 
к объему плазмы крови (около 12 мл 
у крысы массой 300 г). На основании 
этого можно предположить, что да-
ла ргин не проникает в форменные 
элементы крови и не сорбируется на 
их мембранах. 

Действительно, соотнесение радио-
активности цельной крови, плазмы и 
отм ьггых форменных элементов (в 
основном эритроцитов) показало, что 
как на 4-й, так и на 60-й минутах 
после введения препарата радиоак-
тивность крови обусловливается ра-
диоактивностью плазмы (данные не 
приводятся). 

За время исследования — 30 мин -
концентрация препарата в крови 
снижается на 4 порядка (от 10~6 до 
IQ-io г ) Пики радиоактивности да-

ларгина на гистограммах образцов 
крови фазы элиминации лишь в 3— 
5 раз превышали фоновый уровень. 
В связи с этим было желательно 
подтвердить достоверность получен-
ных значений у и Ту2у. Радиоиммуно-
хи ми чески м методом, описанным в 
| 1 ] . было проведено исследование 
фармакокииетики даларгина в дозе 
5 мг внутривенно. В целом кинетиче-
ская кривая зависимости 1пС от Т 
для этой дозы также представляла 
трех экспоненциальную кривую, одна-
ко с более медленной (З-фазой: 
Р = 0,284 мин- ' , Т 1/8р = 2 , 4 4 мин, 
т = 3 , 5 2 мин. Рассчитанные средние 
значения константы скорости элими-
нации и времени полуэлиминации 
оказались очень близки приведенным 
в табл. 6: средние значения состав-
ляют для у 0,058 мин - 1 , для 
T»/eV 12,0 мин. Следует отметить, что, 
несмотря на катастрофически быстрое 
исчезновение даларгина из крови, его 
концентрации через 30 мин после 
введения все еще на порядок превы-
шают физиологические концентрации 
энкефалинов в плазме [9, 14]. 

Из полученных нами результатов и 
данных литературы [13, 15, 16, 18] 
следует, что у веществ пептидной при-
роды в живом организме времена дву-
кратного снижения концентраций 
очень малы: в рассмотрен-
ных случаях они не превышали 
5 мин. При фармакокинетических ис-
следованиях данного класса соедине-
ний это обстоятельство предъявляет 
жесткие требования к временам от-

бора первых проб, который должен 
начинаться уже иа 1-й минуте после 
введения. Интересно что, как и для 
даларгина, кинетическая зависимость 
логарифма ко и цен т рации от в р е м е и и 
для гормона роста имеет трехфазный 
характер и состоит из фаз быстрого 
и медленного распределения и фазы 
элиминации [18]. В исследовании 
Schiirmeyer [16] кинетические данные 
р ил из ии г - ф а ктора кор тикотр о п и и а 
апроксимированы двухэкспопенциаль-
мой кривой, однако довольно поздний 
отбор первой пробы (через 2 мин 
после в в еде 11 и я) поз воля ет пр едпо-
ложить наличие еще одной, первой и 
наиболее быстрой фазы, не зафикси-
р о в ани ой а втор а м и. Это замечание 
относится к исследованию и фармако-
кииетики (3-эндорфина [12, 15] и ме-
таболического клиренса Д Д М М Е 
[ п ] . 

С учетом сказанного представляет-
ся возможным поиск закономерностей 
процессов распределения и метаболиз-
ма экзогеино вводимых коротких пеп-
тидов — лекарственных средств. Од-
ним из подходов может явиться co-
OT н есе 11 и е ф а р м а ко к и нет и ч ее к и х ха-
рактеристик пептидов со скоростями 
их ферментативного гидролиза в кро-
ви и тканях, константы рецепторного 
связывания и степенью гидрофоб-
ности. 
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P H A R M A C O K I N E T I C S O F DALARGINE 
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bov, S. V. Zhukovsky, V. A. Tischenko, 

V. A. Vinogradov 

All-Union Cardiological Research Centre, Aca-
demy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Pharmacokine t i c s of a new an t iu lcerous 
drug , synthet ic opioid hexapept ide d a l a r g i n e 
(Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg) , which is an ana-
logue of Lue-encephalin, w a s s tudied in rats . 
Dis t r ibut ion and metabol i sm of 3 H-Tyr-da la r -
gine were examined a f te r i n t r avenous admini-
s t ra t ion at a dose of 150 m g / k g . Main Tyr-con-
t a in ing metabol i tes of da l a rg ine were detected 
and dynamics of their concen t ra t ions w a s eva-
luated in blood within 1 hr a f t e r admin i s t ra -
tion. Kinetic curve of da l a rg ine w a s described 
as three-exponent ia l funct ion . 
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О Б М Е Н В И Т А М И Н А D ПРИ Э К З О Г Е Н Н О М 
Г И П Е Р К О Р Т И Ц И З М Е У К Р Ы С 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Известно, что длительное примене-
ние глюкокортикоидных гормонов в 
клинике и эксперименте вызывает на-
рушение гомеостаза кальция и со-
стояния костной ткани [9—13, 18, 23]. 
В регуляции кальциевого обмена и 
ремоделировапия костной ткани су-
щественная роль принадлежит эндо-
кринной системе витамина D [3]. Од-
нако механизм действия глюкокорти-
коидов на метаболизм витамина D 
остается неясным. По данным одних 
авторов, у больных с синдромом Ку-
шинга концентрация 1,25-диоксихоле-
кальциферола [ 1,25 (OH) 2 D 3 ] в сыво-
ротке крови существенно не изменя-
лась [7]. В то же время кратковре-
менное введение г л юкокортикоидов 
здоровым людям приводит к увеличе-
нию циркулирующей концентрации 
1,25 (ОН) 2 [ 1 3 ] . Длительное вве-
д е и и е г л ю ко ко р т и ко и до в в ы з ы в а ет 
снижение уровня l ,25(OH) 2 D 3 в крови 
экспериментальных животных и боль-
ных, получающих глюкокортикоидную 
терапию [4, 13, 17, 21]. 

Согласно данным одним авторов, 
глюкокортикоиды не влияли на ско-
рость превращения 2 5 ( O H ) D 3 в 

l ,25(OH) 2 D 3 , а также на распределе-
ние этого метаболита в органах-мише-
нях у рахитичных крыс [6, 15]. В то 
же время у цыплят, получавших глю-
кокортикоиды в течение 7 дней, от-
мечалась стимуляция а кт и в н ост и 
la-гидроксилазы 25-оксивитамина D в 
почках [22]. В других исследованиях 
при кратковременном введении кор-
тикостероидных гормонов наблюда-
лось снижение продукции 1,25 (ОН )2 
D3 в почках и уменьшение связывания 
этого метаболита в слизистой тонкого 
кишечника [5]. Получены данные об 
ингибирующем действии глюкокорти-
коидо в н а конце нт рацию ре це пто ров 
l , 25 (OH) 2 D 3 В цитозоле костных 
клеток [19, 20]. 

В связи с противоречивостью дан-
ных литературы о влиянии глюкокор-
тикоидных гормонов на метаболизм 
витамина D целью настоящей работы 
явилось изучение синтеза l ,25(OH) 2 D 3 
и 24,25 (OH) 2 D 3 in vivo при экзоген-
ном гиперкортицизме у крыс. 

М е т о д и к а 

В эксперименте использовали крыс-самцов 
Вистар с исходной массой тела 2 0 0 ± 2 / 2 г, 

83, 



Т а б л и ц а 1 
; ,Н-метаболиты витамина D;{ в сыворотке крови, почках, печени, слизистой оболочке тонкого ки-
шечника и костях крыс, получающих гидрокортизон в течение 7 дней (в расп/мин на I мл или 1 г) 

Иссл едусм ы ii м а то р и ал Группа животных УН - 2 5 (OH) Da •4-1-24,25 (OH)j,D аН-1 ,25 (OH),Dn 

Сыворотка Контроль (5) 4091 ± 3 2 4 2 2 5 ± 2 9 404 ± 5 8 
Гидрокортизон (4) 4390 ± 3 1 8 262 ± 4 6 724 ± 1 1 2 

/ ;< ( ) , 03 
Почки Контроль (3) 1390zb92 1 2 6 ± 18 1 6 / ± 2 9 

Гидрокортизон (6) 1624±127 132±19 348 ± 5 7 
/ ;< ( ) , 001 

Печень Контроль (3) 1242±202 2 5 8 ± 3 1 143±29 
Гидрокортизон (3) 8 5 6 ± 9 9 2 1 4 ± 3 8 294 ± 7 8 

Слизистая оболочка Контроль (3) 
(3) 

762 ± 6 0 1 9 5 ± 2 8 364 ± 3 2 
тонкой кишки Гидрокортизон (3) 1323± 120 2 2 7 ± 2 1 717 ± 8 4 

р< 0 ,02 / ;< ( ) , 01 
Кости Контроль (3) 547 ± 2 2 1 4 ± 0 , 9 51 ± 13 

Гидрокортизон (3) 794-1-106 24 ± 5 400 ± 7 9 
/ ;<( ) , 05 / ? < 0,01 

П р и м е ч а н и е . Здесь [и в /габл. 2: р — достоверность различий с показателями группы 
контрольных животных; в скобках — количество животных. 

находившихся на рационе вивария. Подопыт-
ным животным ежедневно внутримышечно 
вводили гидрокортизон («Рихтер», В Н Р ) в 
дозе 2,5 мг на 100 г массы тела. Метаболизм 
25(011) D;{ исследовали на 7-й и 28-й дни 
эксперимента. С этой целыо животным за 
18 ч до забоя вводили внутрибрюшинио 
25-окси |26 (27) -метил- 3 Н|холекальциферол[ 3 Н-
25 (011) Оз | с удельной радиоактивностью 
22 К и / м м о л ь («Radiochemical Centre», « А т е г -
sham», Англия) в 0,3 мл смеси этанол-пропи-
ленгликоль (1 : 4) в дозе 1,25 мкКи на 100 г 
массы тела животного. Д л я исследования ис-
пользовали сыворотку крови, проксимальный 
отрезок кишки, почки, часть печени (1 г) и 
бедренные кости. 

Метаболиты витамина D3 экстрагировали, 
как описано ранее [1, 8|. Разделение 
2 5 ( О Н ) D 3 , l , 25 (OH) 2 D 3 И 24,25(ОМ)2D<4 осу-
ществляли методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии с использованием си-
стемы фирмы «Altex» 111. 

Содержание кальция и неорганического 
фосфора в сыворотке крови определяли по 
описанным ранее методикам |2, 16]. 

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

Введение гидрокортизона в течение 
7 дней не вызывало изменений кон-
центрации кальция в сыворотке кро-
ви (контроль — 10,6 ± 0 , 2 мг на 
100 мл, гидрокортизон 10 ,4±0 ,2мг 
на 100 мл) , несмотря на повышение 
концентрации неорганического фосфо-
ра (контроль — 9 ,7±0 ,5 мг на 
100 мл, гидрокортизон - 11,2 ± 0 , 6 мг 
на 100 мл). Введение гидрокортизона 
в течение 28 дней приводило к сни-
жению концентрации кальция и неор-
ганического фосфора в сыворотке кро-
ви (контроль — 9 ,8±0,1 и 9,4=1= 0,3 мг 

на 100 мл, гидрокортизон — 8 ,8±0 ,2 
и 7 ,6±0 ,5 мг на 100 мл соответствен-
но) . 

У крыс, получавших гидрокортизон 
в течений 7 дней, наблюдалось значи-
тельное увеличение включения метки 
из 3 H-25(OH)D 3 в l ,25(OH) 2 D 3 В сы-
воротке крови, почках, печени, сли-
зистой оболочке тонкого кишечника и 
особенно в костях (табл. 1). У жи-
в о т и ы х, п о л у ч а в ш и х г ид р о ко р т изо н, 
в печени отмечалось существенное 
снижение уровня меченого 25-оксиви-
тамина D3, что, очевидно, свидетель-
ствует об общем усилении метабо-
лизма витамина D3 в организме. 
В слизистой оболочке и костях крыс, 
получавших гидрокортизон, отмеча-
лась тенденция к накоплению мечено-
го 25 (OH)D 3 (см. табл. 1). Значи-
тельное усиление включения метки в 
1,25 (OH)2D3 В сыворотке крови, поч-
ках, слизистой оболочке тонкого ки-
шечника и костях на начальном эта-
пе развития экзогенного гиперкорти-
цизма может свидетельствовать о 
стимуляции синтеза этого метаболита 
в указанный период. 

Иной характер имеют изменения 
обмена витамина D3 при длительном 
введении гидрокортизона 28 дней). 
В этот период включение метки в 
l ? 25(OH) 2 D 3 в сыворотке крови до-
стоверно не отличается от такового в 
контроле, а в почках обнаруживает 
тенденцию к снижению (табл. 2) . 
В то же время включение метки в 
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'J' а б л и ц а 2 
3Н-метаболиты витамина D;t в сыворотке крови, почках, печени, слизистой оболочке тонкого 
кишечника и костях крыс, получающих гидрокортизон в течение 28 дней (в pacn/мин на 1 мл 

или I г) 

И с с л е д у е м ы й м а т с р и а л Г р у п п а ж и в о т н ы х 3 И - 2 5 (01-1) D 4 - 1 - 2 4 , 2 5 (OI-I)2D3 

1 
4-1-1,25 ( O H ) 2 D 8 

•Сыворотка Контроль (5) 7 0 0 2 ± 6 7 2 2 8 9 ± 2 4 1 1 6 ± 17 
Гидрокортизон (3) 4 8 5 1 ± 6 7 9 380 ± 2 0 152 ± 6 5 Гидрокортизон (3) 

/ ; < ( ) , 0 5 р< 0 ,02 
Почки Контроль (7) 1950 ± 2 3 8 101 ± 7 2 0 5 ± 4 5 

Гидрокортизон (4) 1900 ± 4 4 3 2 1 4 ± 2 3 1 1 5 ± 2 8 
/?<() ,002 

Печень Контроль (4) 1 8 5 5 ± 5 0 9 140 ± 4 8 9 6 ± 17 
Гидрокортизон (4) 17454=439 271 ± 6 4 4 7 ± 1 Гидрокортизон (4) 

/ ;< ( ) , 05 
Слизистая оболочка Контроль (4) 811 ± 3 7 1 3 6 ± 1 6 1 1 6 ± 18 

тонкой кишки Гидрокортизон (3) ) 0 9 0 ± 9 5 9 3 ± 18 6 8 ± 8 
/ ;< ( ) , 05 /?<() ,05 

Кости Контроль (4) 431 ± 5 9 4 5 ± 9 3 3 ± 8 
Гидрокортизон (2) 524 ± 2 2 1 7 ± 3 1 8 ± 5 

р< 0 ,05 

.24,25(OH)2D3 В почках и сыворотке 
крови возрастает почти в 2 раза, что 
может указывать на значительное 
усиление синтеза этого метаболита. 
Одновременно в слизистой оболочке 
тонкого кишечника и бедренных ко-
стях наблюдаются снижение концен-
трации меченых l ,25(OH) 2 D 3 и 
24,25(OH) 2D 3 , а также тенденция к 
накоплению меченого 25-оксивитами-
на D3. Это может указывать на умень-
шение связывания обоих этих метабо-
литов в органах-мишенях. 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют о фазовом действии 
глюкокортикоидов на обмен витами-
на D. 

На начальных этапах развития 
экзогенного гиперкортицизма (7 дней) 
н а б л юд а ется сти м у л я ц и я си нтез а 
1,25(011)2D3 . С нашей точки зрения, 
одной из причин стимуляции синтеза 
1,25(01T)2D3 и его накопления в орга-
нах-мишенях может являться гипер-
фосфатемия, наблюдаемая у живот-
ных через 7 дней после введения 
гидрокортизона. Можно полагать, что 
повышение концентрации неорганиче-
ского фосфора в сыворотке крови в 
этот период, связывая ионы кальция, 
п р и вод и т к с н и жен и ю кон цент р а ци и 
ионизированного кальция, что вызы-
вает повышение секреции паратгормо-
на и стимулирует образование 
1 ,25(0H) 2 D 3 В почках. Результатом 
этого является усиление всасывания 
кальция в тонком кишечнике и увели-
чение резорбции предобразованной 
костной ткани, что приводит к раз-

витию остеопороза. Таким образом, 
стимуляция синтеза l ,25(OH) 2 D 3 на 
начальных стадиях развития экзоген-
ного гиперкортицизма, очевидно, но-
сит патологический характер. С этой 
точкой зрения согласуется тот факт, 
что при кратковременном введении 
глюкокортикоидов у эксперименталь-
ных животных наблюдается развитие 
остеопороза [14]. 

Длительное введение гидрокортизо-
на (28 дней) приводит к торможению 
синтеза l ,25(OH) 2 D 3 в почках и сни-
жению связывания l ,25(OH) 2 D 3 и 
24,25 (ОН) 2 D 3 В СЛИЗИСТОЙ оболочке 
тонкого кишечника и костях. Инги-
бирование синтеза l ,25(OH) 2 D 3 в поч-
ках на поздней стадии развития экзо-
геиного гиперкортицизма приводит к 
снижению всасывания кальция в топ-
ком кишечнике. Гипокальциемия и 
гипофосфатемия, развивающиеся при 
длительном введении гидрокортизона, 
могут вызывать нарушение минерали-
зации заново образуемой кости. Сни-
жение связывания l ,25 (OH) 2 D 3 и 
24,25(ОН) 2 D 3 В КОСТНОЙ ткани в этот 
пер и од, 11 о-в ид и мо м у, с в идете л ьству ет 
об угнетении образования кости и 
р а з в ит и и о стео д и ст р о ф и и. И и г и б и р о -
вание метаболизма витамина D на 
поздней стадии развития экзогенного 
гиперкортицизма происходит, по-ви-
димому, без участия паратгормона, 
так как при экзогенном гиперкорти-
цизме, несмотря на торможение об-
разования l,25(OIT)2D3 , наблюдается 
гиперпаратиреоз [11, 18]. В то же 
время циркулирующая концентрация 

85 



l ,25(OH) 2 D 3 снижена при экзогенном 
гиперкортицизме, тогда как концен-
трация 24,25 (ОН) 2D3 В сыворотке 
крови при этом повышена [17]. Это 
указывает на уменьшение продукции 
1,25(011)2D3. Очевидно, чувствитель-
ность тканей-мишеней к паратгормону 
усиливается только на ранней стадии 
развития экзогенного гиперкортициз-
ма, тогда как на более поздних эта-
пах развития этой патологии, вероят-
но, наблюдается снижение такой чув-
ствительности. 

Полученные данные о разнонаправ-
ленном действии гидрокортизона на 
обмен витамина D в зависимости от 
сроков его введения указывают на 
цел ее оо б р а з н ость д и ф ф ере и ц и р о в а и -
но го подхода к коррекции нарушений 
фосфорио-кальциевого обмена и со-
стояния костной ткани на ранних и 
поздних стадиях развития экзогенного 
гиперкортицизма. 
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M E T A B O L I S M O F VITAMIN 1) IN E X O G E -
N O U S H Y P E R C O R T 1 C O I D I S M O F RATS 

N. A. Karatabanova, Yu. P. Arkhapchec.. /. N. 
Sergeev, V. B. Spirichev, L. F. Linberg 

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

Shor t - te rm admin is t ra t ion of hydrocor t i -
sone into ra t s (within 7 days) s t imula ted 
1,25 (OI I) оП;5 synthes is in kidney and led to 
accumula t ion of the metabol i te in blood serum, 
small in tes t inal mucose and bones. Af ter long-
term admin is t ra t ion of hydrocor t i sone within 
28 days synthes is of 1,2Г)(0Н20-3 w a s decreased 
in k i d n e y w h i l e (lie c u i i i e n l d !,:::»( I ) , 
w a s s imul taneous ly increased. Concent ra t ion 
of labelled 1,25(011) J ) , and 24,25(OI 1) Л3 was 
dis t inct ly decreased in small intest inal mucose 
and femur bones. 
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С У Б С Т Р А Т А Д Л Я Г А Л А К Т О Ц Е Р Е Б Р О З И Д Л З Ы 
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Г Д Р 

Болезнь Краббе, или глобоиднокле-
точная лейкодистрофия, относится к 
группе наследственных гликолипидо-
зов и развивается в результате недо-
статочности лизосомной галактоце-
р е б р оз и д - (3 - D - г а л а ктоз ид а зы 1 (КФ 
3.2.1.46) [1, 13]. 

Д л я к л и и и чес ко й к а р ти 11 ы з а бол е -
вания характерен ряд симптомов со 
стороны нервной системы, которые 
обычно проявляются через 3—6 мес 
после рождения ребенка, повышенная 
возбудимость, ригидность конечностей, 
умственная и двигательная недоста-
точность. Болезнь быстро прогрессиру-
ет и заканчивается смертью больных 
к 1 - 2 годам жизни в результате на-
рушений функции головного мозга. 
В последнее время описаны случаи и 
более поздних форм болезни [9]. Ма-
ка пливающийся при болезни Краббе 
галактоцереброзид обнаруживается в 
глобоидных клетках белого вещества 
головного мозга, для которого харак-
терна резкая демиелинизация, суще-
ственно превалирующая над накопле-
нием галактоцереброзида [1, 7, 13]. 
Болезнь Краббе является сравнитель-
но редким аутосомно-рецессивным за-
болеванием среди других видов глико-
липидозов. Со времени описания этой 
патологии датским педиатром К. Краб-
бе в 1916 г. описано около 100 боль-
ных [8]. 

Диагноз болезни Краббе основыва-
ется на клинических данных и (глав-
ным образом) на выявлении недоста-
точности галактоцереброзидазы в лей-
коцитах и фибробластах больных. В от-
личие от многих других гликозидаз 
д л я о п р еде л е н и я а кт и в и ости га л а кто -
цер е б р оз идазы не пригоди ы с интет и -
ческие хромогениые субстраты и флуо-
рогениые гликозиды типа п-нитрофе-
ипл- и 4-метилумбеллиферил-(3-0-га-
лактопиранозидов [7]. Эти соединения 

1 Д а л е е в тексте галактоцереброзидаза . 

я в л я ются су бстр а та м и д л я G м i - (3- D -
галактозидазы, недостаточность кото-
рой имеется при Омгганглиозидозе 
[ п . 

До недавнего времени для опреде-
ления активности галактоцереброзида-
д ы и с пол ьз овал и п р и р од и ы е су бет р а -
ты, меченные 3Н [14], хромогениый 
синтетический субстрат [6] и флюо-
ресцентно меченные аналоги природ-
ных субстратов [3, 5, 15]. Однако вы-
деление и модификация природных 
субстратов — дорогостоящий и трудо-
емкий процесс, что осложняет их при-
менение в биохимической диагностике 
болезни Краббе. 

Использование синтетического хромо-
генного субстрата гликолипидной при-
роды 2-гексадеканоиламино-4-нитрофе-
нил-р-Э-галактопиранозида (HNGal) 
ограничено его низкой чувствительно-
стью [4]. 

Ранее нами был предложен новый 
синтетический флуорогенный субстрат 
липидной природы для галактоцере-
брозидазы, б-гексадеканоиламиио-4-
метилумбеллиферил-р-О-галактопира-
нозид (ITMGal), позволяющий выяв-
лять недостаточность этого фермента 
при болезни Краббе [2]. 

В настоящей работе приведены ре-
зультаты клинико-биохимической диа-
гностики болезни Краббе у двух брать-
ев из Г Д Р с помощью указанного суб-
страта. 

М е т о д и к а 

В качестве ферментных препаратов для 
определения активности ряда лизосомных гид-
ролаз использовали гомогеиаты, полученные 
из культивируем ых кожных фибробластов об-
следуемых больных и здоровых допоров. 
Культуры фибробластов получали по методу 
[11, 12]. После промывания и с у б с и д и р о в а н и я 
клеток в физиологическом растворе их разру-
шали 3-кр атн ы м з а м о р а ж и в а л ием-оттайв а н ие м 
в системе сухой лед — ацетон и гомогенизиро-
вали. В гомогенате определяли активность сле-
дующих лизосомных ферментов: р-галактози-
дазы, р-гексозамипидазы, р-глюкозидазы и 
арилсульфатазы А по описанной ранее мето-
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Активность (в нмоль расщепленных субстратов на 1 мг белка в 1 ч при 37 С) ряда лизосомных 
гидролаз в фибробластах клинически здоровых доноров и больных людей 

И с т о ч н и к ф и б р о б л а с т о в 
Г а л а к т о ц е р е б -

р о з и д а з а 
(3 - Га л а к т о з и -

д а за 
$ - Г е к с о з а м и н и -

д а з а 
Р - Г л ю к о -

з н д а з а 
А р и л с у л ь -

ф а т а з а А 

Здоровые доноры (нор- 0,71 354 4110 313 287 
м а ) (0,5—1 ,44) (235—618) (1231 —8049) (122—483) (129—542) 

(п 17) (п 23) (п = 25) (п 22) (п 18) 
(1 ,4—3,2)* (400—1000)* — 

Ребенок Г. X. 0 , 1 5 345 1930 — 409 
0 ,17* 616* — — 

Ребенок Г. С. 0 , 1 3 304 2180 210 409 
0 ,15* 571* — — — 

Штамм ИМГ-953 0 ,14 — — — — 

П р и м е ч а н и е . Активность галактоцереброзидазы определяли по методу [2], используя 
в качестве субстрата HMGal, активность арилсульфатазы А — с помощью п-нитрокатехолсульфа-
та, звездочка — активность галактоцереброзидазы и |3-галактозидазы, при определении которых 
в Роттердаме использовали в качестве субстратов соответственно меченный галактоцереброзид 
и 4-МУФ-р-0-галактопираиозид. В скобках — пределы колебаний активности ферментов. 

дикс |16| . Активность галактоцереброзидазы 
определяли по методу [2 | с небольшими моди-
фикациями. Удельную активность исследуемых 
ферментов в ы р а ж а л и в наномолях расщеплен-
ных соответствующих флуорогеииых гликози-
дов на 1 мг белка в 1 ч при 37 а С. Белок 
определяли по методу Лоури и соавт. |10| , 
используя в качестве стандарта бычий сыво-
роточный альбумин. 

В работе использовали т а к ж е референсный 
штамм фибробластов кожи от человека с бо-
лезнью Краббе ( H u m a n Genetic M u t a n t Cell 
Repository, New Jersey, США) , полученный из 
Института медицинской генетики АМН С С С Р 
и условно обозначенный ИМГ-953. 

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

Р е б е н о к Г. X., родился 29.10.81. 
Родители не являются родственника-
ми. Д о 5 мес не было обнаружено при-
знаков заболевания. В дальнейшем от-
мечались повышенная возбудимость, 
ригидность конечностей, развились ум-
ственная и двигательная недостаточ-
ность, повышенные сухожильные реф-
лексы, судороги. Внутренние органы 
без особых изменений. Смерть больно-
го последовала в возрасте 1 года 
9 мес. Аутопсийный материал органов 
оказался недоступен для исследова-
ния. 

Р е б е н о к Г. С., родился 21.11.82. 
Развитие протекало без видимых от-
клонений до 3 мес. В возрасте 5 мес 
появились тремор конечностей, судо-
роги, затруднение глотания, мышечная 
гипертензия, крик без видимых при-
чин. Позднее развилась умственная и 
двигательная недостаточность. Внут-
ренние органы без существенных из-
менений. 

Данные об активности лизосомных 
гидролаз в фибробластах здоровых 
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людей и больных представлены в таб-
лице. Как видно из таблицы, из 5 ис-
следованных ферментов существенное 
снижение активности в фибробластах 
больных характерно только для галак-
тоцереброзидазы. Примерно такая ж е 
активность галактоцереброзидазы на-
блюдается и в случае референсиого 
ш т а м м а ф и б р о б л а сто в (ИМГ-953) от 
пациента с болезнью Краббе. Актив-
ность GMi-P-галактозидазы ((3-галак-
тозидаза) у обоих больных о к а з а л а с ь 
в пределах нормы, что позволяет ис-
ключить G in I i-гангл и оз и доз. 

Нормальная общая активность гек-
созамииидазы, р-глюкозидазы и арил-
сульфатазы в фибробластах больших 
позволила исключить наличие у обоих 
больных таких гликолипидозов, как 
бол ез н ь 3 а н д гоф ф а (G мг-га 11 г л поз и -
доз, вариант 0) , болезнь Гоше и мета-
хроматическая лейкодистрофия | 1 ] . 

Активность галактоцереброзидазы в 
фибробластах больных исследовали 
т а к ж е с помощью меченного по галак-
тозе церамидгалактозида в отделе кле-
точной биологии п генетики Роттер-
дамского у н и ве р с и тет а (IT и д е р л а н д ы) 
доктором О. Г1. Ван Диггелен. Актив-
ность фермента по природному суб-
страту т а к ж е оказалась существенно 
ниже нормы (см. таблицу) , в то вре-
мя как активность р-галактозидазы по 
соответствующему 4 - М У Ф - р - г а л а к т о -
зиду была в пределах нормы. 

Полученные данные позволяют сде-
лать вывод о том, что у обоих боль-
пых братьев имелась болезнь Краббе, 
клиник о-биох им ическ а я д и а гнос тика 
которой впервые была проведена в 
Г Д Р . 



Работа проведена в рамках догово-
ра о научном сотрудничестве между 
СССР и ГДР. 
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I D E N T I F I C A T I O N O F K R A B B E ' S D I S E A S E 
IN TWO B R O T H E R S F R O M GDR U S I N G A 
NEW F L U O R O G E N I C S U B S T R A T E FOR GA-

L A C T O C E R E B R O S 1 D A S E 

G. Ya. Wiederschain, M. Zschiesche, G. Seidlilz 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemist ry , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Moscow, Ins t i tu te of Medical Genetics, Erns t -

Mor i t z -Arnd t Univers i ty , Grei fsvald , GDR 

Activity of several lysosomal hydro lases 
was s tudied in skin f ibroblas ts obta ined f rom 
two bro thers l iving in GDR. Both pa t ien ts exhi-
bited dis t inct clinical symptoms of severe neu-
rovisceral disease. Ana lys i s of the lysosomal 
enzymes act ivi ty enabled to exclude possible 
occurrence in the pa t i en t s of such glycolipido-
ses as Gaucher ' s disease, S a n d h o f f ' s disease, 
GM| -gang l ios idos i s and metachromat ic leukody-
strophy. A new f luorogenic ga lac tos ide of lipid 
n a t u r e 6-hexadecanoylamine-4-hethylumbel l iphe-
ryl-(3-D-galactoside used as a subs t ra te of ga-
lactocerebrosidase enabled to detect in the pa-
t ients dist inct decrease in this enzymat ic acti-
vity and to d iagnose Krabb ' s disease. Biochemi-
cal d iagnos i s of Krabbe ' s disease us ing the 
f luorogenic subs t ra te w a s also conf i rmed by 
ana lys i s with labelled ga lac tocercbros ide as a 
subs t ra te . 

У Д К (>t(>.011-002-07:616.633.1:577.152.344.042.2]-074 

'/'. С. Пасхина, Л. В. Платонова, Л. Р. Полянцева 

И Н Г И Б И Т О Р Т Р И П С И Н А М О Ч И У в о л ь н ы х 
ГЛ О М Е Р У Л О Н Е Ф Р И Т О М 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, лаборатория нефрологии 
I М М И им. И. М. Сеченова 

В последние годы интенсивно изуча-
ются свойства, структура и фуик-
д и п к и с л отост а б и л ь и ы х и и г и б и то р о в 
(КСИ) протеиназ, присутствующих в 
плазме крови и моче человека и мле-
копитающих [4, 5, 7, 13, 191. Эти ин-
гибиторы протеиназ образуются из вы-
сокомолекулярного лабильного пред-
шественника — интер-сх-ингибитора 
трипсина (ИТ, Мг 180 000) при его ог-
раниченном п р отеол изе трипси но п о-
добными протеииазами [19] плазмы и 
клеток крови и некоторых тканей [11, 
19]. Активные фрагменты ИТ, сохра-

няющие его N-коицевую аминокислот-
ную последовательность, имеют М,- от 
23 000 до 44 000 [19]; они приобрета-
ют сравнительно со своим предшест-
венником, т. е. с ИТ, новое свойство-
сохранять а и т ипр оте аз и ую активность 
после прогревания в кислой среде. 

Детально изучены физико-химиче-
ские свойства и аитипротеазное дейст-
вие КСИ по отношению к трипсину, 
химотрипсину, эластазе граиулоцитов 
и другим протеиназам [3, 6, 10, 14]. 
Менее изучены биологические функции 
этих ингибиторов, а также фермент-
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ные системы, ответственные за обра-
зование КС И из ИТ в норме и при па-
тологии. 

Антитриптическая активность мочи 
здорового человека почти исключи-
тельно определяется присутствием 
КСИ (ИТМ) [18]. Значительное по-
вышение содержания КСИ в моче и 
плазме крови наблюдается при бере-
менности, а также при некоторых па-
тологических состояниях: диссемини-
рованной форме рака, септических со-
стояниях, болезнях почек [12, 17, 18, 
20]. Предполагается, что почки явля-
ются главным органом, в котором про-
исходит фрагментация ИТ с образо-
ванием ИТМ [16]. 

Ранее нами было показано, что у 
больных нефритом различного проис-
хождения, осложненного неф рот и че-
ским синдромом, значительно увеличе-
на концентрация ИТМ в моче [7]. 
С целью дальнейшего развития этих 
исследований мы изучали взаимосвязь 
между тяжестью патологического про-
цесса в почках (от латентной формы 
до нефротической) при хроническом 
гломерулоиефрите (ХГН), в том числе 
при переходе в стадию хронической 
почечной недостаточности (ХПН), и 
концентрацией ИТМ в моче. 

М е т о д и к а 
Использовали препарат трипсина фирмы 

«Scrva» ( Ф Р Г ) , этиловый эфир Ы-бензоил-Г-
аргииииа (БАЭЭ) фирмы «Koch-Light» (Ан-
глия) , агарозу и кумасси ярко-сииий R-250 
фирмы «Sigma» (США). 

Высокоочищенные препараты И Т М с М г 
32 ООО и 22 ООО, использованные в качестве 
стандартов, были получены ранее, как описано 
в работе [5]. 

Моноспецифическая аитисыворотка к ИТМ 
была получена от кроликов, иммунизирован-
ных суммарным (не разделенным па изофор-
мы) препаратом ИТМ по схеме, описанной в 
работе [5|; 1 мл анти-ИТМ-сыворотки содержит 
743 мкг антител, зона эквивалентности соответ-
ствует связыванию 99 мкг И Т М 1 мл апти-
сы воротки. 

Концентрацию ИТМ и кислотостабильную 
антитриптическую активность (КСИ-АТА) оп-
ределяли в белковых осадках из первой утрен-
ней порции мочи 13 здоровых лиц и 50 боль-
пых ХГН (у 43 — первичный Х Г Н и у 7 — Х Г Н 
при системных заболеваниях) . Больные 
(41 мужчина и 9 женщин) были в возрасте от 
17 до 69 лет. По клинической картине заболе-
вания они были разделены на 2 основные груп-
пы: 1-я (23 б о л ь н ы х ) — с латентной формой 
ХГН и 2-я (20 б о л ь н ы х ) — с нефротической 
формой ХГН. Латентный нефрит характеризо-
вался отсутствием у больных отеков, нормаль-
ным содержанием белка и холестерина в сы-
воротке крови; основные проявления заболева-
ния выражались изменением состава мочи: 

умеренная протеинурия (0,05—3,0 г/с) , в пробе 
Нечипоренко лейкоцитурия 250 -17 500 в 1 мм* 
и микрогематурия 250—28 000 в 1 мм3, гиало-
выс цилиндры. 

При нефротической форме Х Г Н у всех боль-
ных были отеки, массивная протеинурия (3,6— 
25,0 г /с) , гипоальбуминсмия (2,8—1,1 г % ) , ги-
попротеипсмия (5,8 - 3,6 г % ) , гипсрхолестери-
пемия (315—600 м г % ) . 

Клинические и лабораторные показатели у 
больных Х Г Н при системных заболеваниях с 
нефротическим синдромом соответствовали 
уровню их у больных с первичным ХГН нефро-
тической формы. 

В к а ж д о й группе было выделено 2 подгруп-
пы больных: 1-я — с нормальной (64— 
131 мл/мни) и 2-я — с пониженной величиной 
клубочковой фильтрации ( 4 7 — 1 0 мл/мин) . 

Концентрацию И Т М и КСИ-АТА определя-
ли не в нативной моче, а в белковых осадках , 
полученных при добавлении к порции утрен-
ней мочи (10—100 мл) 2 объемов ацетона, ох-
лажденного до 4°С; раствор выдерживали I ч 
при 4 °С для формирования белкового осадка , 
после чего центрифугированием при 2000 об/мин 
в течение 10 мин отделяли осадок. Получен-
ные белковые осадки растворяли в минималь-
ном объеме дистиллированной воды, диализо-
вали против дистиллированной воды в течение 
ночи при 4 ° С и лиофилизировали. Содержание 
белка в осадках колебалось от 40 до 90 % (на 
сухую массу) . 

Белок в белковых осадках определяли ме-
тодом Лоури и соавт. [15]. 

Антигенное содержание ИТМ в белковых 
осадках мочи определяли 2 методами. В тех 
случаях, когда использовали метод двойного 
иммупоэлектрофореза [8], электрофорез в пер-
вом направлении проводили на пластинах (5Х 
Х 5 см), покрытых слоем 1 % агарозы толщи-
ной 1,5 мм; в лунки, находящиеся на расстоя-
нии 0,5 см от края пластины и 0,8 см друг от 
друга, вносили 2,5 мкл (10—70 мкг белка) рас-
твора белкового осадка в 0,01 М трис-барби-
турогзом буфере рН 8,6. Электрофорез прово-
дили при 4 °С при напряжении 10 13/смт силе 
тока 8—10 мА в течение 15 мин в 0,18 М трис-
барбитуровом буфере р Н 8,6. Электрофорез во 
втором направлении проводили на пластинах 
( 4 x 5 см), покрытых 1 % агарозой, содержа-
щей 4,7 % анти-ИТМ-сыворотки, при напряже-
нии 10 В/см и силе тока 20 мА при 4 ° С в те-
чение 4 ч. После прокрашивания белковых пре-
ципитатов в гелях кумасси ярко-синим R-250 
и отмывания фона красителя вычисляли пло-
щади пиков, соответствующие молекулярным 
формам ИТМ с Mr 32 000 и 22 000, как произ-
ведение высоты преципитата на его ширину, 
измеренную па половине высоты пика. 

Калибровочные графики зависимости пло-
щадей пиков преципитатов, полученных при 
двойном иммуноэлектрофорезе , высокоочищен-
ных изоформ ИТМ с Mr 32 000 и 22 000 от ко-
личества соответствующей формы ИТМ (от 
0,05 до 0,2 мкг с М,- 32 000 и от 0,2 до 1,0 мкг 
с М,- 22 000) использовали для определения 
содержания молекулярных форм И Т М в об-
разцах белковых осадков мочи. 

Метод ракетного иммупоэлектрофореза [8] 
использовали д л я определения содержания 
ИТМ в белковых осадках мочи 5 человек. 
Электрофорез проводили на пластинах (5Х 
Х 5 см), покрытых слоем (1,5 мм) 1 % агаро-
зы, содержащей 4,7 % анти-ИТМ-сыворотки» 
при 4 ° С в течение 4 ч при напряжении 10 В/см 
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Т а б л и ц а 4 Таблица 5 

Кои центрация ИТМ и КСИ-ATA ( М ± т ) в моче здоровых лиц и больных с различными клини-
ческими формами ХГН 

Г р у п п а обе л е д о и а иных 
Ч иело 

о б е л е д о -
ванных 

И Т М , м к г / м л К С И - A T A , И Е / м л 
Л е й к о ц и т у р и я . 
число л е й к о ц и -

тов в 1 мм3 

1-я — Х Г Н латентной формы 23 3 , 0 5 ± 1 , 1 3 0 , 2 6 ± 0 , 13 2526 ± 2 1 3 8 
2-я — ХГН нефротической фор-

мы 20 26 ,17±Ь7,55 1 , 3 7 ± 0 , 3 5 4 3 0 7 ± 2 2 0 8 
3-я — ХГН при системных за-

болеваниях 7 0 ,29*; 7,04*'"; 0 ,02*; 0 ,72**; 2500; 1750; 
3 ,57* ; 2 ,63* 0 ,18*; 0 ,44*; 2000; 3500; 
1,15*;13,41**; 0 ,74**; 0 ,27*; 4500 
6 ,69** 1,20** 

4-я — здоровые 13 1 ,05ч=0,15 0 , 1 2 ± 0 , 0 4 500—1000 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка — латентная форма системного ХГН, две звездочки — 
нсфротическая форма системного Х Г Н . 

и силе тока 20 мЛ в 0,18 М трис-барбитуровом 
буфере рН 8,6. Вычисление площадей иммуно-
преципитатов и построение калибровочных гра-
фиков зависимости величин площадей пре-
ципитатов, соответствующих формам с М г 
32 000 и 22 000, от количества ИТМ проводили, 
как описано выше для метода двойного имму-
ноэлектрофореза. 

АТА ИТМ белковых осадков мочи (КСИ-
АТА) измеряли спектрофотометрически, как 
описано в работе [2], по торможению БАЭЭ-
эстеразной активности трипсина растворами 
белковых осадков мочи. Осадки растворяли в 
0,1 М ацетатном буфере рН 4,0 и прогревали в 
течение 50 мин при 80 °С. КСИ-ATA в ы р а ж а л и 
в условных ипгибиторпых единицах в 1 мл мо-
чи ( И Е / м л ) , принимая за I И Е такое количест-
во ИТМ, которое тормозит расщепление 
1 ммоль БАЭЭ трипсином за 1 мин при стан-
дартных условиях. 

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

В табл. 1 приведены данные о со-
держании ИТМ и КСИ-ATA в утрен-
ней моче 50 больных ХГН различной 
выраженности (латентная и нефроти-
ческая формы) в сравнении с этими 
показателями у 13 здоровых лиц. Оп-
ределение этих двух показателей по-
зволило оценить не только общие ве-
личины экскреции ИТМ в соответст-
вии с его антигенным содержанием в 
утренней моче, но и количество сво-
бодного, некомплексированного с про-
теиназами ИТМ в динамике развития 
патологического процесса в почках. 

Проведенные нами исследования по-
казывают, что в 1 мл утренней мочи 
здорового человека содержится около 
1 мкг ИТМ, что близко к данным 
Узуи и соавт. [21], которые, используя 
радиоиммунологический метод, опре-
делили в суточной моче доноров кон-
центрацию ИТМ в пределах 0,5— 
1,0 мкг/мл. 

Как видно из табл. 1, развитие па-
тологического процесса в почках со-
провождается повышением концентра-
ции ИТМ в моче и ее КСИ-ATA. При 
латентной форме ХГН оба показателя 
возрастают в сравнении с нормой в 3 
и 2,3 раза соответственно ( р < 0 , 0 1 ) ; 
при нефротической форме ХГН резко 
увеличена экскреция ИТМ: концентра-
ция ИТМ увеличивается в 26 раз (р< 
< 0 , 0 0 1 ) , а КСИ-АТА — в 10—12 раз 
по сравнению с нормой и в 8,5 и 5 раз 
по сравнению с латентной формой 
ХГН. Вероятно, переход от латентной 
формы ХГН к нефротической пред-
ставляет собой качественно и количе-
ственно новый этап в механизме обра-
зования ИТМ из ИТ, обусловленный 
развитием иммунного воспаления в 
почках. 

Повышение концентрации ИТМ (от 
2 до 13 раз) по сравнению с нормой 
выявлено также у больных с нефроти-
ческой формой ХГ1Т при системных 
заболеваниях (на почве бактериально-
го эндокардита, туберкулеза, амилои-
доза, системной красной волчанки 
и др.) . 

Резкое возрастание концентрации 
ИТМ в моче больных с латентной и 
особенно с нефротической формами 
ХГН может быть обусловлено рядом 
п р и ч и н: активным о с в о б о ж д е н и е м 
ИТМ из ИТ в плазме крови под влия-
нием ее протеолитических ферментов 
(например, калликреина плазмы кро-
ви) с последующей его фильтрацией 
через клубочковые капилляры в мочу, 
а также ускорением локального вну-
трипочечного протеолиза. В последнем 
случае вероятна преимущественная 
роль протеиназ клеточного происхож-
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Т а б л и ц а 4 Таблица 5 

Содержание ИТМ и КСИ-АТА и моче больных ХГН в зависимости от функционального состояния 
почек ( Л 4 ± т ) 

Д и а г н о з 
Ч и ело 

о б с л е д о -
на иных 

К л у б о ч к о в а я 
ф и л ь т р а ц и я , 

м л / м и н 
ИТМ, м к г / м л 

К С И - А Т А . 
И Е / м л 

Б е л о к , 
м г / м л 

Л е й к о ц и т у -
рия , ч и с л о 
л е й к о ц и т о н 

в 1 мм3 

Латентная форма ХГН: 
нормальная фуик-

2 5 5 3 ± 9 7 4 ция почек 17 94 ± 6 1 , 3 3 ± 0 , 2 7 0 , 1 2 ± 0 , 0 3 0 , 7 5 ± 0 , 2 2 2 5 5 3 ± 9 7 4 
(69—154) 

1 , 3 3 ± 0 , 2 7 

> 0 , 0 5 Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
сниженная функ-
ция почек 

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

(11,5—50) 
4 , 7 7 ± 1 , 2 4 

Нефротическая фор-
(11,5—50) 

ма ХГН: 
нормальная фупк-

4764±2391 ция почек 9 8 6 ± 5 2 0 , 5 9 ± 2 , 6 8 1,38 ± 0 , 2 0 1 2 , 8 9 ± 1 , 9 1 4764±2391 
(64—131) 

2 0 , 5 9 ± 2 , 6 8 

> 0 , 0 5 > 0 , 0 5 Р < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
стадия ХПН 11 30 ± 4 3 1 , 7 4 ± 7 , 3 8 1 , 3 6 ± 0 , 2 6 1 0 , 5 8 ± 1 , 8 0 3850 ± 5 5 3 

(10,4 47) 

дения (и в первую очередь таких, как 
м о и о ц и то в, м а к р о ф а го в, ту ч и ы х кле-
ток) . 

Учитывая высказываемые в литера-
туре мнения о роли протеиназ нейтро-
филов (преимущественно эластазы) в 
механизме образования ИТМ из ИТ 
[11], мы сопоставили уровни ИТМ и 
КСИ-АТА в моче с показателями лей-
коциту рии у обследованных 1-й и 2-й 
групп. Как видно из табл. 1, отсутст-
вует прямая зависимость между уров-
нем ИТМ и КСИ-АТА в моче и лейко-
цитурией. Так, при переходе от ла-
тентной формы ХГН к нефротической 
лейкоцитурия повышается в 1,7 раза, 
в то время как уровень ИТМ и КСИ-
АТА достоверно (р<С0,001) увеличи-
ваются в 8,5 и 5,3 раза соответствен-
но (см. табл. 1). Эти факты делают 
гипотезу о важной роли протеиназ ней-
трофилов в механизме образования 
ИТМ из ИТ при ХГН маловероятной. 

С целью установления взаимосвязи 
между функциональным состоянием 
почек (т. е. стадией заболевания) и 
количеством экскретируемого с мочой 
ИТМ мы систематизировали получен-
ные нами данные о концентрации ИТМ 
и КСИ-АТА в соответствии с ве-
л и ч и н а м и к л у б о ч к о в о й ф и л ь т р а ц и и 
(табл. 2). Подобное выражение полу-
ченных данных оказалось чрезвычай-
но информативным. 

Как видно из табл. 2, величины кон-
центрации ИТМ и КСИ-АТА оказа-
лись достоверно ( р < 0 , 0 0 1 ) зависимы-

ми в группе больных латентной фор-
мой ХГН от функции почек, о которой 
судили по величине клубочковойфиль-
трации. Так, при нормальной функции 
почек величины экскреции ИТМ и 
КСИ-АТА соответствовали норме (см. 
табл. 1); наряду с этим у больных 
ХГН латентной формы со сниженной 
функцией почек в отличие от здоро-
вых лиц, а также от больных этой фор-
мой ХГН с нормальной функцией по-
чек отмечено достоверное (/;<(),001) 
возрастание этих величин в 3,5 и 3,2 
раза соответственно. Таким образом, 
увеличение экскреции ИТМ с мочой 
оказалось независимым от уровня про-
теинурии и лейкоцитурии (см.табл. 2) . 

У больных с нефротической формой 
ХГН (см. табл. 2) переход болезни в 
стадию почечной недостаточности ха-
рактеризуется тенденцией к дальней-
шему прогрессирующему увеличению 
концентрации ИТМ в моче от 20,0 до 
31,7 мкг/мл. У некоторых тяжелоболь-
ных с нефротической формой ХГН на 
стадии ХПН величина клубочко-
вой фильтрации была снижена до 
10 мл/мин, а концентрация ИТМ в мо-
че составляла 60,2 мкг/мл, что превы-
шало норму в 57,3 раза. 

Различия в концентрации ИТМ в 
моче в подгруппах больных с латент-
ной и нефротической формами ХГН в 
зависимости от величины клубочковой 
ф и льтр а ци и отмечал и п р и отсутств и и 
д о с т о в е р и ы х (р > 0,0 5) различи й в 
уров 11 е пр отеинурии и лей коциту р и и 
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внутри каждой группы (1-й и 2-й) 
больных ХГН (см. табл. 2). Не выяв-
лены изменения в КСИ-ЛТА при пере-
ходе нефротической формы ХГН в 
стадию ХПН, по-видимому, вследствие 
усиленного комплексообразоваиия 
ИТМ с протеин азам и. 

Таким образом, данные табл. 2 сви-
детельствуют, что повышение концен-
тра ци и ИТМ в моче при развитии по-
чечной недостаточности не обусловле-
но протеинурией и лейкоцитурией. Ма-
ловероятен также механизм внутри-
плазменного образования ИТМ из ИТ 
и его усиленной фильтрации через клу-
бочки почек в мочу при ХГН, так как 
клубочковая фильтрация при ХПН су-
щественно снижается, а концентрация 
ИТМ продолжает возрастать. 

Можно предположить, что значи-
тельное увеличение концентрации 
ИТМ в моче при прогрессировании 
ХГН и усилении выраженности иммун-
ного воспаления в почках обусловлено 
интенсивным протеолизом ИТ фермен-
тами клеток (моноциты, макрофаги, 
тучные клетки), которым в настоящее 
время придают ведущее значение в 
патогенезе гломерулонефрита [9]. 

Д а л ь н е й ш и й рост кон це и т р а ц и и 
ИТМ в моче больных ХПН (макси-
мально до 30—60 мкг/мл) может быть 
обусловлен присутствием в почках ак-
тивного плазмина [1], роль которого 
в протеолизе ИТ и образовании КСИ 
протеиназ отмечали ранее [11]. На-
ряду с этим мы придаем важное зна-
чение протеипазам клеток, участвую-
щих в образовании соединительной 
ткани (фибробласты, тучные клетки, 
г и ст и о ц и ты) на ста д и и с м о р щей пой 
почки. 

В литературе активно обсуждается 
вопрос о величине молекулярной мас-
сы ИТМ, освобождающегося в мочу 
при ограниченном протеолизе ИТ. Ра-
нее в суточной моче здоровых лиц и 
больных иефропатиями были обнару-
жены 2 формы ИТМ с Мг 32 000 и 
22 000 [7]. Мы выявили в утренней 
моче здоровых лиц и больных с ла-
тентной и нефротической формами 
ХГН только одну форму ИТМ (рис. 1, 
см. вклейку), молекулярная масса ко-
торой в соответствии с ранее прове-
денным и исследовa 11 ия м и с и сп ользо-
ванием электрофореза в полиакрила-
мидном геле в присутствии додецил-
сульфата натрия равна 32 000 D [7 | . 
Форма с Мг 22 000 представляет собой 

'Г а б л и ц а 3 

Содержание ИТМ к моче донора и больных ХГН 
(в мкг/мл), определенное методами двойного 

и ракетного иммуноэлектрофорезов 

Ракетный Дпой пой 
Д и а г н о з И М М у 11 о -

электро-
11 м м у 11 о -
электро-

фор сз форез 

Донор А. 0 , 6 3 0 , 8 1 
Больной Л . (ХГН, ла-

тентная форма, нормаль-
ная функция почек) 0 , 9 1 1 , 1 0 

Больной Д . ( Х Г Н , ла-
тентная форма, снижен-
ная функция почек) 7 , 2 3 6 , 1 4 

Больной К- (ХГН, неф-
ротическая форма, нор-
мальная функция ночек) 1 9 , 9 1 2 0 , 2 3 

Больной М. (ХГН, иеф-
ротическая форма, ста-
дия ХПН) 5 5 , 1 7 5 2 , 4 8 

продукт протеолиза высокомолеку-
лярной формы ИТМ протеиназами мо-
чи во время ее сбора в течение суток. 
Это было подтверждено нашими ис-
следованиями по идентификации моле-
кулярных форм ИТМ в утренней мо-
че больных иефропатиями, хранившей-
ся при комнатной температуре в тече-
ние 1 сут (рис. 2, см. вклейку). Пре-
вращение формы ИТМ с Мг 32 000 в 
форму с М,- 22 000 не было выявлено 
нами в моче здоровых лиц при тех же 
условиях. 

Учитывая возможность использова-
ния метода количественного определе-
ния антигенного содержания ИТМ в 
моче в диагностических целях при 
ранних формах ХПН, мы попытались 
упростить методику и заменить тру-
доемкий метод двойного иммуиоэлек-
трофореза сравнительно простым ме-
тодом ракетного иммуноэлектрофоре-
за (рис. 3, см. вклейку). Эта замена 
стала возможной в связи с установле-
нием факта наличия одной формы 
ИТМ с Мг 32 000 в моче здоровых лиц 
и больных ХГН. Обоснованность за-
мены двойного пммупоэлектрофореза 
ракетным подтверждают данные 
табл. 3. Применение метода ракетного 
иммуноэлектрофореза предоставляет 
реальную возможность определения 
концентрации ИТМ в моче как одного 
из показателей дифференциальной 
диагностики формы и стадии ХГН. 

Установленный в данной работе 
факт значительного повышения кон-
центрации ИТМ в моче, зависимого от 
клинической формы заболевания (тя-

9 3 



жести ХГН) и функционального со-
стояния почек, может быть использо-
ван для выявления ранних стадий про-
грессирования ХГН и развития почеч-
ной недостаточности. 

Авторы выражают благодарность 
О. Г.Оглоблиной ( В К Н Ц АМН СССР) 
за предоставление высокоочищениого 
препарата ИТМ из мочи больных неф-
ритами и В. В. Карпицкого (Крым-
ский медицинский институт) за полу-
чение моноспецифической антисыво-
ротки к ИТМ. 
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URINARY T R Y P S I N I N H I B I T O R IN PA-
T I E N T S W I T H G L O M E R U L O N E P H R I T I S 

T. S. Paskhina, L. V. Platonova, L. R. Polyan-
tseva 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemi-
stry, Academy of Medical Sciences of the 
USSR, Labora to ry of Nephrology, I Medical 

School, Moscow 

Concen t ra t ions of u r ina ry trypsin inhibitor 
(UTI) and acid s table an t i t ryp t ic act ivi ty 
(AS-ATA) were es t imated in m o r n i n g urine of 
50 pa t i en t s with chronic g lomeru lonephr i t i s 
and of 13 hea l thy persons in order to detect 
in te r re la t ionship between severi ty of kidney 
impa i rmen t and the con ten t of the inmibitor 
in urine. In hea l thy persons concen t ra t ions of 
UTI and AS-ATA were equal to 1 .05±0 .15 \xg/ 
ml and 0 .12±0 .04 l U / m l , respectively. Similar 
va lues of the subs tances were detected in pa-
t ients with l a ten t form of g lomeru lonephr i t i s 
and normal kidney funct ion. S ta t i s t ica l ly dis-
t inct ( P < 0 . 0 1 ) increase of both these inhibi tors 
w a s found in urine of pa t i en t s with la tent form 
of g lomeru lonephr i t i s and impaired kidney func-
tion (4.77zb 1.24 f i g / m l and 0 .39±0 .15 I U / m l , 
respectively) as well as with nephrot ic form 
(26.17=4=7.55 jug/ml and 1 .37±0.35 I U / m l , res-
pectively) of g lomeru lonephr i t i s of both p r imary 
type and causcd by accompany ing systemic di-
seases. Fur the r increase in concent ra t ion of UTI 
up to 31.74dz7.38 jug/ml and act ivat ion of AS-
ATA in ur ine w a s observed in the pa t i en t s with 
nephrot ic form of g lomeru lonephr i t i s at the 
step of chronic kidney insufficiency. The increa-
se in UTI concent ra t ion observed did not corre-
late wi th the level of leukocytur ia . P ro t e inases 
of monocytes , mas t cells, f ibroblas ts , involved 
in in f l ammat ion and fo rmat ion of connect ive 
t i ssue in kidney, but not of enzymes f rom po-
lymorphonuclear leukocytes, appear to be res-
ponsible for format ion of UTI out of its precur-
sor in ter -a- t ryps in inhibitor in g lomeruloncph 
ritis. 
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О В О З М О Ж Н О М УЧАСТИИ М Е Х А Н И З М О В Е С Т Е С Т В Е Н Н О Й 
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Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

В основе дезорганизации и структур-
ной перестройки соединительной ткани 
ri р и скл ер од ер м и и л еж а т р а зл и ч иого 
рода аномалии в метаболизме соеди-
нительнотканных компонентов и в 
первую очередь коллагеповых белков 
[5, 20, 27]. Имеются данные об уча-
стии клеток иммунной системы, Т-лим-
фоцитов и макрофагов в регуляции фи-
зиолог и ч е с к их функци й фибробластов 
[16, 23, 26, 39, 43]. Однако не изучен-
ным остается вопрос о взаимоотноше-
ниях фибробластов с особой популяци-
ей лимфоцитов — естественными клет-
ками-киллерами (NIT-клетками) в про-
цессе р еализации ос и о в и ы х ф у н к ц и й 
с о еди и и тел ьно й тк а ии. 

Известно, что NK-клетки, способные 
к спонтанному лизису различного ро-
да мишеней, осуществляют в организ-
ме контроль за пролиферацией и диф-
ференту и р о в кой р а з л и ч н ы х к л ето ч н ы х 
элементов, в том числе фибробластов 
[6, 7, 14, 19]. Узнавание киллерами 
своих мишеней происходит вследствие 
того, что те или иные клетки по каким-
либо причинам (опухолевая транс-
формация, аутоиммунные поврежде-
ния и др.) видоизменяют антигенную 
специфичность собственной поверхно-
сти и становятся в антигенном отно-
шении для организма чужеродными 
[21, 31, 39]. Так, по данным работы 
| 32 | , интеграция провируса в геном 
фибробластов влечет за собой экспрес-
сию хозяином вирусных белков, анти-
генная специфичность которых обус-
ловливает формирование у фибробла-
стов по отношению к лимфоцитам-кил-
лерам свойств высокоаффинной мише-
ни. Аналогичной точки зрения, при-
дающей особую значимость феномену 
антигенной конверсии, придерживают-
ся авторы работ [6, 7] при анализе 
механизмов узнавания NК-клетками 
своих мишеней. Таким образом, ослаб-
ление функции контроля со стороны 
NK-клеток может являться одной из 
непосредственных причин увеличения 
уровня пролиферирующей активности 
фибробластов, что приводит в даль-

нейшем к усилению коллагенообразо-
вания в целом. Веским доказательст-
вом такой точки зрения служат дан-
ные [281 о том, что в патогенезе скле-
родермии играют роль не только ко-
личественные сдвиги в биосинтезе кол-
лагена, но и глубокие качественные 
изменения в самой его структуре, обу-
словливающие в конечном счете серию 
в а р и а ц и й в а н т и г е н и о й с п е ц и ф и ч н о с т и 
кол л а генов ы х д ете р м и и а и т. 

3 ад а ч a 11 а стоя щей р а боты состоял а 
в изучении возможных взаимоотиоше-
ний между состоянием естестве11ной 
цитотоксич 11 ости (ЕЦТ) и ха р а ктером 
катаболизма коллагена у больных 
очаговой склеродермией. Поскольку 
основным метаболическим маркером 
коллагена является оксипролин ( О П ) , 
определение показателей экскреции с 
мочой этого метаболизма в свободной 
(СФОП) и пептидосвязанной ( П Ф О П ) 
форме использовали для оценки соот-
ношения уровней биосинтеза и дегра-
дации коллагеповых белков. 

М е т о д и к а 

Клинический материал. Обследовано 29 че-
ловек практически здоровых допоров (груп-
па 1, согласно классификации) и 11 больных 
(мужчин 2, женщин 9) в возрасте от 22 до 
68 лет, страдающих очаговыми формами скле-
родермии от 3—4 мес до 8 лет (группа 2) . Все 
пациенты были классифицированы в зависимо-
сти от длительности, степени тяжести, активно-
сти и распространенности патологического про-
цесса (табл. 1—3); (группы 2.1, 2.2 и 2.3). 
В группу 2.1 вошло 2 больных со свежевыяв-
леиной (менее 4 мес) генерализованной фор-
мой бляшсчной склеродермии, характеризую-
щейся быстропрогрессирующим течением и на-
личием у больных выраженных субъективных 
ощущений в виде кожного зуда , чувства пока-
лывания, парестезий и болей в конечностях. 

К группе 2.2 отнесли 4 человека с ограни-
ченной формой бляшсчной склеродермии дли-
тельностью от 6 мес до 1 года, медленным раз-
витием очагов поражения кожи и наличием 
слабовыраженных субъективных ощущений. 

И, наконец, группу 2.3 составили 5 пациен-
тов с хроническим течением (более 4 лет) за-
болевания и наличием обширных участков ат-
рофии кожи. 

Реактивы. Сефадексы G-10 и G-50 фирмы 
«Pha rmac ia» (Швеция) , Тойперл ITW-50 фирмы 
«Тоуо Soda» (Япония) . Хлорамин Т, п-диметил-

95, 



Т а б л и ц а 1 

Показатели экскреции с мочой ОП у больных очаговой склеродермией ( М ± т ) 

Г р у п п а о б с л е д о -
в а н н ы х п 

С о д е р ж а н и е в м о ч е О т н о с и т е л ь н о е с о д е р ж а н и е 
в м о ч е , %, от О О П 

О О П , мг на 100 мл О П / К М , м м о л ь / м о л ь С Ф О П П Ф О П г 

З д о р о н ы с д о н о р ы 
Б о л ь н ы е о ч а г о в о й 

с к л е р о д е р м и е й 
в т о м ч и с л е : 

2 . 1 
2 . 2 
2 . 3 

16 

1 1 

2 
4 
5 

1 , 1 ± 0 , 2 ( 0 , 7 — 1 , 5 ) 

2 , 9 ± 0 , 4 ( 2 , 0 — 3 , 8 ) 

3 , 5 ± 0 , 9 
3 , 5 ± 0 , 9 
2 , 1 ± 0 , 4 

1 0 . 3 ± 1 , 1 ( 8 , 0 — 1 2 , 6 ) 

2 9 . 4 ± 2 , 4 ( 2 4 , 0 — 3 4 , 8 ) 

31 , 8 ± 3 , 1 
31 , 8 ± 3 , 1 
2 7 , 0 -1- 3 , 8 

4 , 6 ± 0 , 6 ( 3 , 3 — 5 , 9 ) 

1 8 , 2 ± 2 , 7 ( 1 2 , 1 — 2 4 , 3 ) 

5 , 9 ± 0 , 4 
2 2 , 2 ± 3 , 4 
1 5 , 1 ± 3 , 7 

1 7 . 0 ± 1 , 9 

4 , 3 -ь 1 , 6 
3 9 . 1 ± 5 , 8 
1 9 , 4 ± 3 , 3 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 в скобках — значения 9 5 % доверительного интервала. 

аминбензальдегид фирмы « S i g m a » ( С Ш А ) , О П 
фирмы «Reana l» (Венгрия) . Остальные реак-
тивы аналитической степени чистоты квалифи-
кации о. ч. 

Исследование показателей экскреции с мо-
чой ОП. Д л я этой цели использовали утрен-
нюю порцию мочи, предварительно отфильтро-
ванную, к а к описано рапсе [9]. 

Фракционирование мочи на Сефадексе G-10 
описано ранее |9 | . В работе использовали 
П Ф О П , и П Ф О П 2 , с о д е р ж а щ и е ОП-пептиды с 
молекулярными массами (m r ) более 0,7 к Д и 
менее 0,7 к Д соответственно. Во фракции 
П Ф О П 2 определяли С Ф О П . С о д е р ж а н и е обще-
го 011 ( О О П ) , рассчитываемого по сумме О П 
во ф р а к ц и я х П Ф О П ! и П Ф О П 2 , в ы р а ж а л и в 
м и л л и г р а м м а х па J00 мл фракционированной 
мочи или в пересчете на креатипип ( К Н ) , со-
отношение О П / К Н (в миллимолях на 1 моль) . 

Фракционирование на Сефадексе G-50 или 
Тойпсрл HW-50. Н а колонку с любым из двух 
молекулярных сит р а з м е р а м и 2 , 2 X 1 0 0 см нано-
сили фракцию П Ф О П | объемом 3 мл. Колонку 
предварительно к а л и б р о в а л и с помощью бел-
ков-метчиков фирмы «Мегск» ( Ф Р Г ) -бычьего 
сывороточного альбумина , химотрипсиногепа , 
миоглобина и инсулина, имеющих значения 
т г , равные 45, 25, 17,8 и 3,495 к Д соответст-
венно. Элюироваиис проводили при 220 нм с 
помощью 0,01 М NH4OH со скоростью 21 мл/ч. 
О б ъ е м фракций 2,8 мл. Фракции, с о д е р ж а щ и е 
О П , объединяли по объему в соответствии с 
выбранным д и а п а з о н о м ш г , рассчитанным на 
основании калибровочной кривой, лиофилизи-
ровали и определяли в них с о д е р ж а н и е ОП. О П 
в составе пептидов с m r менее 1,5 к Д вычисля-
ли суммированием О П во фракции П Ф О П 1 и 

объединенной фракции пептидов с m r от 0,7 до 
1,5 к Д . При использовании Тойпсрл I1W-50 и 
Сефадекса G-50 были получены аналогичные 
результаты, вследствие чего в табл . 2 они при-
ведены в совокупности. 

Определение содержания ОП. О П во фрак-
циях П Ф О П 1 и П Ф О П 2 , а т а к ж е в объединен-
ной фракции лиофилизироваипых элюатов , со-
бранных с колонок, определяли по методу [2], 
опуская в случае определения С Ф О П стадию 
кислотного гидролиза . Определение О П в к а ж -
дой индивидуальной фракции после гель-филь-
трации проводили методом щелочного гидро-
лиза по |17 | , позволяющего идентифицировать 
коллагеновые пептиды в составе пула других 
белков. 

С о д е р ж а н и е КМ в моче определяли мето-
дом [8]. 

Уровень Е Ц Т . Л и м ф о ц и т ы выделяли из ге-
паринизированной крови по методу [33]. Опре-
деление литической активности NK клеток осу-
ществляли в стандартном микроцитотоксиче-
ском тесте с использованием в качестве 
мишеней клеток линии К562, меченных ( 3 Н ) -
уридином |10 | . Оценку величины спонтанного 
цитолиза in vi t ro производили при оптималь-
ном соотношении эффектор : мишень, равном 
50 : 1 |"10|. Д л я количественного расчета пока-
зателей применяли цитотоксический индекс 
( Ц И ) : 

j j - j , Л число импульсов в тест-ячейке \ ^ 
^ I число импульсов в контроле J 

X 1 0 0 % . 

Контролем с л у ж и л и клетки-мишени, инку-
бируемые в отсутствие лимфоцитов . 

Т а б л и ц а 2 

Состав оксипролинсодержащих пептидов в моче больных очаговой склеродермией в зависимости 
от их молекулярной массы (Mzt/n) 

Г р у п п а об-
с л е д о в а н -

С о д е р ж а н и е , % от О О П и с о с т а в 
Г р у п п а об-
с л е д о в а н - а 

П Ф О П С 

п е п т и д о в с m r в д и а п а з о н е , к Д 
н ы х П Ф О П С 

< 1 , 5 1 , 5 - 5 , 0 5 , 0 — 1 0 , 0 > 1 0 , 0 

З д о р о в ы е 
д о н о р ы 

Б о л ь н ы е 
о ч а г о в о й 
с к л е р о д е р м и -
ей , 
в том ч и с л е : 

2 . 2 
2'. 3 

16 

9 

4 
5 

9 3 , 9 ± 2 , 3 (88 -100) 

7 7 , 8 ± 3 , 4 (68—87) 
8 4 , 9 ± 3 , 7 (76—9-1) 

8 0 , 7 ± 3 , 2 (73—89) 

49,5 ± 1 , 9 (44—55) 
6 7 , 5 ± 2 ,4 (61—74) 

1 0 , 0 ± 1 , 4 ( 7 - 1 3 ) 

9 , 9 ± 0 , 8 (8—12) 
6 , 0 ± 0 , 7 (4—8) 

2 , 9 ± 0 , 4 (2—4) 

1 2 , 3 ± 1 , 8 ( 7 - 1 7 ) 
1 0 , 9 ± 1 , 0 (7—14) 

0 , 3 ± 0 . 1 (0 ,1—0,5) 

7 , 3 ± 0 , 8 (5—10) 
0 , 5 ± 0 , 1 (0 ,2—0,8) 
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Рис. I. Двойной иммуиоэлектрофорез высокоочищеппых препаратов ИТМ с Mr 32 000 и 
22 000 (и), полученных из мочи больных иефропатиями, образца белкового осадка 
мочи здорового человека (С)) и больного с нефротической формой ХГП (и). 
а 0,13 м к г И Т М с М,. 32 ООО ( п и к \) и 0.03 м к г И Т М с М г 22 000 ( п и к 2 ) ; о - 0,013 мг б е л к о в о г о 

о с а д к а мочи з д о р о в о г о ч е л о в е к . ! ; о — 0,030 мг б е л к о в о г о о с а д к а м о ч и б о л ь н о г о ХГМ1. 

Рис. 2. Двойной иммуио-
электрофорез белкового 
осадка, полученного из све-
жей утренней мочи больно-
го К. с нефротической фор-
мой ХГП (а) и из той ж е 
мочи, стоявшей в течение 
I сут при комнатной темпе-

ратуре (й). 
а • 0.040 мг б е л к о в о г о о с а д к а 
с в е ж е й у т р е н н е й м о ч и ; С> — т о ж е 
п о с л е х р а п е н и я у т р е н н е й м о ч и 

в т е ч е н и е 1 с у т . 

II 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

Рис. 3. Ракетный иммуноэлектрофорез высокоочищенпого препарата ИТМ с М,-
32 000 из мочи больных иефропатиями (а) и образцов утренней мочи здорового 

человека и больных ХГП (о). 
а: / — 0,025 м к г И Т М с М,. 32 000, 2 — 0,075 м к г , 3 — 0,125 м к г , 4 — 0,18G м к г , Г> — 0,250 м к г ; С> — 
б е л к о в ы е о с а д к и м о ч и з д о р о в о г о ч е л о в е к а ( / — 0,0003 мг б е л к а ) и б о л ь н ы х Х Г П (2 — 0,0030 мг 

б е л к а , 3 — 0,014 мг, 4 — 0,040 мг , 5 — 0,105 м г ) . 
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Рис. I. Фл юо р о грамм а П Л Л Г ( 1 5 % ) после 
электрофореза пептидов, полученных в 
результате обработки бромцианом кусочков 
гелей, содержащих меченные м С-глицином 

цепи проколлагепа I типа. 
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па , о б р а б о т а н н о г о б р о м ц и а н о м в 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Результаты определения содержа-
нии в моче ОП представлены в 
табл. 1, из данных которой видно, что 
для очаговой склеродермии характер-
но заметное возрастание уровня экс-
креции с мочой основного метаболиче-
ского маркера коллагена — ОП. Это 
следует из увеличения показателей 
О О П II О П / К Н в 3—3,5 раза по срав-
нению с таковыми группами здоровых 
допоров ( р < 0 , 0 5 и р<С0,001 соответ-
ственно) . В то же время эти показате-
ли не обнаруживают статистически 
значимых различий в зависимости от 
длительности и активности процесса, 
вследствие чего их патогенетическая 
ценность ограничивается главным об-
разом установлением самого факта на-
личия дефекта в метаболизме коллаге-
повых белков. 

Результаты о п р едел е и ия относител ь-
пого содержания СФОП и П Ф О П ! в 
составе О О П т а к ж е отражены в 
табл I. Во всех случаях (исключение 
составили 2 пациента группы 2.1) доля 
С Ф О П возрастает по сравнению с нор-
мой в 4—5 раз (р<СО,001). У 2 паци-
ентов группы 2.1 с быстропрогресси-
рующим течением свежевыявлениой 
re 11 е р а л и зо в a 11 н о й формы б л я ш е ч но й 
с к л е р о д е р м и и отмечали по р м а л ы г ы е 
показатели СФОП. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о наличии 
р а з л и ч и й в м ех а п и з м а х м ет а б о л и ч е -
ских дефектов коллагена в зависимо-
сти от таких клинических параметров, 
как длительность, степень тяжести и 
распространенность патоло г и ч ее ко го 
процесса. 

В этой связи исключительный инте-
рес приобретает сопоставление имею-
щихся данных с результатами анализа 
с о д е р ж а н и я О П во фракции П Ф О П ! 
(см. раздел «Методика») . Как видно 
из табл. 1, показатели П Ф О П ! резко 
различаются у пациентов всех трех 
групп. Так, у больных группы 2.1, 
имеющих нормальный уровень С Ф О П , 
д о л я П Ф О П , значительно ниже копт-
рольных цифр ( р < 0 , 0 0 1 ) . Уменьшение 
экскреции ОI I в составе пептидов с 
nir более 0,7 кД (фракция ПФОП1) 
и соответственно увеличение доли О П 
во фракции пептидов с ш г менее 
0,7 кД (фракция ПФОП 2 ) свидетельст-
вует о важной роли механизмов кол-
лагенолиза в патогенезе наиболее 
ранних, активных стадий очаговой 

Т а б л и ц а 3 

Уровень естественной цитотоксичности у боль-
ных очаговой склеродермией (Mzttn) 

Г р у п п а о б с л е д о -
в а н н ы х п ЦИ Р 

Здоровые доноры 2 9 5 4 , 6 ± 3 , 6 -

Больные очаговой 
склеродермией, 11 — — 

в том числе: 
2 1 2 Г, 4 , 9 1 1 ,(S < 0 , 0 0 1 
2 . 2 . 4 2(», cS 1 Г),2 < 0 , 0 0 1 
2 . 3 . 5 5J , 9 ± 2 , 9 > 0 , 0 5 

склеродер мии, отлича ющихся интен-
сивной генерализацией процесса и бы-
стрым развитием очагов атрофии, а 
впоследствии и фиброза кожи. 

И н а я картина наблюдается у 4 па-
циентов группы 2.2. У этих больных от-
мечается значительно менее активное 
(подострое) , чем у 2 предыдущих, те-
чение заболевания с медленным раз-
витием специфических очагов пораже-
ния, при этом отсутствует я р к а я кли-
ническая симптоматика и имеется тен-
денция к переходу процесса в хрони-
ческую стадию. В этом случае показа-
тели П Ф О П ! значительно превышали 
нормальные цифры (р<10,001) , причем 
это увеличение коррелировало с высо-
кими показателями как О О П , так и 
С Ф О П (см. выше) . Указанное обстоя-
тельство позволяет заключить, что у 
больных данной группы по мере раз-
вития заболевания и перехода его в 
хроническую стадию па фоне интен-
сивного коллагенолиза большой удель-
ный вес приобретают процессы колла-
генообразования de novo, в основе ко-
торых лежит , по-видимому, повышен-
ная пролиферирующая и биосинтети-
ческая активность фибробластов 
[42, 43]. 

В хронической стадии очаговой скле-
родермии (клиническая группа 2.3) 
интеисив 11 ость колл a reнообразоваиия , 
очевидно, снижается , о чем свидетель-
ствует и уменьшение экскреции с мо-
чой О О П , и нормализация показателей 
П Ф О П ь Не исключено, что менее ак-
тивными становятся и процессы дегра-
дации коллагена , хотя соответствую-
щие этому показатели С Ф О П не имеют 
статистически достоверных отличий от 
аналогичных цифр у больных клиниче-
ских групп 2.1 и 2.2 ( /?>() ,05) . 

Д л я более углубленной оценки со-
стояния катаболизма коллагена иссле-
довали относительное содержание и 
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состав ОП-пептидов в зависимости от 
значений их шг. Анализ пептидного 
профиля показал, что в ранних стадиях 
заболевания длительностью менее го-
да с медленным развитием характер-
ной клинической симптоматики (см. 
табл. 2, группа 2.2), на фоне уменьше-
ния суммарного ПФОП (ПФОП с ) от-
мечается заметное обеднение фракции 
ОП-пептидов с m r менее 1,5 кД, тогда 
к а к до л я круп н омолекулярных фраг-
ментов с m r 5 кД и более значительно 
возрастает. 

У лиц с хроническим течением за-
болевания более 4 лет (см. табл. 2, 
группа 2.3), имеющих обширные участ-
ки атрофии кожного покрова, наблю-
дается иная картина — в выделяемой 
такими больными моче уровень экс-
креции крупномолекулярных ОП-пеп-
тидов (в диапазоне m r 1,5—10,0 кД) 
сии ж а етс я. П о л ож и тел ь н а я д и и а м и к а 
в сторону нормализации показателей 
экскреции характерна и для низкомо-
лекулярных фрагментов (менее 1,5 кД) 
с той лишь разницей, что относитель-
ное их содержание в составе экскрети-
руемого суммарного пула ОП-пепти-
дов возрастает. 

Таким образом, при очаговой скле-
родермии в зависимости от длительно-
сти, степени тяжести, активности и 
распространенности процесса изменя-
ется либо набор коллагенолитических 
ферментов, либо характер посттранс-
ля ци о 11 н ых м од и ф и к а ц и й ко л л а ге но-
вых волокон [5, 20, 27, 28]. В общем 
случае, однако, содержание ОП в со-
ставе пептидов с ш г менее 1,5 кД при-
нято считать показателем интенсивно-
сти коллагенолиза, а с т г более 
1,5 кД — показателем интенсивности 
коллагенообразоваиия de novo [24, 
40]. 

Исходя из этих предпосылок и полу-
ченных нами результатов, можно сде-
лать вывод, что развитие очаговой 
склеродермии сопровождается посте-
пенным затуханием процессов крайне 
интенсивного коллагенообразоваиия в 
целом. В то же время все большее зна-
чение приобретают механизмы колла-
генолиза и посттрансляционной моди-
фикации (процессинга) коллагеиовых 
белков, активизация которых указыва-
ет на происходящие при очаговой 
склеродермии адаптационные пере-
стройки в катаболизме основного бел-
ка соединительной ткани. 

Непосредственный контроль за ско-

ростью пролиферации фибробластов 
осуществляют в организме NK-клетки 
[19, 31, 32]. Появление у клеточных 
мишеней чувствительности к лимфоци-
там-киллерам определяется не только 
изменением антигенного рисунка соб-
ственной поверхности, но также и слу-
чайными «всплесками» в нормальных 
средних частотах митозов и соответст-
венно увеличением средиечислеииой 
п о п у л я ц и и а кт и в н о и р о л и ф е р и р у ю щ и х 
и синтезирующих коллаген фибробла-
стов [19, 41]. Возникновение опреде-
ленных колебаний уровня ЕЦТ может 
играть существенную роль в наруше-
ниях физиологических функций соеди-
нительной ткани вообще и, в частно-
сти, в катаболизме коллагеиовых бел-
ков при очаговых формах склеродер-
мии. 

Исходя из вышеизложенного, у 
больных о ч а го в о й с к л е р одер м и ей и с -
с л едо в ал и состоя и и е Е ЦТ, и с пол ьзу я 
для этой цели тест па лизис донорски-
ми лимфоцитами in vitro клеток-мише-
ней линии К562, меченных (3Н)-уриди-
пом [10]. Результаты этой серии экс-
периментов представлены в табл. 3, из 
которой видно, что уровень ЕЦТ силь-
но различается в зависимости от кли-
ни ч ееки х па р а м етров па тологичее ко го 
процесса. 

У 2 пациентов группы 2.1 логиче-
ская активность NK-клеток заметно 
превышает нормальные показатели 
( р < 0 , 0 0 1 ) , коорелируя с ярко выра-
женной у таких больных клинической 
симптоматикой, с одной стороны и, 
главное, ассоциируясь с высоким 
уровнем деградации коллагена, е дру-
гой. 

В противоположность этому для 
лиц, страдающих ограниченной фор-
мой бляшечиой склеродермии т а к ж е 
менее года, но отличающихся от паци-
ентов группы 2.1 локализованиостью 
процесса, медленным развитием очагов 
поражения и отсутствием неприятных 
субъективных ощущений, характерно 
значительное уменьшение значений 
Ц И (на 45—50 % ) , коррелирующее со 
с и и ж е н и е м и нте и с и в 11 ости кол л а ге но -
лиза. Наблюдаемая корреляция, а так-
же тенденция к нормализации процес-
сов деградации коллагеиовых белков 
у пациентов групп 2.1 и 2.2 позволяет 
пред пол ожить па л и ч и е при о ч а го в о й 
склеродермии причинной связи между 
уровнем ЕЦТ и характером катабо-
лизма коллагена. 
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Интересно отметить, что с перехо-
дом заболевания в хроническую ста-
дию (см. табл. 3, группа 2.3 ) логиче-
ская активность NK-клеток начинает 
возрастать и постепенно приближается 
к нормальным цифрам. У этих же па-
циентов наблюдается и тенденция к 
снижению интенсивности коллагенооб-
разоваиия (см. выше), причем эта тен-
д е н ц и я коррелирует с возрастами е м 
суммарной коллагенолитической ак-
тивности и, что более вероятно, с из-
менением самого набора коллагеноли-
тических ферментов. 

Следовательно, для очаговой склеро-
дермии характерны колебания уровня 
ЕЦТ, зависящие от длительности, сте-
пени тяжести и распространенности 
патологического процесса, с одной сто-
роны, и коррелирующие с соответст-
вующими перестройками в катаболиз-
ме (не исключено, что и в посттраис-
ляционной модификации) коллагеио-
вых белков, с другой. Д л я поддержа-
ния сбалансированного уровня между 
коллагенолизом и коллагенообразова-
пием NK-клетки наряду с основным 
механизмом контроля — цитологиче-
ским — используют также секретируе-
мые водорастворимые факторы с им-
мунорегуляторными свойствами, та-
кие, например, как интерлейкины, ии-
терфероны и т. п. [7, 39, 41]. 

Колебания в уровне ЕЦТ наблюда-
ются и при других коллагенозах, к 
которым относятся, в частности, си-
стемная красная волчанка [1,3, 12, 18, 
25] и рассеянный склероз [15], при-
чем во всех этих случаях важнейшим 
патогенетическим звеном является на-
личие серьезных дефектов в обмене 
колл а ге I гов ы х б ел ков. 

Роль NK-клеток в патогенезе ука-
занных заболеваний не ограничивает-
ся контролем пролиферативиой актив-
ности фибробластов [31]. Снижение 
уровня ЕЦТ может, в частности, спо-
собствовать п о л и к л о i I а л ы I о й а к i- и в а -
ции В-лимфоцитов и гип ер стимуляции 
аутоиммунных механизмов. При кол-
лагенозах факт существования резких 
сдвигов в антигенной с п е ц и ф и ч и о с т и 
коллагеиовых детерминант не вызыва-
ет сомнений [28, 29, 37]. Таким обра-
зом, учитывая данные о высокой чув-
ствительности фибробластов, экспрес-
сирующих па своей поверхности вирус-
специфические белки, к литическому 
действию NK-клеток [4, 11, 13, 30, 33, 
34, 36], можно заключить, что популя-

ция естественных клеток-киллеров осу-
ществляет свои регуляторные функции 
в отношении обмена коллагеиовых бел-
ков по крайней мере на двух различ-
ных уровнях — прямом, используя для 
этой цели мощные цитологические ме-
ханизмы, и опосредованном, т. е. через 
систему В-лимфоцитов, контролируя в 
этом случае интенсивность образова-
ния аутоаитител против коллагена и 
других компонентов соединительной 
ткани. Последнее обстоятельство осо-
бенно интересно тем, что у больных 
группы 2.1 высокая литическая актив-
ность NK-клеток (см. табл. 3), обу-
словливающая, по-видимому, низкий 
уровень коллагенообразоваиия вслед-
ствие цитолиза фибробластов и, на-
оборот, высокую интенсивность колла-
генолиза (см. табл. 1 и 2), коррелиру-
ет с отсутствием в крови аутоаитител 
к коллагеновым белкам (данные не 
приводятся). Это свидетельствует о 
сохранении при очаговой склеродер-
мии в ее наиболее ранних стадиях 
адекватного уровня ЕЦТ, что дает 
возможность в дальнейшем проводить 
терапевтическую коррекцию тех или 
иных нарушений во взаимоотношениях 
между состоянием ЕЦТ и метаболиз-
мом коллагена по крайней мере при 
очаговых формах склеродермии. 
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R O L E O F NATURAL CYTOTOXICITY IN IM-
P A I R M E N T S O F COLLAGEN CATABOL1SM 

IN FOCAL S C L E R O D E R M I A 

N. N. Prozorovskaya, T. N. Suchkova, S. V. 
Suchkov, A. A. Del'vig 

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

Rela t ionship between the s ta te of n a t u r a l 
cytotoxici ty and col lagen ca tabol i sm were stu-
died in pa t i en t s with focal sclerodermia. In the 
impa i rmen t act ivi ty of n a t u r a l killer cells (NK 
cells) w a s marked ly al tered depend ing on such 
clinical p a r a m e t e r s as dura t ion , severity, acti-
vi ty and dis t r ibut ion of the disease as well as 
it w a s re la ted to def ini te t r a n s f o r m a t i o n s in 
ca tabol ism of col lagen proteins . Low ra te of 
col lagen product ion and intensive col lagenoly-
tic processes corre la ted wi th the h igh lever of 
hydroly t ic act ivi ty of NK cells a t the ear ly 
s teps of sys temic morphea g u t t a t a accompanied 
by highly p rogress ive course of the disease. 
Under condi t ions of subacute fo rms of focal 
morphea g u t t a t a act ivi ty of NK cells w a s di-
s t inct ly decreased down to 50 % of t ha t of 
normal s t a t e and w a s accompanied by altera-
t ions in the spect rum of col lagenolyt ic enzymes 
as well as by cons iderable va r i a t i ons in colla-
gen product ion and in pos t t r ans l a t i ona l modi-
f icat ion of col lagen fibrils. D u r i n g the chronic 
step of sclerodermia act ivi ty of NK cells w a s 
normal ized and corre la ted with the lowered ra te 
of col lagen product ion as well as with the sub-
sequent a l t e ra t ions in col lagen prote ins ca tabo-
lism. Al te ra t ions in the level of n a t u r a l cyto-
toxicity appear to corre la te with the s ta te of 
col lagen metabol i sm in focal sc lerodermia. 
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В настоящее время сложились до-
статочно устойчивые представления 
относительно того, что одним из осиов-
11 ы х ф а кт о ров, о п р еде л я ю щи х р а з в и -
тие атеросклероза, является переход 
от специфического рецепторопосредо-
ваниого захвата липопротеинов (ЛП) 
очень низкой ( Л О Н П ) и низкой 
( Л И П ) плотности клетками сосуди-
стой стенки в здоровом организме к 
неспецифическому их захвату при раз-
витии патологии [17]. Специфический 
эидоцитозный захват не приводит к на-
коплению в клетках Л П и холестерина 
благодаря существованию внутрикле-
точных механизмов, регулирующих 
синтез рецепторов и собственно холе-
стерина. При высоком уровне Л О Н П 
и Л Н П в крови, когда механизмы ре-
гул я ции синтеза р еце пторов пару ш а -
ются, начинает работать другой меха-
низм — неспецифический эндоцитоз. 
Он не подвержен регуляции клеткой и 
потому ведет к нарушению внутрикле-
точного баланса липидов, в частности 
холестерина [17]. К определяющим 
факторам такого иеспецифического 
взаимодействия Л П с сосудистой стен-
кой относятся, вероятно, их размеры и 
поверхностные заряды [10]. Изучение 
этих характеристик Л О Н П и Л Н П 
приобретает, таким образом, особое 
значение для выяснения причин пере-
хода от рецепторзависимого к нерегу-
лируемому захвату атерогеиных Л П 
сосудистой стенкой при развитии ате-
росклероза. 

В этой работе мы изучали поверхно-
стные свойства и размеры Л О Н П и 
Л Н П плазмы крови человека в норме 
и при гиперхолестеринемии — докли-
нической стадии атеросклероза — с по-
мощью методов потеициометрического 
титрования и безызлучательного пере-
носа энергии между флюоресцентными 
зондами. Найденные величины сравни-
вали с величинами, полученными дру-
гими методами. 

М е т о д и к а 
Исследовали препараты Л О Н П и Л И П 

мужчин в возрасте 40—49 и 50—59 лет 

(510 человек) без признаков ишемической бо-
лезни сердца в соответствии с критериями эпи-
демиологического обследования (анкета-опрос-
ник Роуза , физикальное и электрокардиографи-
ческое обследование в покос и с нагрузкой) . 
Кровь брали утром натощак через 12—14 ч 
после приема пищи. 

Л П плазмы крови выделяли методом по-
следовательного центрифугирования в раство-
рах NaCl и N a B r соответствующих плотностей 
[20]. Чистоту фракций контролировали мето-
дом электрофореза в ПААГ. Полученные сус-
пензии Л О Н П и Л Н П диализовали против 
0,15 М NaCl (рН 7,5) в течение ночи. Содер-
жание белка в Л П определяли по Л о у р и [21]. 
Все измерения проводили не позднее чем через 
1 сут после выделения. 

Д л я определения геометрических парамет-
ров Л П с помощью метода безызлучательного 
переноса энергии |5] использовали флюорес-
центные зонды: антрацен (Харьковский завод 
химреактивов) ; я-терфенил ( П Т Ф ) ; 7-(2-ан-
трил)-гептановую кислоту (А6К) [4]; ОСП-14 
[7]. Флюоресцентные исследования проводили 
па спектрофлюориметре «Hi tach i -MPF-4» в 
1 мм кварцевой кювете при концентрации Л П 
1 мг/мл и меньше; концентрация этанола в ис-
следуемых образцах не превышала 2 % . 

Потенциометрическое титрование проводили, 
как описано ранее [12], результаты анализиро-
вали методом дифференциальных кривых на 
ЭВМ СОУ-1. Д л я расчета поверхностных заря-
дов использовали результаты связывания про-
тонов в физиологическом интервале рН 7,0—7,5. 

Содержание холестерина и триглицеридов 
определяли на автоанализаторе «Technicon 
АЛ-11», липиды экстрагировали по Фолчу и 
разделяли методом TCX на силикагеле Л С 5/40 
( Ч С С Р ) . Рехроматографию осуществляли па 
пластинках с нейтральным А12Ол (фирма 
«Welm», Ф Р Г ) , импрегнированных 25 % A g N 0 3 
и активированных в течение 30 мин при 120°С, 
а т а к ж е на силикагеле Л С 5/40. Содержание 
холестерина и его эфиров после элюции изме-
ряли с помощью Г Ж Х на хроматографе 
«СЬгот-41» ( Ч С С Р ) . Фосфолипиды определя-
ли с помощью двумерной микротонкослойной 
хроматографии. 

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

между флюоресцентными зондами при-
водит к снижению интенсивности 
флюоресценции доноров от Г0 до F при 
увеличении концентрации акцепторов 
С. В работе [5] рассмотрены законо-
мерности такого переноса в частицах 
ЛП. Если доноры расположены на рас-
стоянии X от границы раздела ли-
пид — вода, то зависимость F/F0 от С 
имеет вид: 

101, 



Т а б л и ц а 4 Таблица 5 

Характеристика поверхностных зарядов ЛОНП и ЛНП плазмы крови человека в норме и ири ги-
перхолестерииемии 

л о н п Л 1 111 

Х а р а к т е р и с т и к а 
норма 

г и п е р х о л е с -
т е р и н е м и и н о р м а 

г и п е р х о л е с -
т е р и н е м и и 

Емкость связывания протонов (рН 7,0— 
7,5), мкг-экв на 1 г Л П 

Площадь поверхности, м2 на 1 г Л П 
Поверхностная плотность зарядов, 

К/мзX102 
Радиус, им 

4 6 ± 5 
1 8 6 ± 9 , 2 

— 0 , 5 
1 3 , 9 ± 0 , 6 

4 1 ± 3 
1 6 3 ± 8 , 3 

— 0 , 3 
2 0 , 7 ± 1 , 2 

1 8 ± 3 
2 4 2 ± 11,3 

—0,2 
1 0 , 0 ± 0 , 5 

4 , 0 ± 0 , 5 
2 0 6 ± 5 , 4 

— 0 , 0 5 
1 2 , 7 ± 0 , 4 

F/F0&exp[- -a B(X)CNAnR2
0/S\ 

в случае, когда акцепторы находятся 
на поверхности частицы, и 

F/F0^ex р [- а В (X) CNa4tcRq/3V' J, 

если акцепторы распределены в объ-
еме липидной фазы. Здесь а — коэф-
фициент, зависящий от вращательной 
подвижности зондов; В (X)—коэффи-
циент доступности, показывающий, 
какая часть объема, окружающая до-
нор, доступна для акцепторов; /?() 
радиус Фёрстера; NA—число Авогад-
ро; S и V — площадь поверхности и 
объем частиц в 1 л суспензии. Изме-
рив V и 5 можно рассчитать радиус 
сферической частицы липопротеина: 
R = 3 V/S. 

Существует еще один путь определе-
ния радиуса Л П . В случае переноса 
энергии от доноров, распределенных в 
объеме частицы на поверхностные ак-
цепторы имеет место уравнение: 

В (R) = V In (FjF)laCNА n Rl 

при In (Fo/F) < 0 , 3 . 
Связь между V' и V и между В (R) 

и R приведена в работе [6]. Д л я опре-
деления объема Л П использовали пе-
ренос энергии между ГГГФ и антраце-
ном, при определении площади поверх-
ности — между А6К и ОСП-14, для 
непосредственного о п р едел е ния ра -
диуса — между антраценом и ОСП-14. 
Радиусы липопротеиновых частиц 
(средние по двум методам) и величи-
ны площадей их поверхностей приве-
дены в табл. 1. 

Размеры нормальных ЛП, получен-
ные в наших экспериментах (13,9 им 
для О Н П и 10 нм для Л Н П ) , близки 
к величинам, известным в литературе. 
Так, по данным электронной микро-
скопии (метод негативного контрасти-

рования) [15, 24], радиус Л Н П состав-
ляет 10,5—12,5 и 9—15 нм. Экспери-
менты по рассеянию рентгеновских лу-
чей [23], оптическому смешению [9] 
и безызлучателы-юму переносу энергии 
на флюоресцентные зонды [6] дают 
значения 12, 10, 68 и 10 им соответст-
венно. Что касается Л О Н П , то их раз-
меры более вариабельны и лежат в 
пределах' 15—4-5 нм [15, 19]. 

В наших экспериментах наблюда-
лось достоверное увеличение размеров 
Л О Н П и Л Н П при гиперхолестерине-
мии (см. табл. 1). Это в определенной 
мере связано с изменением состава 
этих Л П , который был подробно изу-
чен нами ранее [13]. Вероятно, основ-
ной вклад в изменение геометрических 
параметров Л П вносят эфиры холе-
стерина, относительное содржание ко-
торых в Л О Н П увеличивается при ги-
перхолестерииемии почти в 2 раза 
(табл. 2). Подобные явления наблюда-
лись и при алиментарном атеросклеро-
зе у кроликов: измерения светорассея-
ния [11] и электронные микрофотогра-
фии суспензий Л О Н П [26] показали 
увеличение размеров этого класса Л П , 
причем в последнем случае оно сопро-
вождалось значительным увеличением 
содержания в них эфиров холестерина. 

Что касается Л Н П , то здесь данные 
л и т е р а ту р ы п р о г и в о р е ч и в ы. А в торы, 
исследовавшие размеры Л Н П методом 
гель-электрофореза [16], не обнаружи-
ли каких-либо изменений у лиц с ги-
перлипидемией. По данным других 
исследователей [27], содержание эфи-
ров холестерина в Л Н П не модифици-
рованной плазмы крови было выше, 
чем в обработанной йодацетатом нат-
рия in vitro. Однако размеры Л Н П в 
немодифицироваиной плазме были 
меньше. По нашим данным, размеры 
Л Н П при гиперхолестеринемии увели-
чиваются (см. табл. 1), причем это 
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Т а б л и ц а 2 
Состав ЛГ1 плазмы крови мужчин в норме и при гииерхолсстсрииемии (Mzttn) 

Л О Н П Л МП 

П о к а з а т е л ь 
норма гиперхолесте- норма гиперхолесте-норма рин ем и и норма рииемия 

Холестерин, мг/дл 2 1 , 7 ± 0 , 6 3 8 , 6 ± 2 , 8 1 0 7 ± 2 , 1 1 7 2 ± 4 , 8 
(16,9) (16,8) (34,5) (38,6) 

Эфиры холестерина, мг/дл 5 , 3 ± 0 , 1 1 6 , 7 ± 0 , 2 5 2 , 7 ± 0 , 4 8 9 , 7 ± 3 , 7 
(4,1) (7,3) (16,6) (20,2) 

Тригл ицер иды, мг/дл 5 3 , 0 ± 0 , 3 1 1 0 ± 2 , 8 2 2 , 5 ± 0 , 2 3 6 , 2 ± 0 , 3 
(41,3) (47,8) (7,1) (8,2) 

Фосфол ипиды, мг/дл 2 5 , 4 ± 0 , 7 2 6 , 7 ± 1 , 1 6 5 , 0 ± 2 , 3 7 0 , 5 ± 3 , 3 
(19,8) (11,6) (20,8) (15,9) 

Белок, мг/дл 2 3 ± 1 38 ± 3 6 3 ± 2 76 ± 4 
(17,9) (16,5) (21,0) (17,1) 

П р и м е ч а н и е . В норме п—420, при гиперхолестериисмии п -90. В скобках—относитель-
ное содержание в процентах. 

увеличение сопровождается повышени-
ем содержания в них эфиров холесте-
рина с 16,6 до 20,2% [13]. Причины 
такого противоположного влияния уве-
личения содержания эфиров холесте-
рина па размеры Л Н П неясны. Воз-
можно, эти различия связаны с много-
факторным влиянием процедуры мо-
дификации на размер Л П. Аналогич-
ное нашим данным увеличение разме-
ров Л Н П наблюдалось также при экс-
периментальной гиперхолестеринемии 
у крыс [22]. 

Д л я определения плотности поверх-
ностных зарядов (<т) мы выбирали 
участок кривой титрования, лежащий 
в области физиологических рН (7,0— 
7,5; см. рисунок). Емкость этого участ-
ка определяется в основном вторичны-
ми фосфатами фосфолипидов, имида-
зольиыми группами гистидина и ча-
стично сх-МН2-группами. Возможен 
также вклад вторичных карбоксиль-
ных г р у п п [12]. У ч и т ы в а я соде р ж а и и е 
белка в ЛП, количество связанных про-
тонов пересчитывали на 1 г Л П. Д л я 
расчета а использовали выражение: 

Л с » • N л. ' е 

где ЛСп. — количество связанных ли-
гандов (протонов), г-экв/г Л П ; Л/а — 
число Авогадро, 6,025-1023 моль - 1 ; 
е — заряд электрона, 1,6- Ю -19 К; S — 
площадь поверхности липопротеиновых 
частиц, м2/г Л П . В этом выражении 
имеет размерность К/м2. 

При определении плотности поверх-
постных зарядов мы исходили из пред-
положения, что связывание протонов 
происходит равномерно П О всему объ- З е в а н и я . 1 1 7.0 7,5 8,0рН 

ему частицы, а вклад в а вносит по-
верхностный слой толщиной 1 им (глу-
бина сканирования электрофоретиче-
ских методов) [25]. Полученные нами 
при этом величины плотностей поверх-
ностных зарядов для Л О Н П и Л Н П 
здоровых людей составляли —0,5Х 
ХЮ~2 и 0,2- 10~2 К/м2 соответственно 
(см. табл. 1). Они были близки к зна-
чениям а, определяемым другими ме-
тодами. Д л я Л Н П эта величина, опре-
деляемая методом спиновых меток 
[2], равнялась —0,3-10-2 К/м2. По 

данным другой работы [14], она со-
ставляет —0,1-Ю- 2 К/м2. Используя 
данные об электрофоретической под-
вижности ЛП, приведенные в работе 
[16], мы рассчитали плотности поверх-
постных зарядов для Л О Н П и Л Н П , 
которые составили - 0,8- К)-2 и 0,7 X 
Х Ю - 2 К/м2 соответственно (рН 7,3). 

Таким образом, при использовании 
нами метода расчета наблюдается до-
статочно хорошее соответствие полу-
ченных плотностей поверхностных за-
рядов Л О Н П и Л Н П известным по 

Кривые потеициоме т -
рического титрования 
Л Н П в норме ( J ) и 
при гиперхолестериис-
мии (2) в физиологи-

ческой области рН. 
Г Г ^ л / . . . , ч . ч , . UT4. 
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данным литературы. Следовательно, 
метод потеидиометрического титро-
вании, применяемый обычно для опре-
деления природы и количества функ-
циональных групп, ответственных за 
связывание протонов, удобен для коли-
чественной характеристики поверхно-
стных зарядов Л П при условии исполь-
зования величин связывания в интер-
вале ф и з и о л о г и ч е с к и х р Н. 

В наших экспериментах наблюда-
лось уменьшение плотности поверхно-
стных зарядов при гиперхолестерине-
мии для обоих классов атерогениых 
Л П (см. табл. 1). Ранее подобное 
уменьшение наблюдалось нами в Л Н П 
плазмы крови крыс [3] и человека 
[13] с гиперхолестеринемией при ис-
следованиях в более широком диапазо-
не рН. В последнем случае изменения 
электроотрицательности Л П сопровож-
далось сдвигами рК ионогенных групп 
(боковые СООН, вторичные фосфаты 
и имидазол гистидина). Это свиде-
тельствует о том, что уменьшение по-
верхностного заряда атерогениых ли-
попротеинов при гиперхолестеринемии 
обусловлено конформационными изме-
нениями апопротеинов, которые могут 
быть вызваны изменениями их липид-
ного окружения. О том же свидетель-
ствует наблюдавшийся при экспери-
ментальном атеросклерозе у кроликов 
коротковолновый сдвиг собственной 
белковой флюоресценции в препара-
тах Л О Н П и Л Н П , который сопро-
вождался уменьшением их поверхно-
стных зарядов [11]. 

Таким образом, на ранних стадиях 
развития атеросклероза, сопровож-
дающихся увеличением содержания 
холестерина в Л О Н П и Л Н П [13], ча-
стицы Л П этих классов претерпевают 
з н а ч и тел ь 11 ы е пр ео б р а з ов а и и я. Про и с -
ходящие вследствие изменения липид-
пого окружения конформационные пе-
рестройки апопротеинов, а также уве-
личение размеров Л П из-за этерифи-
кации холестерина и погружения его 
эфиров вглубь частицы могут нару-
шать стерические параметры, обеспе-
чиваю! дне рецепторный захват этих 
Л П мембраной клеток сосудистой 
стенки. В то же время уменьшение 
плотности поверхностного отрицатель-
ного заряда и увеличение площади 
контакта с клетками сосудистой стен-
к и создают б л агоприятн ы е у с л о в и я 
для неспецифического эндоцитоза та-
ких частиц. При увеличении размера 

Л О Н П увеличивается соотношение 
объем : площадь поверхности этих Л П , 
что может затруднять действие липо-
протеинлипазы [11] и таким образом 
вносить дополнительные нарушения в 
метаболизм Л П в крови. Накопление 
Л О Н П , с одной стороны, может облег-
чать их захват клетками сосудистой 
стенки, а с другой — приводить к обра-
зованию крупных агрегатов радиусом 
до 250 нм, которые наблюдали па элек-
тр о и и ы х м и к р о ф о то г р а ф и я х в крови 
людей при гиперлипидемии [18]. Об-
разование таких агрегатов, а возмож-
но, и увеличение размеров отдельных 
частиц ЛП может быть одной из при-
чин изменения реологических свойств 
крови, которые наблюдаются при раз-
витии атеросклероза. Кроме того, 
Л О Н П и Л Н П , вероятно, способству-
ют агрегации эритроцитов при гипер-
липидемии [8]. Поскольку нарушение 
гемореологии (в том числе повышение 
вязкости крови) коррелирует с тяже-
стью ишемической болезни сердца [1 
можно предположить, что неспецифи-
ческий, повышенный захват атероген-
иых Л П сосудистой стенкой является 
одним из путей нормализации реоло-
гических показателей крови, когда ре-
цепторный механизм не справляется с 
этой задачей. Тем самым появляется 
дополнительный фактор, стимулирую-
щий развитие атеросклероза при ги-
перлипидемии. 
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S U R E A C E P R O P E R T I E S A N D D I M E N S I O N S 
O F V E R Y L O W A N D L O W D E N S I T Y L l P O 
P R O T E I N S IN H U M A N B L O O D PLASA1A 
U N D E R C O N D I T I O N S O F N O R M A L S T A T E 

A N D H Y P E R C I - I O L E S T E ROLEM1A 

P. A. Voznyan, Yu.. D. Kholodova, I. P. Sinir-
nova, G. M. Chobot'ko 

I n s t i t u t e of Biochemis t ry , A c a d e m y of Sc iences 
of the U k r a i n i a n S S R , Kiev 

D i m e n s i o n s and dens i ty of s u r f a c e c h a r g e 
of ve ry low (VLDL) and low dens i ty l ipopro-
te ins (LDL) f rom h y m a n blood p l a s m s unde r 
cond i t i ons of n o r m a l s t a t e and hypercholes te ro-
lemia were e v a l u a t e d by m e a n s of red ia t ion-
free e n e r g y t r a n s i t i o n be tween f luorescen t pro-
bes a n d po t en t i ome t r i c t i t r a t ion . Radia of V L D L 
cons t i t u t ed 1 3 . 9 ± 0 . 6 n m and 2 0 . 7 ± 1 . 2 run a n d 
those of L D L — 1 0 . 0 d z 0 . 5 n m a n d 1 2 ± 0 . 4 nm, 
respect ively , in n o r m a l s t a t e and u n d e r the 
pa tho log ica l condi t ions , whi le the dens i ty of 
su r f ace c h a r g e of V L D L w a s equal to 0 ,5X 
X l O - 2 K / m 2 and 0 . 3 - 1 0 ~ 2 К / т 2 ; those of L D L — 
0.2- 1 0 _ 2 K / m 2 and 0.05- 1 0 " 2 K / m 2 , respect ively . 
These a l t e r a t i o n s a p p e a r to f ac i l i t a t e the un-
specif ic in te rac t ion be tween a t h e r o g e n i c lipo-
p ro t e in s and v a s c u l a r cells in hypercholes te ro-
lemia. 

У Д К (iHi.3()-004.4-07:016.37-008.6 

А. С. Логинов, P. А. Высоцкая 

И Н К Р Е Т О Р Н А Я Ф У Н К Ц И Я П О Д Ж Е Л У Д О Ч Н О Й Ж Е Л Е З Ы 
ПРИ А Л К О Г О Л Ь Н Ы Х П О Р А Ж Е Н И Я Х П Е Ч Е Н И 

Ц Н И И гастроэнтерологии, Москва 

Одним из проявлений гепатотокси-
ческого действия алкоголя является 
нарушение структуры мембран гепато-
цитов. Последние содержат рецепторы 
панкреатических гормонов 19, 22]. 
В печени ж е происходит и метаболизм 
указанных гормонов. В связи с этим 
в последние годы важное значение 
придается исследованию инкреторной 
функции поджелудочной железы при 

поражениях печени [3, 5], чему спо-
собствовала разработка высокочувст-
вительных и специфичных методов ра-
ди о и м м у I юл о г и vi ее ко го о п р еде л е 11 и я 
панкреатических гормонов. Согласно 
сов р е м е н н ы м представлениям, д л я 
объективной оценки функции ипсуляр-
пого аппарата особое значение имеет 
С-пептид (связывающий пептид), ко-
торый образуется в эквимолярных с 
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Уровни глюкагона, инсулина и С-пептида в крови больных с хроническими заболеваниями печени 
(М±т) 

О б с л е д о в а н ные Г л ю к а г о н , н г / л И н с у л и н , 
и м о л ь / л 

С - п е п т и д , 
н м о л ь / л 

И и с у л и н / С - п е п -
т и д 

С алкогольной жировой дистро-
фией (30) 

С алкогольным циррозом пече-
ни (25) 

С хроническим активным гепа-
титом (36) 

С первичным билиариым цирро-
зом (30) 

Здоровые 

1 2 8 ± 1 6 , 2 6 

1 4 6 ± 1 4 , 1 5 * 

1 1 6 ± 1 2 , 1 7 

1 2 5 ± 6 , 1 3 * 
8 9 , 6 ± 10,55 

0 , 2 5 ± 0 , 0 2 * 

0 , 3 2 ± 0 , 0 5 * 

0 , 2 0 ± 0 , 0 2 * 

0 ,24 ± 0 , 0 2 * 
0 , 1 2 ± 0 , 0 3 

0 , 2 5 ± 0 , 0 4 * 

0 , 1 9 ± 0 , 0 8 * 

0 , 5 1 ± 0 , 0 6 

0 , 4 3 ± 0 , 0 5 
0 , 6 2 ± 0 , 0 9 

1 , 0 0 ± 0 , 0 4 * 

1 , 6 8 ± 0 , 2 0 * 

0 , 3 9 ± 0 , 0 3 * 

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

П р и м е ч а н и е . Звездочкой отмечены показатели, отличающиеся от гаковых у здоровых 
людей ( / ;<0 ,05) ; в скобках—число обследованных. 

инсулином количествах из проинсули-
на в [3-клетках поджелудочной железы. 
Попадая с портальной кровыо в пе-
чень, более 50 % инсулина в ней раз-
рушается, а С-пептид проходит неиз-
мененным и расщепляется лишь в поч-
ках [10]. Поскольку уровень С-пепти-
да в периферической крови не зависит 
от функционального состояния печени, 
он более точно, чем уровень инсулина, 
отражает гормональную активность 
[i-клеток поджелудочной железы [15, 
24]. Значительный интерес представ-
ляет также исследование секреции 
биологического антагониста инсули-
на • - глюкагона, которому принадле-
жит существенная роль в развитии ги-
пергликемических состояний [7, 26], 
нередко сопровождающих патологию 
печени. Несмотря па очевидную значи-
мость изучения гормональной активно-
сти поджелудочной железы при алко-
гольных поражениях печени, характер 
возможных ее нарушений продолжает 
оставаться недостаточно исследован-
ным. Вместе с тем известно, что при 
хроническом воздействии алкоголя 
изменяется функциональное состояние 
не только печени, но и поджелудочной 
железы. Исходя из этого, задачей на-
стоящей работы явилось исследова-
ние инкреторной функции поджелудоч-
ной железы у больных с алкогольными 
пора же! I и я м и печен и. 

М е т о д и к а 

Содержание в сыворотке крови иммуиорс-
активиых инсулина и С-пептида, а в плазме — 
глюкагона исследовали радиоиммунологически 
с использованием стандартных наборов («Инсу-
лии-кит», Венгрия; «Риа-мат» С-пептид, «Вук-
Mall incrodt», Ф Р Г ; «Глюкагои-кит», «Cam-
bridge», С Ш А ) . Уровень глюкозы в крови оце-
нивали ортотолуидиновым методом [о]. Иссле-
дования проводили как натощак, так и на фоне 

теста на толерантность к глюкозе: через 30, 
60, 90, J20 и 180 мин после приема 50 г глю-
козы в 200 мл воды. 

П о д наблюдением находились больные с 
жировой дистрофией печени (30 человек) и 
циррозом (25 человек) алкогольной этиологии. 
Результаты сопоставляли с данными, получен-
ными при обследовании больных хроническим 
активным гепатитом вирусной этиологии (36 че-
ловек) и первичным билиариым циррозом 
(30 человек) . В контрольную группу вошли 
20 практически здоровых лиц (доноры). Полу-
ченные результаты обрабатывали статистически 
с использованием критерия Стьюдента. 

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

Исследование содержания в крови 
больных иммунореактивных инсулина, 
глюкагона и С-пептида как показате-
лей гормональной активности подже-
лудочной железы позволило выявить 
существенные нарушения ее эндокрин-
ного аппарата при алкогольной инток-
сикации (см. таблицу) . Следует преж-
де всего отметить значительную до-
стоверную гипериисулинемию, харак-
терную для всех групп больных с пато-
логией печени. В то же время обраща-
ет па себя внимание более существен-
ное увеличение содержания инсулина 
у больных с алкогольными поражения-
ми печени, чем у лиц с патологией не-
алкогольной природы (хроническим 
активным гепатитом вирусной этиоло-
гии в стадии обострения, первичным 
билиариым циррозом): базальный 
уровень инсулина при выраженной жи-
ровой дистрофии и циррозе алкоголь-
ной этиологии в 2,5—3 раза превышал 
нормальные величины ( р < 0 , 0 1 ) 
( р и с . 1 ) . 

В противоположность этому уровень 
С-пептида в крови всех групп больных 
б ы л, н а о б о р о т, по и иже и н ы м. Од н а к о 
если при хроническом активном гепа-
тите и первичном билиарном циррозе 
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Рис. J. Изменение уровня панкреатических 
гормонов и С-пептида в крови больных с ал-

когольной жировой дистрофией печени. 
А — г л ю к а гон; Б — и н с у л и н ; /3 — С - п е п т и д ; Г — отно-
ш е н и е и н с у л и и / С - п е и т н д ; с в е т л ы е с т о л б и к и — здо -
р о в ы е л ю д и ; з а ш т р и х о в а н н ы е — б о л ь н ы е с а л к о г о л ь -
ной ж и р о в о й д и с т р о ф и е й печени . З в е з д о ч к о й о т м е ч е -
н ы в е л и ч и н ы , д о с т о в е р н о о т л и ч а ю щ и е с я от т а к о в ы х 

у з д о р о в ы х л ю д е й ( р < 0 , 0 5 ) . 

это снижение оказалось недостовер-
ным из-за выраженных индивидуаль-
ных колебаний, то для заболеваний пе-
чени алкогольного происхождения ха-
рактерным было более существенное 
(в 2,5—3 раза) достоверное уменьше-
ние содержания С-пептида в сыворот-
ке крови. Таким образом, несмотря на 
повышенный уровень инсулина в пери-
ферической крови, исследование С-пеп-
тида позволило выявить гипофункцию 
Р - к л ето к п од ж ел уд оч пой ж ел ез ы п р и 
алкогольных поражениях печени. Это 
связано с тем, что уровень инсулина в 
периферической крови зависит от 
функционального состояния печени, 
которая в норме расщепляет более по-
ловины присутствующего в портальной 
крови инсулина [13]. При патологии 
печени его катаболизм в гепатоцитах 
понижается, что и является одной из 
существенных причин развития гипер-
инсулинемии. Вместе с тем уровень 
С-пептида в крови, как указывалось 
выше, в отличие от инсулина не зави-
сит от функционального состояния пе-
чени и отражает истинную секрецию 
инсулина и С-пептида (3-клетками под-
желудочной железы. 

Нарушение секреции инсулина при 
алкогольных поражениях печени осо-
бенно отчетливо прослеживалось при 
сопоставлении ее с секрецией С-пепти-
да : коэффициент инсулии/С-пептид 
был повышен в 5—8 раз ( р < 0 , 0 0 1 ) . 
Следует отметить, что если в норме 
уровень С-пептида в периферической 
крови натощак в молярном отношении 
в среднем в 5 раз превышал содержа-
ние в пей инсулина, что соответствует 
данным литературы [10], то при алко-
гольных заболеваниях печени их со-
держание в крови было практически 
одинаковым (см. таблицу) в связи с 
уменьшением секреции С-пептида и 

увеличением в крови содержания ин-
сул ии а. П р и веде 11 ны е данные с в иде -
тельствуют о более выраженной ин-
формативности радиоиммунологиче-
ского определения в крови С-пептида 
(по сравнению с инсулином) ввиду от-
сутствия его распада в печени. Эти ре-
зультаты находятся в соответствии с 
имеющимися в литературе сведениями 
о том, что изменения в соотношении 
инсулина и С-пептида могут быть ис-
пользо в а н ы как кр и тер ий в ыявлепи я 
нарушений в экстракции и метаболиз-
ме инсулина печенью [19, 20]. 

Снижение толерантности к нагрузке 
углеводами у больных с хроническими 
заболеваниями печени известно [17]. 
Однако сведений о взаимосвязи этих 
нарушений с выраженностью заболе-
вания и гормональными сдвигами име-
ется мало. У обследованных нами 
больных уровень глюкозы в крови па-
тощак в среднем (5 ,46+0,23 нмоль/л) 
не отличался от ее содержания у здо-
ровых (5,14±0,31 нмоль/л) . При про-
ведении теста на толерантность к глю-
козе у больных с выраженной алко-
гольной жировой дистрофией печени 
повышенный уровень глюкозы удер-
живался в течение 2—3 ч (рис. 2), в то 
время как у здоровых он возвращался 
к исходным величинам уже через 
60 мин. Таким образом, глюкозотоле-
рантный тест позволил выявить изме-
нения углеводного обмена при алко-
гольной интоксикации. При этом были 
еще раз подтверждены и нарушения 
секреции панкреатических гормонов: 

нмоль/л * * * 
ю-

• Ъ 

Рис. 2. Изменение пока-
зателей внутренней сск-

озо во 120 180мин реции поджелудочной 
железы в крови больных 

с алкогольной жировой дистрофией печени на 
фоне перорального глюкозотолераитиого теста. 
А — и н с у л и н ; В — С - п е п т и д ; Б — г л ю к о з а ; / ' — г л к ж а -
гон; Д о т н о ш е н и е и и с у л и п / С - п е п т и д ; 1 — з д о р о в ы е 
л ю д и ; 2 — б о л ь н ы е с а л к о г о л ь н о й ж и р о в о й д и с т р о -
фией печени , з в е з д о ч к о й о т м е ч е н ы з н а ч е н и я , д о е т п 
в е р н о о т л и ч а ю щ и е с я от и с х о д н о г о у р о в н и (р<0,05). 
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на рис. 2 четко видна более выражен-
ная и продолжительная по времени ги-
перинсулииемия у обследованных 
больных в ответ на гипергликемию. 
Сумма концентраций инсулина в сы-
воротке крови во время теста значи-
тельно превышала таковую у здоро-
вых (4,02+0,40 и 1,73+0,25 нмоль/л 
соответственно; р<С0,001). 

Исследование концентрации антаго-
ниста инсулина — глюкагоиа выявило 
увеличение его базального уровня в 
плазме крови всех групп больных, од-
нако оно было достоверным лишь при 
циррозе — как алкогольном, так и пер-
вичном билиарном (соответственно на 
62 и 40 % по сравнению со здоровыми; 
см. таблицу). Наблюдавшееся при 
этом возрастание (на 4 3 % ) содержа-
ния глюкагоиа у больных с алкоголь-
ной жировой дистрофией, которое ока-
залось недостоверным из-за значитель-
ных индивидуальных колебаний, еще 
более отчетливо проявилось на фоне 
нагрузки глюкозой. Известно, что в 
норме стимуляция секреции глюкаго-
иа а-к л етк а м и поджел уд о ч ной ж ел е-
зы происходит лишь при снижении 
концентрации глюкозы в крови; при 
этом гормон оказывает избирательное 
действие на печень, ускоряя гликогено-
лиз и способствуя повышению уровня 
глюкозы в крови. Однако при алко-
гольной жировой дистрофии, несмот-
ря на избыточное количество глюкозы 
в крови после нагрузки, увеличенная 
и и к р еци я г л юк а го н а п р о до л ж а л а с ь, в 
то время как у здоровых наблюдалось 
значительное снижение его уровня на 
30—60-й минуте (см. рис. 1). 

Менее значительное и более замед-
ленное во времени по сравнению с 
нормой уменьшение секреции глюкаго-
иа в ответ на введение глюкозы свиде-
тельствует о нарушении гормональ-
ной активности а-клеток поджелудоч-
ной железы при хронических алкоголь-
ных воздействиях. Эти данные пред-
ставляют интерес в связи с известной 
ролыо глюкагоиа в регуляции метабо-
лизма глюкозы [20]: повышенный 
уровень гормона в крови может в свою 
очередь способствовать развитию на-
рушений углеводного обмена при за-
болеваниях печени, в частности приво-
д и ть к г и п е р г л и ке м и и. 

Таким образом, результаты исследо-
вания свидетельствуют о нарушении 
инкретиой функции поджелудочной 
железы при алкогольных поражениях 

печени. При этом, несмотря на гипер-
инсулииемию, выявлено снижение 
а кти в I юс ти и г i су л я р и ого а п п ара т а, 
проявлением которого явилось умень-
шение содержания С-пептида в сыво-
ротке крови. Это соответствует дан-
ным литературы о сниженном уровне 
инсулина при хронических болезнях 
печени в портальной венозной крови, 
полученной с использованием катете-
ров [17]. При обсуждении патогенеза 
нарушений гормональной функции под-
желудочной железы у больных с алко-
го л ън ы м и заболевай и я м и печ е н и сле-
дует учитывать наличие при этом па-
тологии и поджелудочной железы, по-
скольку известно, что длительная ал-
когольная интоксикация приводит к 
развитию хронических панкр еатитов. 
Гормональные с д в и г и п о д д е р ж и в а юте я 
также факторами, включающими их 
взаимозависимую регуляцию: так, 
глюкагон стимулирует секрецию инсу-
лина |25], в то время как последний, 
действуя прямо на печень, подавляет 
эффекты глюкагоиа и его секрецию 
[12]. Следует, кроме того, учитывать 
возможное нарушение механизмов вза-
имодействия гормонов с клеткой, 
включающих систему рецепторов и 
медиаторов | 19], в связи с поврежде-
нием мембран гепатоцитов при пато-
логии печени. 

Результаты собственных исследова-
ний и анализ данных литературы по-
зволяют полагать, что патогенез рези-
стентности к инсулину и гипериисули-
немии при хронических заболеваниях 
печени включает в себя снижение ме-
таболизма данного гормона и его свя-
зывания в печени [2, 23]; снижение 
связывания инсулина рецепторами 
моноцитов и эритроцитов, являющееся 
вторичным по отношению к уменьше-
нию количества инсулиповых рецепто-
ров на клетку [14, 22]; пострецептор-
ные нарушения эффектов инсулина 
| 18 | ; повышенный уровень глюкагоиа 
у больных [4, 11, 16]. Тесная взаимо-
связь панкреатических гормонов с ме-
таболическими процессами в организ-
ме дает основание полагать, что нару-
шение секреции этих гормонов может 
привести к существенным расстройст-
вам многих сторон обмена веществ и 
способствовать хронизации болезни. 
С учетом этих фактов предпринимают-
ся попытки использования в клиииче-
с к о й п р а к т и к е и н су л и 11 - г л юк а го н о в i >i х 
иифузий для лечения алкогольных ге-
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патитов [8]. Полученные данные по-
зволяют также еще раз подчеркнуть 
существенное значение функциональ-
ного состояния печени для поддержа-
ния нормального уровня панкреатиче-
ских гормоиов в крови, что является 
одним из необходимых условий биохи-
мического гомеостаза. 
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STATE O F P A N C R E A S 1NCRETORY FUNC-
T I O N S IN A L C O H O L I M P A I R M E N T S O F 

LIVER T I S S U E 

A. S. Loginov, R. A. Vysotskaya 

Centra l Ins t i tu te of Gas t roen te ro logy , Moscow 

I m p a i r m e n t s in panc rea s incretory func t ions 
were detected in pa t i en t s with chronic liver di-
seases of alcohol e t io logy (lipid dys t rophy, 
cirrhosis) a f t e r r ad io immunolog ic examina t ion 
of immunoreac t ive insulin, C-pcpt ide and glu-
cagon in blood under these condi t ions and du-
r ing g lucose- to lerance test . Mechan i sms of re-
s is tance to insul in and to hyper insul inemia 
under condi t ions of these pa thologica l s ta tes 
are considered. Role of liver t issue h a s been 
emphas ized in m a i n t a i n i n g of blood pancrea t ic 
ho rmones level. 
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С. А. Моренкова, Т. У. Табуцадзе, Л. М. Федорова 

В Л И Я Н И Е Р А З Л И Ч Н Ы Х В А Р И А Н Т О В В Д Г О Т О М И И 
НА С И Н Т Е З П Р О С Т Д Г Л А Н Д И Н О В (Е, F 2 a ) , 

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

П Р И Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Х Я З В А Х У К Р Ы С 

Институт хирургии им. А. В. Вишневского AM1I СССР, Москва 

Известно, что в разных отделах же-
лудочно-кишечного тракта животных и 
чело в е к а си нтез и руется ши роки й 
спектр биологически активных мета-
болитов арахидоновой кислоты: про-
стагландины (ПГ) , простациклин, 

тромбоксаи Л2 И др. [3, 2]. По-види-
мому, данная группа регуляторов вну-
триклеточного метаболизма играет су-
щественную роль в физиологии и па-
тофизиологии желудочно-кишечного 
тракта [8], поскольку имеются сведе-

109, 



•Юг о 
20 f-

Ш м 
12345 12345 12345 12345 

Рис. I. Влияние различных вариантов вагото-
мии иа синтез П Г и ПГ-подобных соединений 

в фундальном отделе желудка крыс. 
З д е с ь и на р и с . 2 и 3: по оси о р д и н а т с л е в а — с о д е р -
ж а н и е П Г Е 2 ( а ) и П Г Р . , а ( б ) ; с п р а в а - — 6 - к е т о -
П Г Г ' ш и Т Х В 2 (г) (в иг н а I мг б е л к а з а 
10 м и н ) . У — к о н т р о л ь , 2 — ц и с т е а м и н , 3 — ц и с т е -
а м и н + П В , 4 — ц и с т е а м и н -!- И В , 5 — ц и с т е а м и н -Ь 

+ С П В. 

при 37 °С и постоянном встряхивании. Р е а к ц и ю 
останавливали добавлением 5,6 % муравьиной 
кислоты до рН 3,0—3,5 и пробы экстрагирова-
ли д в а ж д ы 5-кратиыми объемами этилацетата . 
Органическую фазу после центрифугирования 
объединяли, выпаривали в токе азота или под 
вакуумом при 45 °С. Затем для разделения П Г 
иа группы Е и F2CC проводили колоночную хро-
матографию на кремневой кислоте, 100— 
200 меш («Bio Rad», США) по методу [5} Ко-
личественное определение ПГЕ 2 , n r F L > a , тром-
боксапа В2 (ТХВ2) и простациклина осущест-
вляли радиоиммунологическим методом с по-
мощью стандартных наборов фирмы «Clinical 
assays», США. Белок определяли по Лоури |7 | . 
Результаты в ы р а ж а л и в пикограммах на I мг 
белка за 10 мин. 

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

ния о непосредственном участии ПГ-
подобиых веществ в регуляции секре-
ции соляной кислоты [10], образовании 
защитной слизи [4], влиянии их на 
транспорт ионов [9], роли этих соеди-
нений в механизме цитопротекции [8, 
1 11, регенерации эпителия слизистой 
оболочки [6| и др. Это дает основание 
предполагать, что эндогенные биоре-
гуляторы (ПГ и другие, подобные им 
вещества) могут иметь непосредствен-
ное отношение к патогенезу язвооб-
разоваиия. 

В этой связи целью настоящей ра-
боты явилось исследование активности 
синтеза ПГ и ПГ-подобных соедине-
ний и их соотношения в разных отде-
лах слизистой оболочки гастродуоде-
иальной зоны у крыс под влиянием 
ваготомии в условиях эксперименталь-
ной язвы двенадцатиперстной кишки. 

М е т о д и к а 
Работа выполнена иа крысах-самках Вистар 

массой 160—180 г. Язвенную болезнь двенад-
цатиперстной кишки вызывали однократной 
подкожной инъекцией цистеамииа («Fluka», 
Швейцария) в дозе 30 мг на 100 г по мето-
ду [13]. Через сутки после введения цистеами-
иа животных подвергали одному из 3 вариан-
тов поддиафрагмальиой ваготомии: 1) полной 
стволовой (ПВ) , 2) неполной, с перерезкой 
одного ствола вагуса (11В), 3) проксимальной 
селективной, с перерезкой отдельных веточек 
вагуса (СПВ) . Через 2 мед после операции 
извлекали слизистую оболочку антралыюго и 
фундаментального отделов желудка и двенад-
цатиперстной кишки, фиксировали в жидком 
азоте и хранили при —70° до использования. 
Во всех случаях осуществляли визуальный и 
морфологический контроль. Крысы, получавшие 
цистеамин и не подвергавшиеся оперативному 
вмешательству, а т а к ж е интактпые животные 
служили контролем. 

Перед анализом навески слизистой оболоч-
ки (10—20 мг) гомогенизировали в 0,05 М 
трис-HCI буфере рН 8,5 и инкубировали 10 мин 

Как видно иа рис. 1, разные вариан-
ты ваготомии на фоне введении ци-
стеамииа неодинаково влияют па сип-
тез ПГЕ2 , П Г Р 2 а , 6 -кето-ПГР 1 а (ста-
б и л ьмый метаболит простациклипа) и 
ТХВ2 в слизистой оболочке фундаль-
иого отдела желудка. Так, при пол-
ной стволовой ваготомии, при которой 
происходит полная денервация всех 
отделов гастродуоденальиой зоны, а 
также печени, желчного пузыря, под-
желудочной железы 111, значительно 
снижается синтез всех типов нроста-
гландииов по сравнению с интактны-
м и животными. Н е п о л н а я стволовая 
ваготом ия а ктивирует пода влен н ый 
цистеамином синтез ПГЕ 2 и 6-кето-
ПГР | ( Х и несколько подавляет образо-
вание П Г Р 2 а и ТХВ2. Селективная 
проксимальная ваготомия, не на руша-
ю щ а я и и и е р в а ц и и п ил о р одуоде и а л ъ н о -
го отдела желудка, способствует повы-
шению синтеза ПГЕ 2 и 6-кето-ПГР 1 а , 
подавленному соответственно в 3 и 
2,2 раза, у животных, подвергавшихся 
действию цистеамииа. Увеличенный 
после введения цистеамииа биосинтез 
ПГР 2 а и ТХВ2 снижается под влия-
нием селективной проксимальной ва-
готомии в 1,3 и 1,8 раза соответствен-
но. Эти данные согласуются с резуль-
татами, свидетельствующими о том, 
что образование язвенного дефекта в 
желудке и двенадцатиперстной кишке 
может вызываться активацией синтеза 
ПГ1 " 2а и особенно 1ХВ2, который, 
кроме сильнейшего вазоконстриктор-
ного действия, вызывает микро- и 
макротромбозы за счет индукции агре-
гации тромбоцитов [2, 14, 15]. 

Более существенные изменения бы-
ли обнаружены в а и гральном отделе 
желудка (рис. 2). Введение цистеами-
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Рис. 2. Влияние различных вариантов вагото-
мии иа синтез ПГ и ПГ-подобных соединений 

в антральном отделе желудка . 

на снижает синтез ПГЕ 2 и 6-кето-
n r F l a по-, сравнению с таковым ин-
тактных животных (в 2,3 и 1,7 раза 
соответственно). Как и в слизистой 
оболочке фундальной части желудка , 
полная стволовая ваготомия приво-
дит к значительному угнетению обра-
зования всех типов ПГ. Проксималь-
ная селективная ваготомия не норма-
лизует полностью синтез ПГЕ 2 , но 
значительно активирует образование 
6-кето-1 l P F l a по сравнению с интакт-
ными животными (в 1,5 р а з а ) . Следу-
ет особо подчеркнуть, что в этой ча-
сти желудка наиболее резко (в 7,3 
раза ) активирован биосинтез ТХВ2 и 
I i р о кс и м а л ь пая сел е кти в и а я в а готом и я 
снижает его образование лишь в 
1,6 раза относительно максимума его 
образования. Микроскопически в этой 
части желудка после введения цисте-
амииа наблюдались многочисленные 
эрозии, число которы х з и а ч ител ь и о 
сокращалось после операции. Наблю-
далась взаимосвязь между активаци-
ей синтеза ТХВ2 и П Г Р 2 а и количест-
вом эрозивных повреждений. 

Наиболее характерные изменения 
выявлены в слизистой оболочке две-
надцатиперстной кишки (рис. 3) . Об-
разование ПГЕ 2 И 6 -кето -ПГР 1 а пос-
ле введения цистеамииа падает соот-
ветственно в 3,9 и 2,0 раза относи-
тельно показателей интактных живот-
н ы х. Проксимальная селе к т и в мая в а -
готомия наиболее существенно (в 3,6 
раза ) стимулирует синтез 6-кето-
ПГГ 7

1 а . В слизистой оболочке двенад-
цатиперстной кишки, где и локализу-
ется язвенный дефект, образование 
ТХВ2 выражено в большей степени, 
чем во всех остальных отделах гаст-
родуодеиалы-юй зоны. Кроме того, сле-
дует отметить, что возрастающий пос-
ле введения цистеамииа в 11,1 раза 
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Рис. 3. Влияние различных вариантов вагото-
мии па синтез ПГ и ПГ-подобных соединений 
в слизистой оболочке двенадцатиперстной 

кишки. 

синтез ТХВ2 в слизистой оболочке 
двенадцатиперстной кишки (по срав-
нению с интактиыми животными) рез-
ко снижается только под влиянием се-
лективной проксимальной ваготомии. 

Таким образом п о д д и а ф р а г м а л ь н а я 
селективная проксимальная ваготомия 
активирует синтез тех групп ПГ 
(ПГЕ 2 И 6 - к е т о - П Г Р 1 а ) , которые про-
являют цитопротекторный и секрето-
регулирующий эффекты в слизистой 
оболочке гастродуодеиальной зоны и 
тормозит образование соединений 
(Г1ГР2а и ТХВ 2 ) , оказывающих по-
в р е ж д а ю щ е е действие па органы 
и ткани. Вероятно, селективная прок-
симальная ваготомия, вызывая ука-
занные метаболические сдвиги, мо-
жет способствовать нормализации 
секреции соляной кислоты и заживле -
нию язв в двенадцатиперстной кишке. 
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E F F E C T O F VARIOUS TYPES O F VAGOTOMY ON S Y N T H E S I S O F P R O S T A G L A N D I N S 
L AND F 2 a . T H R O M B O X A N E AND PROSTACYCL1NE IN M U C O S E O F G A S T R O D U O D E -

NAL AREA IN E X P E R I M E N T A L ULCER O F RATS 

A. Morenkova, T. U. Tabutsadze, L. M. Fedorova 

A. V. Vishnevsky Ins t i tu te of Surge ry , Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Sunthes i s of p r o s t a g l a n d i n s E2 and 
( ^ ^ Е г , P G F 2 a ) th romboxane B 2 (TXB 2 ) and 

pros tacycl ine (PG1) was studied in rnucose of 
g a s t r o d u o d e n a l area under condi t ions of expe-
r imenta l ulcer in r a t s a f te r complete t runca l 
vago tomy as well as a f t e r incomplete v a g o t o m y 
involving dissection of one v a g u s t runk, pro-
ximal selective dissection, dissection of v a g u s 
nerve. Es t imat ion of PGE 2 , PGF 2 ( X , TXB2 and 
PGI biosynthesis in mucose of s tomach f u n d a l 
and an th ra l p a r t s and in duodenal rnucose sho-
wed tha t dissection of v a g u s nerve, as compa-
red with complete t runca l vago tomy or with 

dissection cf one v a g u s t runk, was the most 
effect ive type of opera t ion in ulcers of duode-
num. After this opera t ion the synthes is of tne 
eucosano ids ( P G E 2 and P G I ) was act ivated, 
which caused eytoprotect ivc and secrete-regula-
t ing effects , while product ion of P G E 2 and 
T X B 2 a ( the t i ssue-de ter iora t ing subs tances) 
was inhibited. Dissect ion of v a g u s nerve ap-
pears to cont r ibute to secretion of hydrogen 
chloride in s tomach as well as to accelerate 
repara t ive processes in ga s t roduodena l mucose 
via the metabol ic mechan i sms studied. 
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С В О В О Д H O P А Д И КАЛ ЬН Ы Й М Е Х А Н И З М О К И С Л Е Н И Я 
Г О М О Г Е Н Т И З И Н О В О Й К И С Л О Т Ы ПРИ А Л К А П Т О Н У Р И И 

Центральный травматологии и ортопедии им. 11. Н. Приорова , Москва 

Гомогентизиновая кислота (ГТК) 
и и т ф м е д и а т в метаболизме тирози-
на - окисляется в малеилацетоуксус-
ную кислоту в реакции, катализируе-
мом гомогентизат-1,2-диоксигеназой 
(КФ 1.13.11.5), содержащей Fe2 h . На-
следственное заболевание, при кото-
ром ген, ответственный за синтез дан-
ной оксигеиазы, дефектен, носит на-
звание алкаптонурии (гомогеитизип-
урии, охроноза). ГГК выделяется с 
мочой и при добавлении щелочи окис-
ляется с образованием 1,4-бензохи-
пон-2-уксусной кислоты и продуктов 
ее полимеризации [3], что сопровож-
дается характерным потемнением мо-
чи. Химизм автоокисления ГГК в 
тканях, как предполагают, аналоги-
чен. Известно, что автоокисление ор-
ганических веществ в щелочной среде 
может происходить с генерацией су-
пероксидного радикала (О^Г). Д л я ГГК 
подобный механизм не обсуждался. 

М е т о д и к а 

Суточную мочу больных алкаптонурией или 
допоров собирали в емкости из темного стек-
ла, содержащие 10 мл ледяной уксусной кие-
лоты иод слой (0,5 ем) вазелинового масла 
дли предотвращения контакта мочи с возду-
хом. Количество ГГК в моче определяли по 
предложенному ранее методу [1]. Все спектро-
фотометрические измерения проводили па ап-
парате «Веекгпап-5260» (США) . Восстаиовле-
ние дитохрома в инкубационной среде (3,0 мл) , 
содержащей 0,05 М трис-ITCl буфер p l l 7,4, 
20 мкМ дитохрома с («Serva», Ф Р Г ) и различ-
ные количества исследуемой мочи, регистриро-
вали при 37 °С по изменению оптической плот-
ности при 550 нм. Д л я определения доли 

-зависимого восстановления дитохрома в 
инкубационную среду добавляли очищенный 
препарат супероксиддисмутазы (СОД; КФ 
1.15.1.1) в конечной концентрации 200 е д - м л - 1 . 
Активность С О Д определяли в ксаитипокси-
дазной системе [9]. Количество восстановлен-
ного дитохрома с рассчитывали с использова-
нием коэффициента молярной экстиикции 
2,1-104 М - ' Х с м - 1 . В работе применяли альбу-
мин сыворотки крови человека, квердстии, ци-
стеамин («Serva», Ф Р Г ) , восстановленный глу-

112, 



Рис. I. Спектр погло-
щении мочи д о н о р а 
(D) и больного ал-
каптомурией (Л) п 
з ависимости от време-

ни инкубации. 
По оси абсцисс — длима 
волны (в нм) , но оси ор-
д и н а т — оптическая плот-
ность. И з м е н е н и е оптиче-
ской плотности регистри-
ровали в течение 30 мин 
после н а ч а л а и н к у б а ц и и 
(> мкл мочи в 0,05 М 
трис-I ICl буфере р Н 7,4 
при 25 °С с и н т е р в а л о м 

10 мин. 

татион , д с г и д р о а с к о р б и и о в у ю кислоту («Sig-
ma», С Ш А ) , Э Д Т А , N A D H , N A D P H , A D P , А Т Р 
( « R e a n a b , В Н Р ) . О с т а л ь н ы е р е а к т и в ы были оте-

чественного производства к в а л и ф и к а ц и и ч. д. а. 

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

В суточной моче больных алкапто-
нурией концентрация ГТК составляла 
не менее 4,8 г - л - 1 , тогда как у доно-
ров ее не обнаруживалось. При такой 
концентрации ГТК легко идентифици-
ровалась даже при разведении в 500 
раз но спектру поглощения с макси-
мумом при 290 им. Инкубация мочи, 
соде р ж а ще й Г Г К, в с л а бощел очной 
среде приводила к уменьшению мак-
симума при 290 им, которое сопро-
вождалось появлением и увеличением 
максимума при 250 им (рис. 1), явля-
ющегося характерным для \ ,4-бепзо-
хинон-2-уксусной кислоты — продук-
та неферментативного окисления ГТК 
[4|. Защелачиваиие среды инкубации 
увеличивало скорость окисления ГГК, 
оцениваемую по изменению оптиче-
ской плотности при 290 нм (табл. 1). 
Этанол, СОД и дегидроаскорбиновая 
кислота не оказывали влияния на ско-
рость окисления ГГК, тогда как ас-
корбиновая кислота и кверцетии тор-
мозили ее на 5 0 % , а восстановленный 
глутатиоп, цистеамин и ионол — на 
40, 30 и 20 % соответственно. Полное 
иигибировапие окисления ГГК в ис-
следуемой системе было достигнуто 
при 1 -10~3 М концентрации ЭДТА, что 
свидетельствует о вовлечении в реак-
цию свободных ионов металлов. В це-
лом эти данные указывают на свобод-
иорадикальный механизм процесса, 
протекающего без участия гидрок-

Т а б л и ц а 1 

Влияние некоторых соединений на окисление 
П К и моче больного алкаптоиурией 

С о е д и н е н и е 
К о и ц е н т р а -

| [ и я, А1 V v n 

Трио-НС 1 буфер рН 9 ,0 5 - 1 0 " 2 1 0 , 0 
Этанол 5 - 1 0 2 1 , 0 
сод З З З е д - м л - 1 1 , 0 
Дегидроаскорбиновая 

1 , 0 

кислота 1,5- 10"6 1 , 0 
Ионол 7 - 1 0 - 5 0 , 8 
Цистеамин 1 , 2 -К)-* 0 , 7 
В осста и овле и 11 ы й гл у -

0 , 7 

татион 1 , 2 - 1 0 ~ 5 0 , 6 
Аскорби 11 ова я кислота 1 , 5 - 1 0 " 5 0 , 5 
Кверцетии 1 , 5 - 1 0 ~ б 0 , 5 
Э Д Т А М О " 3 0 

П р и м е ч а н и е. VI и V I I — н а ч а л ь н а я ско-
рость (в м и н - 1 ) изменения оптической плотнос-
ти при 290 им в присутствии и в отсутствие ис-
следуемого реагента соответственно. Условия 
проведения реакции приведены па рис. 1. В слу-
чае использования аскорбиновой кислоты учиты-
валась скорость ее окисления . Здесь и в табл. 2 
представлены средние результатов 3 измерений. 

сильного (неэффективность этанола) 
и супероксидного (неэффективность 
СОД) радикалов. 

В практическом отношении важно, 
что уменьшение оптической плотно-
сти при 290 нм, сочетающееся с ее по-
вышением при 250 нм, при защелачи-
вании среды и предупреждение этих 
изменений при добавлении ЭДТА мо-
жет быть использовано как быстрый, 
чувствительный и не требующий спе-
циальных реагентов метод идентифи-
кации и количественного определения 
ГТК в моче. 

Известно, что окисление гидрохиио-
нов до хиноиов опосредовано образо-
ванием семихииоиов, которые могут 
принимать участие в различных ево-
бодиорадикальпых реакциях, в том 
числе в переносе электрона иа моле-
кулярный кислород с образованием 
О2 [2, 1()|. Чтобы обнаружить появ-
ление О-Г при окислении ГГК, соде^ 
жащейся в моче, использовали ипги-
бируемое СОД восстановление цито-
хрома с в качестве системы индикации 
О Г [ 6 ] . 

Добавление мочи больного алкапто-
иурией (но не донора) в инкубацион-
ную среду, содержащую цитохром с, 
вызывает восстановление последнего 
(рис. 2), при этом начальная ско-
рость реакции линейно зависит от ко-
личества мочи, содержащей ГГК 

250 320 
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Рис. 2. Кинетика 
восстановления ди-
тохрома с мочой 
больного алкапто-

иурией. 
П о оси абсцисс — 
время (в мин); объ-
ем о б р а з ц а мочи 

0,5 мкл. 

(рис. 3). СОД уменьшала скорость 
восстановления дитохрома примерно 
на 3 0 % (рис. 3). Увеличение рН сре-
ды вызывало повышение скорости как 
Ojf-зависимого, так и 0<Г-независимо-
го пути восстановления дитохрома 
(табл. 2). Замена трис-HCl буфера на 
эквимолярный фосфатный буфер с 
одинаковым рН (7,4) приводила к 
снижению скорости восстановления 
дитохрома в дайной системе почти в 
2 раза (см. табл. 2). Кальций, NADU, 
NADPH, ADP, ATP не оказывали су-
щественного влияния, тогда как аль-
бумин сыворотки крови уменьшал ско-
рость восстановления дитохрома с в 
4,5 раза. Медь, железо и марганец 
вызывали увеличение скорости про-
цесса, а ЭДТА полностью ингибиро-
вал 02~ -зависимое и ( ^ - н е з а в и с и м о е 
восстановление цитохрома (см. табл. 
2). 

Таким образом, при наличии кисло-
рода, ионов металлов переменной ва-
лентности и щелочной среды происхо-
дит окисление ГГК по свободноради-
кальному механизму с образованием 
семихинонов и 02~- Процесс удается 
смоделировать при использовании мо-
чи больных алкаптоиурией, что указы-
вает на свободнорадикальный харак-
тер возникновения ведущего клиниче-

T а б л и ц а 2 

Влияние некоторых соединений на восстановле-
ние цитохрома с мочой больного алкаптоиурией 

Рис. 3. Зависимость скорости восстановления 
цитохрома с от количества мочи больного ал-
каптоиурией в отсутствие (1) и в присутствии 

(2) супероксиддисмутазы. 
По оси абсцисс — количество мочи (в мкл) . по оси 
о р д и н а т — скорость восстановлении (в имоль • мин- 1 ) . 

1 Соотноше - ® о пне путей О ° 
восстанов - а 5 

лен и я 1 цито-

С о е д и н е н и е 
К о н ц е н т - х р о м а с, % 

i f С о е д и н е н и е р а ц и я , 1 н 
M Я <и S 03 J X 

а к s СП tu О к 

1 CN 5 
О Ю 

| <N s 
О и 

1 » 

Контроль: 
рН 7,4 69 31 100 
рН 7,8 68 32 180 

Фосфатный буфер 
р Н 7,4 73 27 52 

NAD IT 5 - 1 0 " 5 67 33 100 
N A D P H 5-10~ 5 72 28 100 
ADP 5 - 1 0 " 5 68 32 41 
A T P 5- 1С)"5 78 22 80 
Альбумин сыворот-

ки крови челове-
22 ка 3 -10~ 5 71 29 22 

CaCIo 3 - 1 0 " 3 70 30 94 
C u S 0 4 5-10~ 6 75 25 184 
F e S 0 4 ь ю - 5 78 22 140 
M n S 0 4 М О " 5 72 28 156 
Э Д Т А М О " 3 0 0 0< 

Г1 р и м е ч а н и е. Условия измерений как на 
рис. 2. 

ского симптома этого заболевания 
потемнения мочи при ее защелачива-
нии. 

Доказательства свободиорадикаль-
ного механизма окисления ГГК суще-
ственно дополняют представления о 
патогенезе дегенеративных изменений 
соединительнотка нны х образовани i i 
при охроиозе. Считают, что основным 
механизмом патологии суставов, хря-
щей, сосудов при алкаптонурии явля-
ется связывание продуктов окисления 
ГГК с коллагеном |8, 111. Вместе с 
тем известно, что системы генерации 
0 2 обладают цитотоксичностыо, спо-
собны вызывать повреждение сосуди-
стой стенки, деградацию коллагена и 
гиалуроиовой кислоты [5, 6]. Естест-
венно предположить, что опосредован-
ная 02~ или семихиионом ГТК сво-
боднорадикальная деструкция клеток 
и биополимеров является одним из 
механизмов патогенеза «охронозных» 
и з м е н е н и й с о е д и н и т е л ь н о т к а н н ы х 

структур. 
Лечение больных алкаптоиурией сво-

дится к назначению больших доз ас-
корбиновой кислоты, что нередко не 
дает эффекта [7]. Приведенные выше 
данные о торможении окисления ГГК 
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антиоксидантами различного механиз-
ма действия (см. табл. I) позволяют 
ожидать, что сочетание антиоксидан-
тов благодаря неодинаковым фарма-
к о д и н а м и ч е с к и м и ф а р м а к о к и н е т и ч е -
ским свойствам может быть более 
благоприятным. Напротив, назначение 
больным щелочных препаратов, солей 
металлов переменной валентности, ди-
ет или процедур, способствующих воз-
никновению алкалоза , следует прово-
дить с осторожностью. 
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F R E E RADICAL OXIDATION O F H O M O G E N -
T I S I N I C ACID IN A L K A P T O N U R I A 

A. M. Gerasiinov, A. S. Zakharov 

Centra l Ins t i tu te of T r a u m a t o l o g y and Ortho-
pedics, Moscow 

Non-enzymat ic oxida t ion in a lkal ine media 
of homogent i s in ic acid, excreted with ur ine in 
a lkap tonur ia , involved free radical mechanism. 
The oxidat ive process was accompanied by pro-
duct ion of superoxide anion 0 and required 
metal cat ions. Free radical des t ruc t ion of cells 
and biopolymers via or homogent i s in ic acid 
semiquinone appea r s to be one of pa thogene t i c 
mechan i sms responsible for impa i rmen t of con-
nective tissue s t ruc tu res in pa t i en t s with alkap-
tonur ia . 

У Д К 6M>.89-008.441.1-07:[616.452-008.6 + 616.839-008.1]-072.7:615.31:547.583.5 

В. II. Васильев, В. С. Чугунов, JL М. Дербенева, М. С. Еремеев 

П Р О Б А С L - Д О Ф А У Б О Л Ь Н Ы Х ПРИ Н Е В Р О З Е 
Н А В Я З Ч И В Ы Х С Т Р А Х О В 

Мейрогормональиая лаборатория Клинической специализированной больницы № 8 
им. Соловьева, Москва 

Введение в организм L-ДОФА, яв-
ляющуюся физиологическим предше-
ственником дофамина, вызывает ряд 
изменений в обмене катехоламинов, 
в частности увеличение синтеза доф-
амина, норадреналина и их метаболи-
тов в различных отделах головного 
[16, 19, 21] и спинного мозга [18], а 
также активацию вненадпочечниково-
го синтеза адреналина |10|. 

Большая часть L-ДОФА ассимили-
руется и метаболизируется различны-
ми тканями и органами [20, 22] и 
лишь 10—20% его проникает через 
гематоэицефалический барьер (ГЭБ) 
и захватывается тканями мозга [14, 
15]. Прохождение препарата через 
ГЭБ осуществляется с постоянной ско-
ростью и зависит от состояния эпите-
лия сосудистых сплетений [14], но мо-
жет изменяться под воздействием раз-
личных факторов | 13|. 

Физиологические эффекты L-ДОФА 
весьма различны, охватывают нервно-
мышечную, сердечно-сосудистую, пи-
щеварительную и другие системы ор-
ганизма и могут определяться как пе-
риферическим |8, 24], так и централь-
ным декарбоксилированием препарата 
[9, 17]. 

Эффекты центрального действия 
препарата проявляются тем отчетли-
вее, чем меньше изменения, связан-
ные с его периферической ассимиля-
цией. Вероятность последних снижает-
ся при низких дозах изучаемого пре-
парата. Это особенно важно, когда он 
используется в качестве пробы с 
целыо выявления синтетических и 
функциональных возможностей симпа-
тико-адреналовой системы (САС). 
Непосредственное участие этой систе-
мы в адаптивных реакциях организма 
общеизвестно. Одним из признаков на-
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рушения адаптативных процессов при 
воздействии стрессогенного фактора 
является развитие невроза, сопровож-
д а ющееся в ы раженными и а р у ш е и и я м и 
деятельности САС |1—3, 5, 6]. 

Предложенная 13. И. Васильевым 
проба с 0,1 г L-ДОФЛ для установле-
ния функциональных возможностей 
САС позволяет судить о реактивности 
и синтетических возможностях САС и 
выявить нарушения в синтезе кате-
холамииов [2, 3]. 

Целыо настоящей работы было изу-
чение особенностей синтетических и 
функциональных возможностей САС у 
больных неврозом навязчивых стра-
хов в группах, изначально различаю-
щихся по активности САС, определяе-
мо й методом адренограмм [6]. 

М е т о д и к а 

Исследовали влияние пероралыюго приема 
0,1 г L - Д О Ф Л иа экскрецию с мочой катехол-
амипов и Д О Ф А у больных мужчин и женщин 
при неврозе навязчивых страхов. В клинических 
условиях обследовано 35 женщин и 30 мужчин 
с данной патологией в возрасте 25—45 лет. 
Экскрецию адреналина, иорадреналина, доф-
амина и их общего предшественника Д О Ф А 
определяли флюориметрическим модифициро-
ванным методом Euler и Lischaiko. 

Мочу собирали в течение 2 сут в следующие 
временные интервалы: 9—12, 12—16, 16—20, 
20—9 ч. Первые сутки были контрольными: у 
больных были отменены все воздействия (пре-
параты исключали за 3 дня до исследования) , 
на вторые сутки в 9 ч утра больным давали 
per os 0,1 г L-ДОФА. 

Полученные результаты сравнивали с дан-
ными 80 клинически здоровых людей того ж е 
возраста, обследованных в адекватных усло-
виях [5]. 

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

При проведении пробы с L-ДОФА 
было выявлено наличие двух противо-
положных реакций. У 70 % женщин и 
63 % мужчин с данной патологией от-
мечалось значительное увеличение экс-
креции иорадреналина, что может сви-
детельствовать об активации биосин-
теза этого амина. В остальных слу-
ч а я х 11 а б л ю д а л ос ь резкое снижение 
э кс к р ец и и и ор а др е на л ина вплот ь до 
полного его отсутствия в течение 2 и 
более рассматриваемых периодов су-
ток, что может указывать на «блок» 
синтеза иорадреналина. 

При этом в случаях с усилением 
экскреции иорадреналина ее исходный 
фон был в 1,5—2 раза ниже, чем у 
здоровых людей, и в 2—3 раза ниже, 

чем у больных, прием которыми L-
Д О Ф А вызывал снижение экскреции 
иорадреналина. Так, если при первом 
типе реакции у женщин суточная экс-
креция иорадреналина возрастала с 
5,34=0,8 до 15,4;=h0,9 мкг, а у муж-
чин— с 3,24=0,4 до 15,64=1,3 мкг, то 
при втором типе суточная экскреция 
снижалась у женщин с 12,2.±2,4 до 
6,34=1,0 мкг и у мужчин с 15,34= 1,0 до 
8,04=0,8 мкг. 

Эти данные позволяют дифференци-
ровать казавшуюся однородной груп-
пу больных по потенциальным воз-
можностям в синтезе катехоламииов, 
однако вскрыть более детальные раз-
личия, косвенно указывающие па ха-
рактер нарушений в цепи синтеза ка-
техоламииов, удалось лишь при деле-
нии больных на 3 группы в зависимо-
сти от типа функционирования САС: 
адреналового (А-тип), норадреналово-
го (НА-тип) и смешанного (А + НА-
тип), а также при изучении измене-
ний экскреции катехоламииов в тече-
ние суток [6]. 

1-я группа с А-типом функциониро-
вания САС характеризовалась значи-
тельным нарушением суточного ритма 
экскреции катехоламииов [5]. В ответ 
па пробу с L-ДОФА у женщин этой 
группы в утреннее время экскреция 
всех катехоламииов возрастала в 2,5 
3,5 раза, немета бол изирова иного ДО-
ФА — в 7 раз и иорадреналина — в 
14 раз при 2-кратном угнетении экс-
креции адреналина в дневное время. 
Э к с крец и я 11 о р а дреналина з н а читсл ь -
но снижалась в вечернее время, оста-
ваясь, однако, повышенной в 1,7 раза 
по сравнению с фоном. В ночное вре-
мя выявлено 2-кратное угнетение экс-
креции дофамина и резкое снижение 
экскреции порадреналипа на фоне тен-
денции к повышению экскреции адре-
налина (рис. 1). 

У мужчин этой группы основные за-
кономерности изменений экскреции ка-
техоламииов оставались такими же, 
но реакции были более выражены: 
и а фоне 4-кратного увеличения выде-
ления неметабол изирова иного Д О Ф А 
наблюдалось 7-кратное увеличение 
экскреции дофамина и 30-кратное 
иорадреналина. В дневное время экс-
креция иорадреналина снижалась, ос-
таваясь, однако, в 6 раз выше конт-
роля на фоне полного прекращения 
экскреции дофамина. В вечернее вре-
мя э кс к р е ц и я д о ф амина несколько 
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Рис. I. Проба с L - Д О Ф Л у больных неврозом 
навязчивых страхов 1-й (1) и 2-й (11) группы. 
З д е с ь и на р и с . 2 и 3 д а н н ы е п р е д с т а в л е н ы в п р о -
ц е н т а х о т и с х о д н о й э к с к р е ц и и в к о н т р о л ь н о е в р е м я . 
П о оси а б с ц и с с — в р е м я с у т о к . С в е т л ы й с т о л б и к — 
э к с к р е ц и я Д О Ф А , с т о л б и к со ш т р и х о в к о й — э к с к р е ц и я 
д о ф а м и н а , с т о л б и к с д в о й н о й ш т р и х о в к о й — э к с к р е -
ц и я и о р а д р е н а л и н а , т е м н ы й с т о л б и к — э к с к р е ц и я а д -
р е н а л и н а . К р е с т и к — р < 0 , 0 5 п о с р а в н е н и ю с к о н т -
р о л е м , к р у ж о к - р < 0 , 0 5 п о с р а в н е н и ю с п о к а з а т е л я -

ми у з д о р о в ы х л ю д е й . 

активизировалась по сравнению с 
дневной, но все еще оставалась в 
3 раза ниже контроля, при этом в 
2,5 раза увеличивалась экскреция ад-
реналина (рис. 1). 

Сравнивая данные этой группы с 
реакцией здоровых людей (рис. 2) , 
можно отметить, что реактивность 
САС у больных значительно выше, чем 
у здоровых, причем это отличие более 
выражено у мужчин, чем у женщин. 
Развитие реакции не только в утрен-
нее время, но и в последующие перио-
ды суток указывает на достаточно 
высокие синтетические возможности 
системы. Одновременное резкое уве-
личение экскреции катехоламииов в 
первые часы после введения L-ДОФЛ 
может свидетельствовать о повышен-
ной а ктивиости ферментов системы 
иорадреналина. 

2-я группа больных также имела 
А-тип функционирования САС с мо-
нотонным спадом экскреции адрена-
лина от утреннего времени к ночному, 
что указывает на нарушение суточно-
го ритма. Проба с L-ДОФА в этой 
группе у женщин в утреннее время вы-
явила резкое угнетение экскреции 
дофамина и адреналина при 5-крат-
ном увеличении экскреции иорадрена-

лина. В дневное время отмечалось 2-
кратное повышение экскреции дофа-
мина по сравнению с контролем, в 
вечернее время введение этого медиа-
тора снижалось до половины. Экскре-
ция адреналина оставалась на уровне 
контроля, а иорадреналина увеличи-
валась в 6 раз. В ночное время выве-
дение дофамина увеличивалось в 
2,5 раза, а иорадреналина несколько 
снижалось по сравнению с таковым в 
вечернее время, но оставалось все же 
в 4 раза выше контроля (см. рис. 1). 

У мужчин реакция па прием L-
ДОФА в утреннее время несколько 
отличалась от таковой у женщин за 
счет отсутствия изменений в экскре-
ции дофамина. В дневное время это 
отличие выражалось в тенденции к 
угнетению экскреции всех катехолами-
иов на фоне повышения до 4 раз экс-
креции ДОФА с усилением экскреции 
катехоламииов в вечернее время, осо-
бенно дофамина (в 5 раз) , и общего 
снижения — в ночное время (см. рис. 
о -

Эти данные свидетельствуют о хо-
рошей реактивности больных этой 
группы па фоне высоких синтетиче-
ских возможностей и сохранности ком-
пенсаторных механизмов по сравне-
нию со здоровыми людьми (см. рис. 
2). При этом экзогенный ДОФА у 
женщин, вероятно, преимущественно 
используется для синтеза дофамина, 
который в свою очередь при повы-
ше н ной скорости г ид р о кс и л и р ова ния 
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Рис. 2. Проба с L - Д О Ф А у больных неврозом 
навязчивых страхов 3-й группы ( Ш ) и здоро-

вых людей (IV)-
П1а — б о л ь н ы е п е р в о й п о д г р у п п ы 3-й г р у п п ы , НЮ— 

б о л ь н ы е ж е н щ и н ы в т о р о й п о д г р у п п ы 3-й г р у п п ы . 
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Рис. 3. Проба с L - Д О Ф Л у больных неврозом 
навязчивых страхов третьей подгруппы 3-й 

группы. 

превращается в норадреналин. Учиты-
вая высокую исходную экскрецию ад-
реналина и угнетение ее после пробы 
можно полагать, что у таких больных 
адреналин синтезируется исключи-
тельно из эндогенного ДОФА и недо-
статочно метаболизируется катехол-
амииотрансферазой. Указания на по-
добное разграничение путей синтеза 
имеются и в литературе [7]. Отличия 
экскреции катехоламинов у мужчин 
можно, вероятно, отнести за счет пред-
полагаемого отсутствия нарушений в 
р-гидроксилировании. 

3-я группа имела НА-тип функцио-
нирования САС и характеризовалась 
наличием норадреналиновых кризов в 
различные периоды суток. В зависи-
мости от времени формирования кри-
зов в этой группе выделены 3 под-
группы. 

Д л я первой подгруппы характерно 
наличие кризов в утреннее время и на-
рушение суточного ритма экскреции 
катехоламинов. У женщин проба с L-
ДОФА вызывала в утреннее время 
увеличение в 3,7 раза экскреции неме-
таболизированного ДОФА и 5-кратное 
снижение экскреции норадреналина с 
последующей ее активацией в днев-
ное время до исходного уровня па фо-
не полного «блока» экскреции доф-
амина. В вечернее время увеличива-
лась в 2 раза экскреция дофамина и 
адреналина, по отмечалось угнетение 
экскреции норадреналина с активаци-
ей ее в ночное время и повторным 
снижением экскреции дофамина (см. 
рис. 2). У мужчин изменения носили 
сходный характер, но количественно 
выражались в несколько большей экс-
креции неметаболизированного Д О Ф А 
в дневное и ночное время (см рис .2) . 

Эти данные свидетельствуют о сниже-
нии реактивности и синтетических 
возможностях САС у больных этой 
подгрупп ы. 

Вторая подгруппа характеризова-
лась проявлением кризов в дневное 
время и включала только женщин. 
Проба с L-ДОФА в утреннее время 
вызывала у них 9-кратное увеличение 
экскреции неметаболизированного ДО-
ФА при 13-кратном увеличении экс-
креции норадреналина. В дневное вре 
мя экскреция катехоламинов и Д О Ф А 
приближалась к исходной, лишь уро-
вень норадреналина превышался в 1,5 
раза. В вечернее время отмечалось 
2-кратное снижение экскреции Д О Ф А 
по сравнению с исходной и 4-крат-
ное — адреналина. Экскреция дофа-
мина увеличивалась в вечернее и ноч-
ное время вместо ее полного угнетения 
в эти периоды в исходном состоянии 
(см. рис. 2). Это свидетельствует о 
повышенной реактивности САС у та-
ких больных и достаточно высоких 
синтетических возможностях ее по 
сравнению со здоровыми, на что ука-
зывает выраженное усиление выведе-
ния дофамина в большей части суток. 
Столь резкая реакция на введение 
L-ДОФА .в утреннее время может объ-
ясняться изменениями функциональ-
ного состояния рецепторов гипотала-
муса [4, 11], вероятно в сторону по-
вышения их чувствительности. 

В третьей подгруппе этой группы 
норадреналиповые кризы проявля-
лись в вечернее время и сопровожда-
лись выраженными нарушениями су-
точного ритма экскреции катехолами-
нов. Проба с L-ДОФА у женщин в ут-
реннее время вызывала увеличение 
экскреции неметаболизированного ДО-
ФА в 14,6 раза и норадреналина - - в 
13 раз при 2-кратпом увеличении вы-
ведения адреналина с последующей 
нормализацией этих показателей в 
дневное время. В вечернее время вы-
явилось 4-кратное увеличение экскре-
ции дофамина и 10-кратное — нор-
адреналина при повышении почти в 
2 раза экскреции адреналина. Полное 
угнетение экскреции дофамина па фо-
не отсутствия изменений экскреции 
остальных катехоламинов отмечалось 
в ночное время (рис. 3). У мужчин 
этой подгруппы введение L-ДОФА 
вызывало в утреннее время увеличе-
ние в 3 раза выброса неметаболизиро-
ванного ДОФА, экскреция которого 
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была у них почти в 5 раз меньше, чем 
у женщин; одновременно, как и у 
женщин, отмечалась активация выве-
дения норадреналина, но на фоне уг-
нетения экскреции дофамина и адре-
налина. В дневное время наблюдалось 
дальнейшее снижение экскреции доф-
амина вплоть до полного ее прекра-
щения и подавление экскреции нор-
адреналина на фоне 2-кратного увели-
чения выведения адреналина. В ве-
чернее время экскреция дофамина и 
норадреналина несколько увеличива-
лась, по оставалась все же ниже ис-
ходной; экскреция адреналина при 
этом снижалась. В ночное время уве-
личивалось выделение ДОФА и нор-
адреналина на фоне полного угнете-
ния экскреции дофамина и 2-кратное 
увеличение экскреции адреналина (см. 
рис. 3). Эти данные свидетельствуют 
о повышенной реактивности САС по 
сравнению с таковой у здоровых, воз-
можно связанной с большими измене-
ниями чувствительности рецепторов 
гипоталамуса к L-ДОФА у женщин и 
отсутствием таких изменений у муж-
чип. Компенсаторные механизмы САС 
сохраняются, хотя и значительно огра-
ничиваются резким снижением синте-
тических возможностей САС, особен-
но у мужчин. 

Таким образом, проявление норад-
реналииовых кризов в утреннее, днев-
ное и вечернее время у больных 3-й 
группы сопровождалось различными 
нарушениями деятельности САС. Если 
в терапевтическом подходе к больным 
первой подгруппы следует исходить из 
сниженной реактивности и, как пока-
зала наша практика [6], в этом слу-
чае па первый план выступают такие 
методики, как 10-дневная разгрузоч-
ная диетотерапия (РДТ 1 0 ) , иглоап-
пликации и аэробика в утренние часы 
с последующей аутогенной трениров-
кой, то во второй и третьей подгруп-
пах нужно учитывать повышенную 
реактивность и снижение синтетиче-
ских возможностей САС. Поэтому, 
придавая первостепенное значение та-
ким методикам, как аэробика в ут-
реннее время, аутогенная терапия, 
гипиосуггестивная терапия в соответ-
ствующие периоды формирования кри-
зов, краткосрочная Р Д Т (разгрузоч-
ные дни, 1 -2-дневная Р Д Т ) , рекомен-
дуется проводить их на фоне комп-
лексной витаминотерапии. Д л я купи-
рования кризов целесообразно приме-

нение p-адреноблокаторов во времь 
проявления кризов. 

Что касается 1-й и 2-й групп, то 
здесь нужно учитывать достаточно 
высокие синтетические возможности в 
обеих группах и целенаправленно 
воздействовать на стимуляцию мета-
болизма во 2-й. Исходя из этого, для 
них возрастает роль двигательных 
методик, таких как релаксационная 
гимнастика ( Р Л Г ) , аэробика и т. д. 
Д л я 1-й группы показаны РДТ 5 , а 
также фармакотерапия в виде не-
больших доз L-ДОФА. Д л я 2-й груп-
пы особенно показаны РЛГ, кратко-
срочная Р Д Т на фоне фармакотера-
пии такими |3-адрепоблокаторами, как 
седуксен, вызывающий снижение экс-
креции свободных и увеличение -
связанных в виде сульфатов, форм 
адреналина. 

Таким образом, проба с 0,1 г L-
ДОФА дает возможность для объек-
тивизации больных неврозом навязчи-
вых страхов, что представляет инте-
рес в плане разработки более специ-
фической диагностики и терапии дан-
ного заболевания. 
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L-DOPA T E S T IN P A T I E N T S W I T H M O R B I D 
FEAR N E U R O S I S 

V. N. Vasil'ev, V. S. Chugunou, L. M. Derbe-
neva, M. S. Eremeev 

Neuro-Hormona l Labora tory , Clinical Speciali-
zed Hospi ta l N2, Moscow 

Three g roups of pa t ien t s with morbid fear 
neurosis , diss imilar in prevai l ing of ei ther ad-
renal ine or no rad rena l ine excretion, were iden-
tified us ing the complex method of sympa-
thoadrenal system (SAS) examina t ion . The test 
with 0.1 g L-DOPA load ing demons t ra t ed the 
high ra te of synthes is and high react ivi ty of 
SAS in the f irs t two g roups with the adrena l 
type of SAS func t ion ing as well as an increa-
sed hydroxyla t ion in the course of synthes is 
of catecholamines . These anomal ies were accom-
panied by impa i rmen t s of adrena l ine metabo-
lism in the second group. A decreased reacti-
vity of SAS in m o r n i n g crises and elevated 
react ivi ty — dur ing day and evening crises were 
observed in the third g roup of pat ients , charac-
terized by the noradrena l ine type of the system 
func t ion ing as well as by presence of noradre-
nal ine crises. 
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П. А. Ушакова, Т. П. Лавренова, Е. В. Казлас, Н. А. Томилина, 
М. J1. ЗуЬкин И. Д. Федорова, И. С. Лукомская 

Р А С Т В О Р И М А Я И М Е М Б Р А Н М О - С В Я З А Н ПАЯ Ф О Р М Ы 
Н Е Й Т Р А Л Ь Н О Й а - Г Л Ю К О З И Д А З Ы МОЧИ Ч Е Л О В Е К А 

В Н О Р М Е И ПРИ З А Б О Л Е В А Н И Я Х П О Ч Е К 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР и Н И И трансплантологии 
и искусственных органов Минздрава СССР, Москва 

Ранее показано [1, 9, 10], что нейт-
ральная а-глюкозидаза мочи человека 
имеет почечное происхождение и ак-
тивность фермента в моче резко воз-
растает при патологии почек [3, 4]. 
Иммуиохимическим методом было ус-
тановлено 112], что в почках человека 
нейтральная а-глюкозидаза содержит-
ся в эпителиальных клетках извитых 
канальцев и отсутствует в клубочках. 
Фермент локализован преимуществен-
но в щеточной кайме (мембранно-
связапная форма) этих клеток и лишь 
8—10% общей активности содержит-
ся в цитозоле (растворимая форма) 
16]. В мочу в основном секретируется 
растворимая форма фермента, идеи-
тичн а я по свойства м ра створ и мо м у 
ферменту почек 111. Однако при пато-
логических процессах в почках, сопро-
вождающихся физиологическими и 
деструктивными изменениями эпите-

лиальных клеток извитых канальцев, 
содержание в моче мембранно-свя-
заииой формы фермента может суще-
ственно изменяться. 

Целью настоящего исследования бы-
ло определение содержания мембрап-
но-связанной и растворимой форм ней 
тральной а-глюкозидазы в моче здо-
ровых и больных людей с различной 
почечной патологией, изучение неко-
то р ы х свойств м е м б р а и н о - с в я з a 11 и о г о 
фермента и установление иммунологи-
ческой идентичности растворимой и 
мембранио-связаппой форм фермента 
мочи здоровых и больных людей соот-
ветствующим формам фермента по-
чек. 

М е т о д и к а 

Реактивы. В работе были использованы сле-
дующие реактивы: мальтоза отечественного 
производства, 4-метилумбеллиферил-а-1)-глю-
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копиранозид фирмы «Koch-Light» (Англия) , па-
пайи («Мсгк», Ф Р Г ) , тритон Х-100 («Loba-Che-
mic», Австрия) . 

Аналитические методы. Активность ней-
тральной а - глюкозидазы определяли по скоро-
сти расщепления мальтозы. Инкубационная 
смесь состояла из 50 мкл диализованиой мочи 
и 200 мкл 0,2 М калийфосфатного буфера, 
рН 6,5, содержащего 8,3 мМ мальтозу. Пробы 
инкубировали 30 мин при 37 °С. Реакцию оста-
навливали кипячением в течение 3 мин. Обра-
зовавшуюся глюкозу определяли глюкозоокси-
дазным методом |2| . Активность нейтральной 
а - глюкозидазы выражали в микромолях рас-
павшейся мальтозы за 1 ч на I ммоль крсати-
пина. Активность нейтральной а - глюкозидазы 
определяли т а к ж е по скорости расщеплс-
! I и я 4-м ет и л у м бел л и фер ил - а - D - г л юко 11 и р а нози -
да. Инкубационная смесь состояла из 20 мкл 
мочи п 200 мкл 0,2 М калийфосфатного буфера, 
рП 6,5, содержащего 1,1 мМ 4-метилумбелли-
ферил-а-О-глюкопираиозид. Инкубацию прово-
ди.ми 30 мин при 37°С. Реакцию останавлива-
ли добавлением 4 мл 0,1 М Na2CO : i. Флюорес-
ценцию образовавшегося 4-метилумбеллиферо-
иа измеряли па флюоримстрс «Биап-130» 
(СССР) при возбуждении 365 им и испускании 
436 нм. Активность в ы р а ж а л и в иаиомолях 
4-метилумбеллиферона за 1 ч. 

Концентрацию креатииина в моче определя-
ли реакцией Яффе в модификации Поппера 
и др. [14]. 

Антисыворотку к нейтральной а -глюко-
зидазе щеточной каймы почек человека получа-
ли иммунизацией кроликов гомогенным препа-
ратом фермента [5|. Антитела (фракция IgG) 
к нейтральной а - глюкозидазе почек человека и 
кислой а - глюкозидазе печени человека получа-
ли из соответствующей аитисыворотки путем 
хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе [13] и до-
полнительно очищали гель-фильтрацией через 
сефарозу 6В. 

Получение ферментных препаратов. Щеточ-
ную кайму выделяли из почек человека по ме-
тоду Буса и Кении |7 | . Д л я получения ра-
створимой фракции фермента корковый слой 
почки человека гомогенизировали с 0,02 М ка-
лийфосфатным буфером, рН 6,7, содержащим 
0,15 М NaCl. Гомогсиат центрифугировали 
60 мин при 105 000 g. К надосадочной жидко-
сти добавляли сухой (Nll 4 )2^0/ , до 80 % на-
сыщения. Образовавшийся осадок отделяли 
центрифугированием, суспендировали в мини-
мальном объеме 0,02 М натрийфосфатпого бу-
фера, рН 6,7, содержащего 0,15 М NaCl, диа-
лизовали п р о т" и I i этого ж е буфера и использо-
вали в качестве препарата растворимой а -глю-
козидазы. 

Исследование мочи. Мочу собирали утром 
(с 7 до 9 ч) натощак после водной нагрузки 
(250—300 мл воды). Часть мочи (5 мл) диа-
лизовали против 25 мМ NaCl, содержащего 
1 мл мА'\ ЭДТА, рН 6,7, в течение 1 сут при 
4 °С. 

Д л я получения растворимой и мембранно-
связанной фракций 1 I мл исходной мочи цен-
трифугировали при 120 000 g в течение 60 мин 
при 15°С (последнее необходимо, чтобы избе-
жать выпадения содержащихся в моче солей в 
осадок) . 11адосадочиую жидкость, содержащую 
растворимую фракцию, отбирали. После тща-
тельного удаления следов жидкости в пробир-
ке осадок суспендировали в I мл 0,05 М ка-
лийфосфатного буфера, рН 6,5. При изучении 
влияния папаипа и тритона Х-100 на солюби-

лизацию мембрапно-связаимой нейтральной 
глюкозидазы осадок получали из 6 5 - 1 3 0 мл 
мочи. Полученные осадки (120 000 g, 60 мии) 
суспендировали в 12 мл 0,05 М калийфосфат-
ного буфера, рН 6,5, содержащего 10 мМ маи-
пит, и центрифугировали 60 мин при 12 000 g. 
Осадки суспендировали в 2 мл 0,05 М калий-
фосфатного буфера, рН 6,5. 

Обработка мембранно-связанной а-глюко-
зидазы мочи папаином и тритоном Х-100. 
К 2 мл суспендированного в 0,05 М калийфос-
фатиом буфере, pi I 6,5, промытого осадка до-
бавляли 0,2 мл (0,2 мг) папаипа, активирован-
ного цистеииом (I мг /мл) , или 0,1 мл 2 0 % 
раствора тритона Х-100. Пробы с папаином ин-
кубировали 15 мин при 37°С; пробы с трито-
ном Х-100 инкубировали 60 мии при комнат-
ной температуре при перемешивании. После1 

инкубации в пробы добавляли по 10 мл 0,05 М 
калийфосфатного буфера, рН 6,5, и центрифу-
гировали 60 мин при 120 000 g. Надосадочную 
жидкость отбирали, осадки суспендировали в 
I мл 0,05 М калийфосфатного буфера, рН 6,5. 
Активность нейтральной а -глюкозидазы опре-
деляли в осадке и в надосадочной жидкости. 

Осаждение нейтральной и кислой а-глюко-
зидаз антителами. Д л я осаждения мембранно-
связанной нейтральной а - глюкозидазы к 
200 мкл ферментного препарата добавляли (в 
конечных концентрациях) : 0,2 % тритона Х-100; 
0,02 М патрийфосфатиый буфер, рН 6,7; 0,15 М 
NaCl; бычий сывороточный альбумин 
(0,5 мг/мл) и соответствующее количество 
фракции IgG или антисыворотки. Общий объем 
пробы 400 мкл. Пробы инкубировали 30 мин 
при 37 °С и оставляли на ночь при 4°С. Затем 
пробы центрифугировали 30 мин при 2500 g и 
4 °С; в надосадочной жидкости определяли ак-
тивность нейтральной а - глюкозидазы, исполь-
зуя в качестве субстрата 4-метилумбеллифс-
рил-а-1)-глюкопирапозид. 

Д л я последовательного осаждении антите-
лами кислой, а затем нейтральной глюкозидазы 
к 200 мкл ферментного препарата добавляли 
(до конечной концентрации): 0,2 М патрийфос-
фатиый буфер, рН 6,7; 0,15 М NaCl; бычий сы-
вороточный альбумин (0,5 мг/мл) и соответст-
вующее количество IgG к кислой а -глюкозида-
зе. Общий объем пробы 400 мкл. Пробы инку-
бировали 30 мии при 37 °С, 2 ч при 4 °С и цен-
трифугировали 30 мил при 2500 g и 4 °С. 
К 200 мкл надосадочной жидкости добавляли 
определенное количество аитисыворотки или 
антител (фракция IgG) к нейтральной а -глю-
козидазе, патрийфосфатиый буфер, pll 6,7, до 
конечной концентрации 0,02 М, NaCl (0.15 М) 
и бычий сывороточный альбумин (0,5 мг /мл) . 
Общий объем пробы 400 мкл. Пробы инкуби-
ровали 30 мин при 37 °С, оставляли на ночь 
при 4 °С, а затем центрифугировали, как опи-
сано выше. В надосадочной жидкости опреде-
ляли активность нейтральной а - г л ю к о з и д а з ы с 
использованием в качестве субстрата !-мс-
ти л у м белл и фер и л - а - D - г л ю коп и р a i юз и да. 

Р е з у л 1» т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Для решения вопроса о наличии в 

моче мембранно-связанной формы 
нейтральной а-глюкозидазы мочу здо-
ровых людей центрифугировали 60 мин 
при 120 000 g, определяя в осадке и 
надосадочной жидкости а ктивность 
фермента. 
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Т а б л и ц а 4 Таблица 5 

Активность растворимой и мембранно-связанной 
нейтральной а-глюкозидазы в моче здоровых 

людей 
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1 1435 44 1394 3 , 0 
2 1037 40 980 3 , 9 
3 1529 33 1429 2 , 3 
4 790 61 696 8 , 1 
5 482 19 432 4 , 3 
6 573 54 550 9 , 0 

Как видио из табл. 1, в моче здоро-
вых людей содержится в основном 
растворимая форма фермента (91 — 
97 % от общей активности) и только 
незначительная часть активности (2— 
9 % ) обнаруживается в осадке. Низ-
кая активность нейтральной а-глюко-
зидазы в осадке не была связана с 
возможностью перехода фермента из 
осадка в растворимое состояние в 
процессе сбора и центрифугирования 
мочи. Так, активность нейтральной а -
глюкозидазы в осадке, полученном 
при центрифугировании мочи через 3, 
6 и 12 ч после выдерживания при 
комнатной температуре, была одина-
кова. На определение активности 
нейтральной а-глюкозидазы в осадке 
не влияло добавление тритона Х-100 
в реакционную среду (табл. 2), что 
свидетельствует об отсутствии латент-
ной активности фермента в осадке 
и указывает на возможную локализа-
цию фермента иа поверхности частиц, 
осаждающихся при центрифугирова-
нии мочи. 

Т а б л и ц а 2 

Влияние тритона X-100 на активность нейтраль-
ной а-глюкозидазы в осадке мочи человека 

О б с л е д о в а н н ы й , 
№ 

(здоровый) 
(больной) 
(больной) 
(больной) 
(больной) 
(больной) 

Актин и ость, нмоль на 1 мл 
с у с п е н з и и о с а д к а за 1 ч 

и о т с у т с т в и е 
т р и т о н а 

Х-1 00 

в п р и с у т с т -
вии т р и т о н а 
Х-1 00 (0,2%) 

24 
62 

390 
184 
140 
910 

23 
62 

360 
184 
138 
900 

Известно, что мембранно-связанные 
ферменты щеточной каймы, находя-
щиеся на наружной поверхности мем-
браны, легко переходят в раствори-
мое состояние под действием протео-
литических ферментов (папаина и др.) 
в результате отщепления основной, 
гидрофильной, части молекулы фер-
мента от поверхности мембраны, точ-
нее, от гидрофобного «якоря» фермен-
та, пронизывающего мембрану. Фер-
менты щеточной каймы могут также 
солюбилизироваться различными де-
тергентами (тритоном Х-100, DS-Na 
и др.). 

Д л я выяснения действия папаинаи 
тритона Х-100 на нейтральную а-глю-
козидазу осадка мочи осадок, получен-
ный центрифугированием мочи при 
120 000 g в течение 60 мин, отмывали 
от возможных соосаждающихся рас-
творимых примесей путем суспендиро-
вания его в 0,05 М калийфосфатном 
буфере, рН 6,5, содержащем 10 мМ 
маннит, и центрифугировали 60 мин 
при 120 000 g. Промытый осадок сус-
пендировали и инкубировали с акти-
вированным папаином или тритоном 
Х-100. После инкубации пробы цент-
рифугировали 60 мин при 120 000 g. 
В осадке и в надосадочной жидкости 
определяли активность нейтральной 
а-глюкозидазы. Из данных табл. 3 и 4 
видно, что инкубация осадка как с 
папаином (см. табл. 3), так и с три-
тоном Х-100 (см. табл. 4) приводит к 

Т а б л и ц а 3 
Солюбилизация мембранно-связанной нейтраль-
ной а-глюкозидазы из осадка мочи человека 

под действием папаина 

О б ъ е к т исследо-
в а н и я 

Исходная моча 
Осадок (120 000 g, 

60 мин) 
Осадок (120000 g, 

60 мин), промытый 
раствором маннита 

Надосадочная 
жидкость (120000 g, 
60 мин) после ин-
кубации осадка с 
папаином 
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Солюбилизация мембранно-связанной нейтраль- Активность общей и мембранно-связанной нейт-
ной а-глюкозидазы из осадка мочи человека ральной а-глюкозидазы в моче человека при 

под действием тритона Х-100 заболеваниях почек 
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Исходная моча 4704 11 904 _ 
Осадок (120 000 g, 

60 мин) 840 — 5 460 — 

Осадок (120 000 g, 
60 мин), промытый 
раствором маннита 688 100 4 309 100 

Надосадоч пая жид-
кость (120 000 g, 
60 мин) после солю-
билизации осадка три-
тоном Х-100 581 84 ,4 3 300 7 6 , 6 

Надосадочная жид-
кость (120 000 g, 
60 мин) после повтор-
ной солюбилизации 
тритоном Х-100 54 7 , 8 363 8 , 4 

Общий выход фер-
мента из осадка в раст-
вор после солюбили-
зации тритоном Х-100 635 9 2 , 3 3 663 85 ,0 

почти полному переходу нейтральной 
а-глюкозидазы из осадка в раствори-
мое состояние: 92,3—93,6 % в одном и 
85—87 % в другом опыте. Эти резуль-
таты показывают, что нейтральная а -
глюкозидаза осадка представляет со-
бой мембраипо-связанную форму фер-
мента и, очевидно, находится на на-
ружной поверхности мембраны, что 
свойственно ферменту щеточной кай-
мы и везикул, образованных из мик-
роворсинок щеточной каймы. 

При поражении почек в мочеболь-
I г ы х у велич ива ется акти в ность как 
растворимой, так и мембранно-связан-
ной форм нейтральной а-глюкозида-
зы (табл. 5). Во многих случаях это 
увеличение происходит параллельно, 
т. е. иа фоне общего увеличения ак-
тивности фермента в моче процентное 
содержание мембранно-связанной фор-
мы остается в пределах нормы (8— 
1 0 % ) . В других случаях наблюдает-
ся относительно более резкое возра-
стание в моче мембранно-связан-
ной формы фермента, содержание ко-
торой достигает 30—36 % от общей 
активности фермента (см. табл. 5) . 
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Норма ( м а к с и м а л ь н ы е 51,0 5 , 1 
1 
1 10,0 

в е л и ч и н ы ) (»=55) ( / 1 = 7 ) ( /1=7) 

3 - в Х Г Н , п о л н а я р е м и с с и я 4 0 , 7 4 , 6 1 1 , 3 
С - п о в Х Г Н , ч а с т и ч н а я рем ис -

с и я 61 , 0 5 , 4 8 , 8 
Л - у X П Н 24 , 0 0 , 9 3 , 7 
Ж-КО Х П Н 0 2 , 0 2 , 8 4 . 5 
К - к о Х П Н 3 1 , 0 3 , 4 1 1 , 5 
М - в А Т П , у д о в л е т в о р и т е л ь -

ное с о с т о я н и е 6 1 , 3 5 , 6 9 , 2 
Ч - ц ы н Х Г Н 8 6 , 0 7 , 4 8 , 6 
Е - в Х Г Н 1 1 7 , 1 9 , 8 8 . 4 
К - н а Х Г Н 1 1 1 , 9 1 0 , 2 9 , 1 
К - п Х Г Н 1 1 4 , 2 1 0 , 6 9 , 3 
Т - о в Х Г Н 381 , 0 3 8 , 9 1 0 , 2 
К - н а Х Г Н 1 2 9 , 0 1 4 , 6 1 1 , 3 
Г - о в Х Г Н , н е ф р о т и ч е с к и й 

1 2 9 , 0 1 4 , 6 

с и н д р о м 2 0 9 , 1 3 5 , 3 1 6 , 9 
Р - к и й А м и л о и д о з , н е ф р о т и ч е с -

к а я ф о р м а 501 , 0 8 7 , 2 1 7 , 4 
М-ов Х Г Н , н е ф р о т и ч е с к и й 

с и н д р о м 1 0 0 , 0 1 7 , 9 1 7 , 8 
С - о в То ж е 1 2 5 , 2 24 , 7 1 9 , 7 
О - я м » » 1 4 9 , 6 3 0 , 7 2 0 , 5 
Б - о в » » 1 2 2 , 1 31 , 5 2 5 , 8 
М-и и Х Г Н 2 0 3 , 5 5 3 , 1 26 , 1 
К - е в Х Г Н , н е ф р о т и ч е с к и й 

с и н д р о м 2 5 0 , 4 7 6 , 1 30 , 4 
Г - о в Х Г Н 7 2 , 3 23 , 2 32 , 1 
В - о в X г и 1 1 6 , 0 4 0 , 5 34 , 9 
А - о в Х Г Н , н еф р от и ч ее к и й 

с и н д р о м 94 , 4 34 , 8 3 6 , 9 

П р и м с ч а и и е. Х Г Н — х р о н и ч е с к и й г л о м е р у л о -
и е ф р и т ; А Т П — а л л о т р а и с п л а и т а ц и я ; Х П Н — х рои и -
ч е с к а я п о ч е ч н а я н е д о с т а т о ч н о с т ь . 

Увеличение в моче больных активности 
растворимого фермента, очевидно, свя-
зано с усилением его секреции, а воз-
можно, секреции и синтеза. Возраста-
ние содержания в моче больных мем-
бранно-связаииого фермента может 
быть вызвано как усилением процесса 
везикулизации и отпочковывания ве-
зикул от микроворсинок эпителиаль-
ных клеток [11], так и разрушением 
эпителиальных клеток. В почках чело-
века в основном (приблизительно 
90 %) содержится мембранно-связан-
ный фермент, поэтому преобладание в 
моче больных растворимого фермента 
(см. табл. 5) свидетельствует о том, 
что при поражениях почек резко уве-
личивается секреция растворимого 
фермента, разрушение же эпителиаль-
ных клеток при этом если и происхо-

1 2 3 
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Осаждение активности нейт-
ральной а -глюкозидазы из по-
чек и мочи человека антитела-
ми к нейтральной а-глюкози-
дазе из щеточной каймы почек 

человека. 
П о оси а б с ц и с с — р а з в е д е и и е анти-
тел (а и в) или а и т и с ы в о р о т к и (о. 
г, д)\ по оси о р д и н а т — а к т и в н о с т ь 
а - г л ю к о з и д а з ы (в % к к о н т р о л ю ) : 

а — о с а ж д е н и е н е й т р а л ь н о й а - г л ю к о з и д а з ы из щ е т о ч н о й 
к а й м ы почек ; б — о с а ж д е н и е н е й т р а л ь н о й а - г л ю к о з и д а з ы из 
р а с т в о р и м о й ф р а к ц и и ночек д о ( / ) и п о с л е (2) у д а л е н и я 
к и с л о й а - г л ю к о з и д а з ы а н т и т е л а м и к кислой а - г л ю к о з и д а з е 
из печени ч е л о в е к а ; а — о с а ж д е н и е м е м б р а н н о - с в я з а н н о й 
н е й т р а л ь н о й а - г л ю к о з и д а з ы из мочи ч е л о в е к а ; г — о с а ж д е -
ние р а с т в о р и м о й а - г л ю к о з и д а з ы из мочи з д о р о в о г о челове-
ка д о ( / ) и п о с л е (2) у д а л е н и я к и с л о й а - г л ю к о з и д а з ы ан-
т и т е л а м и к к и с л о й а - г л ю к о з и д а з е ; д — о с а ж д е н и е раство-
римой н е й т р а л ь н о й а - г л ю к о з и д а з ы из мочи б о л ь н о г о хрони-
ческим г л о м е р у л о н е ф р и т о м д о ( / ) и п о с л е (2) у д а л е н и я 
к и с л о й а - г л ю к о з и д а з ы а н т и т е л а м и к к и с л о й а - г л ю к о з и д а з е . 

дит, то в количественном отношении 
оно незначительно по сравнению с 
увеличением секреции растворимого 
фермента и поэтому не оказывает су-
щественного влияния на общий уро-
вень активности нейтральной а-глюко-
зидазы в моче. Однако определение 
активности мембранно-связанного фер-
мента в моче при поражении почек 
может иметь самостоятельное значе-
ние для количественной оценки дест-
руктив 11 ы х изменений эп ител и а льи ы х 
клеток извитых канальцев при забо-
леваниях почек. 

Ранее было показано [1, 9, 10, 12], 
что растворимая а-глюкозидаза мочи 
здоровых людей имеет почечное про-
исхождение. Д л я доказательства того, 
что растворимая и мембранно-связан-
ная формы нейтральной а-глюкозида-
зы мочи больных с почечной патоло-
гией имеют только почечное проис-
хождение, нами было проведено тит-
рование растворимой и мембранно-
связанной глюкозидазы мочи антите-
лами (или антисывороткой), получен-
ными к нейтральной а-глюкозидазе из 
щеточной каймы почек человека. Как 
видно из рисунка, антитела к нейт-
ральной а-глюкозидазе из щеточной 
каймы почек человека полностью 
осаждают фермент из щеточной кай-
мы почек и на 90 % — мембранно-
связанный фермент из осадка мочи. 
Растворимый фермент почек и мочи 
также осаждался антисывороткой к 
нейтральной а-глюкозидазе из щеточ-
ной каймы почек. Однако из-за при-
сутствия в растворимой фракции по-
чек и мочи значительных количеств 
кислой а-глюкозидазы, особенно в мо-

че здоровых люден, где активность ее 
часто во много раз превышала актив-
ность нейтрального фермента, об ис-
тинных результатах титрования нейт-
ральной а-глюкозидазы можно было 
судить только после предварительного 
удаления кислой а-глюкозидазы. Кис-
лую а-глюкозидазу в исследуемых об-
разцах осаждали антителами, полу-
ченными к кислой а-глюкозидазе из 
печени человека. На рисунке приведе-
ны результаты титрования раствори-
мой а-глюкозидазы почек и мочи че-
ловека до ( / ) и после (2) осаждения 
кислой а-глюкозидазы. После удале-
ния из образцов кислой а-глюкозида-
зы наблюдалось полное осаждение ан-
тисывороткой к нейтральной а-глюко-
зидазе как растворимого фермента по-
чек, так и растворимого фермента мо-
чи здоровых и больных людей. 

Таким образом, данные о титрова-
нии нейтральной а-глюкозидазы мочи 
антителами к нейтральной а-глюкози-
дазе почек показывают, что раствори-
мый и мембранно-связанный фермен-
ты мочи здоровых и больных с почеч-
ной патологией имеют исключительно 
почечное происхождение, поскольку 
нейтральная а-глюкозидаза , иммуно-
логически идентичная ферменту почек, 
у человека найдена только в слизи-
стой кишечника |8 | . 

Увеличение а кт и в и о сти не йт р а л ьной 
а-глюкозидазы в моче людей при по-
ражении почек [3, 4] и иммунологиче-
ская идентичность фермента мочи 
больных ферменту почек еще раз под-
тверждают целесообразность опреде-
ления активности нейтральной а-глю-
козидазы в моче для диагностики ио-
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ражеиия почек и контроля за эффек-
тивностью проводимой терапии [4|. 

IДоведенные исследования показа-
ли, что увеличение активности нейт-
ральной а-глюкозидазы при пораже-
нии почек в основном связано с уси-
лением с е к р е ц и и \) а ст в о р и м о й ф о р м ы 
фермента, которая составляет боль-
шую часть активности фермента в мо-
че здоровых и больных людей. Актив-
ность мембранно-связанной формы 
фермента в моче при поражении по-
чек также возрастает, но в количест-
венном отношении менее существенно. 
Однако определение активности мем-
браппо-связаиного фермента в моче 
больных, по-видимому, может иметь 
самостоятельное значение для оценки 
происходящ и х дест р у ктив 11 ы х из м е п е-
11 и i I •) I i и тел и а л ь 11 ы х к л ето к и з в ит ы х 
канальцев при заболеваниях почек. 

Л вторы выражают глубокую при-
знательность проф. Е. Л. Розенфельд 
и проф. М. Я. Ратнер за ценные сове-
ты при обсуждении результатов и 
канд. биол. наук Д. М. Беленькому за 
предоставление аитисыворотки к кис-
лой а-глюкозидазе человека. 
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S O L U B L E AND M E M B R A N E - B O U N D F O R M S 
O F NEUTRAL a-GLLJCOSIDASE IN HUMAN 
U R I N E O F HEALTHY P E R S O N S AND IN 
P A T I E N T S W I T H KIDNEY I M P A I R M E N T S 

N. A. Ushakova, T. P. Lavrenova, E. V. Kazlas, 
N. A. Tomilina, M. L. Zubkin, N. D. Pedorova, 

J. S. Lukomskaya 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemistry , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Ins t i tu te of T r a n s p l a n t o l o g y and Artif icial Or-
gans , Min i s t ry of Publ ic Hea l th of the U S S R , 

Moscow 

Soluble and membrane -bound fo rms of neut-
ral a -g lucos idase , which are immunologica l ly 
s imilar to the co r re spond ing fo rms of kidney 
enzymes, were found in ur ine of hea l thy per-
sons and of pa t i en t s with kidney impai rments . 
Membrane -bound enzyme w a s only s l igthly 
active in ur ine of hea l thy persons and const i tu-
ted 3 - 1 0 % of total u r ine act ivi ty a l though the 
ra t io of membrane -bound enzyme w a s s imul ta-
neously elevated under pathological condi t ions . 
The increased ra te of soluble enzyme secretion 
w a s responsible for dis t inct ac t ivat ion of neut-
ral a -g lucos idase in ur ine of the pa t i en t s with 
kidney impairments . 



МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ 
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А. //. Ростовцев, О. О. Григорьянц, О. А. Г омазков 

С У Б С Т Р А Т Ы Д Л Я И С С Л Е Д О В А Н И Я Э Н К Е Ф А Л И Н О Б Р А З У Ю Щ Е М 
КАР ВО КС И П Е П Т И Д А З Ы В М О З Г Е И Н А Д П О Ч Е Ч Н И К А Х К Р Ы С Ы 

П И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Энкефалины, как и большинство 
биологически а кт и в н ы х п е п т и д о в, я в -
ляются продуктами протеолитического 
расщепления (процессинга) белковых 
предшественников, в которых последо-
вательности активных пептидов за-
кл ючен ы м ежду п а рами основы ых 
аминокислот [3, 9, 15]. На первом 
этапе процессинга при участии трип-
синоподобного фермента происходит 
расщепление пептидных связей, обра-
зованных карбоксильными группами 
основных аминокислот, в результате 
чего образуются энкефалинсодержа-
щие гексапептиды с остатками лизи-
на или аргинина на С-конце [13]. 
3 а т е м к а р б о к с и и е п т и д а з о - В - по д о б н ы й 
фермент, или энкефалинобразующая 
карбоксипептидаза (ЭОК), отщепляет 
С - к о и ц е в у ю аминокислоту с в i л с в о -
вождением м о л е к у л ы энкефалин а 
[6, 8]. 

ЭОК отличается от широко распро-
страненной в организме лизосомаль-
ной карбоксипептидазы В субклеточ-
ной локализацией, рядом физико-хи-
мических и каталитических свойств 
[6, 8, 14]. 

Энкефалины принимают участие в 
регуляции таких патофизиологических 
явлений, как стресс, боль, экстремаль-
ные состояния и т. п. Поэтому изуче-
ние свойств ЭОК при различных 
функциональных состояниях организ-
ма представляет несомненный интерес. 

При исследовании ЭОК в гомогена-
тах тканей возникают проблемы, од-
ной из которых является выбор высо-
коспецифичных с у б ст р а то в, у до б и ы х 

TYR -GLY GLY-PHE-LEU-ARG 
[1еи5]энкефалин агд6 

Dansyt -PHE-ALA-ARG _ ^ 
Данейпьныйmpunenmud Субстраты, ИСПОЛЬЗуС-

TYR-D ALA -GLY-PHE-LEU-ARG М Ы С Д Л И О П Р Е Д Е Л Е Н И Я Лшшргин активности ЭОК. 

для работы с неочищенными препара-
тами фермента. В ряде работ в каче-
стве субстрата для определения актив-
ности ЭОК, очищенной до гомогенного 
состояния, был использован пр и род-
ный энкефалинсодержащий гексапеп-
тид [1еи 5 ]энкефалин-а^ 6 (см. рису-
нок) [11]. Однако при исследовании 
а кт и в и о ст и ф е р м е и т а в го м о геи а те 
этот субстрат малопригоден из-за не-
с п е ц и ф и чес ко го г и д р о л и з а, к а т а л и з и -
руемого аминопептидазами и други-
ми ферментами. 

Д л я исследования ЭОК был синте-
зирован три пептид dansyl-phe-leu-arg 
[6], имитирующий С-концевую часть 
[ leu 5 ]энкефалина-arg 6 (см. рисунок). 
Недостатком этого трипептида явля-
ется то, что он может одновременно 
подвергаться гидролизу, катализируе-
мому карбоксипептидазой В. 

Следовало полагать, что субстрат, 
структура которого приближалась бы 
к [1еи 5 ]энкефалину-а^ 6 , а N-концевая 
часть была бы защищена от действия 
эн кеф а л и и д е г р а д и р у ющи х ф ер м е итов, 
был бы более пригоден для исследо-
вания активности ЭОК в тканевых 
препаратах. Поэтому в качестве воз-
можного субстрата для определения 
эи кеф а л иноб р азу ю щей к а р бо кс и ri е п -
тидазной активности в данной работе 
исследовали структурный аналог 
[leu5] энкефалина - arg 6 — даларгин. 
Этот пептид был синтезирован в 
В К Н Ц АМН СССР [3] и получил 
широкое применений в клинической 
практике. Даларгин представляет со-
бой гексапептид, в котором в отличие 
от [ leu 5 ]энкефалина-arg 6 остаток гли-
цина во втором положении заменен 
на остаток D-аланина (см. рисунок), 
что делает его устойчивым к действию 
амииопептидазы — основного эикефа-
линдеградирующего фермента. 
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В нашу задачу входило сравнение 
dansyl -phe-a la-arg и даларгина в ка-
честве субстратов для определения 
энкефалинобразующей карбоксипепти-
дазы в гомогенатах тканей животных. 

М е т о д и к а 

Dansy l -phe-a la -a rg был синтезирован [2] и 
любезно предоставлен 13. Н. Незавибатько 
(Институт молекулярной генетики A1T С С С Р ) , 

J _leu:'|энкефали11-аг§^0, [1еи]эикефалин, далар-
гин, l/'H-tyr1, D-ala 2 , 1еи 5 ] энкефалин-а^ в 

(8,8 C i /ммоль) , ty r -D-a la -g ly — М. И. Титовым 
(Институт экспериментальной кардиологии 
В К Н Ц АМН С С С Р ) ; использованы сахароза , 
трис, 1\1аИ2Р04, CH 3 COONa — категории р. А. 
(«Serva») , остальные реактивы отечественного 
производства категории х. ч. Все растворы 
готовили на деионизованной воде (Milli Q, 
Mil l ipore) . 

Белых нелинейных крыс-самцов с массой 
тела 130—150 г декапитировали, ткани после 
взвешивания промывали в охлажденном 0,9 % 
растворе К О и гомогенизировали в охлажден-
ном 10 мМ трис-ИС1-буфере р Н 7,7, содер-
ж а щ е м 0,25 М сахарозу (в 10 объемах для 
мозга, надпочечников, в 100 объемах для ги-
пофиза) , гомогенизатором типа «Polytrori» 
при 50 000 об /мин т р и ж д ы по 30 с с минут-
ными интервалами при 2- 4 °С. Эти гомогеиа-
ты использовали в качестве ферментного пре-
парата. 

Определение карбоксипептидазной активно-
сти, с dansyl-phe-ala-arg. При взаимодействии 
с этим субстратом карбоксипептидаза В и 
Э О К отщепляют С-коицевой остаток аргинина. 
Образующийся в результате реакции дансили-
рованный дипептид количественно экстрагиру-
ют хлороформом, тогда как иепрореагировав-
ший субстрат остается в водной фазе. Коли-
чество образовавшегося продукта определяют 
по флюоресценции органической фазы. 

В отсутствие ионов Со 2 + — активатора 
Э О К — о п р е д ел я ют с у м м а р и у ю а кти в и ость 
карбоксипептидазы В и ЭОК, содержащихся 
в ферментном препарате. Добавление ионов 
С о 2 + в состав инкубационной среды вызыва-
ет значительную активацию Э О К (в 10— 
II раз ) , при этом активность карбоксипепти-
д а з ы В ис изменяется [6]. Активность Со 2 + -
активирусмой ЭОК определяют как разность 
карбоксипептидазиых активностей с добавле-
нием и без добавления ионов Со 2 + . 

Ферментный препарат (10—100 мкл) , суб-
страт (100 мкМ dansy l -phe-a la -a rg) и 50 мМ 
Ыа-ацетатный буфер рН 5,6 до конечного 
объему 500 мкл инкубировали при 3 7 ' X в 
течение 10 мин. При определении активности 
Со 2 + -активируемой ЭОК в состав инкубаци-
онной пробы добавляли СоС12 в конечной кон-
центрации I мМ. Реакцию инициировали до-
бавлением ферментного препарата и останав-
ливали добавлением 50 мкл 2,5 и НС1. После 
прекращения реакции к пробам приливали по 
3 мл хлороформа, интенсивно встряхивали на 
«Vibro-fix» и измеряли флюоресценцию орга-
нической фазы в десятимиллиметровых квар-
цевых кюветах на спектрофлюориметре «Hi-
tachi MPF-2A» ( X h o o g = 360 им, Я и с п = 510 им). 
Количество образовавшегося продукта — dan-
syl-phe-ala — определяли по калибровочной 

кривой, линейной в пределах 0 , 0 5 - - 1 0 нмоль 
продукта. 

Величины констант Михаэлиса ( К м ) и 
Vmax определяли по методу [10] в координа-
тах S / V от S при концентрациях dansyl-phe-
a l a - a rg 12,5, 25, 50, 100, 200 мкМ. Величины 
констант ингибироваиия (Ki) карбоксипепти-
дазы В и Со 2 +-активируемой Э О К определя-
ли графически по методу [1] при концентра-
циях субстрата 25, 50, 75, 100 мкМ и кон-
центрациях ингибиторов — [leu5] энкефалина-
arg° и даларгина — 2 5 , 50, 75, 100, 250 мкМ. 
Через 10 и 20 мин инкубации при 3 7 ° С отби-
рали аликвоты по 20 мкл, реакцию останав-
ливали добавлением 2,5 мкл 2,5 н. НС1. Харак-
тер ингибироваиия даларгином и [1еи5]эике-
фалином-arg 6 карбоксипептидазы 13 и Э О К 
конкурентный. 

Определение карбоксипептидазной активно-
сти с даларгином. Инкубационные пробы со-
д е р ж а л и даларгин (0,5 мМ), [ 3 Н]даларгии 
(10 000 ерм) , ферментный препарат (1 — 
10 мкл) , 50 мМ Na-ацетатиый буфер р Н 5,6 
(до 50 мкл) . При определении активности 
Со 2 + -активируемой Э О К в состав пробы вхо-
дил СоС12 в конечной концентрации 1 мМ. 
Реакцию начинали добавлением ферментного 
препарата, через 10—20 мии инкубации при 
37°С реакцию останавливали добавлением 
7,5 мкл 2,5 н. НС1 и центрифугировали про-
бы при 10 800 g в течение 5 мин на микро-
центрифуге «Eppendorf 5414». 

Разделение продуктов реакции проводили 
методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) 
на силикагелевых пластинах Silufol 254. Алик-
воты объемом 10 и 20 мкл наносили в точки 
и хроматографировали в смеси пиридин/ 
С Н з С О О И / Н г О / н - б у т а н о л в соотношении 
2 : 1 : 1 : 5 . Пептиды-свидетели хроматографи-
ровали на тех ж е пластинах и проявляли нип-
гидрином. Участки, соответствующие положе-
нию пятен | /ЧТ|-содержащих пептидов, выреза-
ли, радиоактивность определяли па жидкост-
ном сцинтилляциоином счетчике. 

Концентрацию белка в гомогенатах опре-
деляли по методам [12] и ,[4]. Эксперименталь-
ные результаты обрабатывали статистически 
по критерию Стыодепта. 

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

В предварительных экспериментах 
были определены кинетические кон-
станты реакции взаимодействия кар-
боксипептидазы В и Со2 +-активируе-
м о й э и к е ф а л и и образую ще й карбокси-
пептидазы с dansyl-phe-ala-arg. Эти 
эксперименты проводили с целыо оп-
тимизации условий определения ак-
тивности ЭОК. Полученные результа-
ты приведены в табл. 1. Концентра-
ция субстрата в составе инкубацион-
ной среды для определения активно-
сти, используемая в работе [7], толь-
ко в 1,5—2 раза превышала величину 
Км:, определенной этими авторами и 
равной 0,022 мМ. Определенные нами 
величины Км совпадают с величина-
ми, полученными в работе [7]. Близ-
кие по значениям Км карбоксипепти-
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Т а б л и ц а 1 

Кинетические характеристики карбоксипептида-
зы В и Со2'1"-активируемой энкефалинообразую-
щей карбоксипептидазы мозга крысы (субстрат 

dansyl-phe-ala-arg) 

К и н е т и ч е с к и е х а р а к т е -
р и с т и к и 

К а р б о к с и -
п е п т и да -

за В 

С о 2 - а к -
т и в и р у е -
м а я Э 0 1 < 

К м , мМ 0 , 0 3 5 0 ,025 
Umax» нмоль/мин-мг 0 , 7 0 , 2 
К ь мМ: 

[leu6] энкефалин-arg 6 0 ,106 0 ,046 
даларгин 0 , 1 7 5 0 ,016 

дазы В и Со2 +-активируемой ЭОК 
указывают на то, что dansyl-phe-ala-
а г g, буду ч и х о р о ш и м су б ст р а том д л я 
определения карбоксипептидазной ак-
тивности, не является специфичным в 
отношении энкефалинобразующей 
к а | >б о кс и п е п т и д азы. 

Исходя из величины Км ЭОК, изме-
ренной в пробах с дансильным субстра-
том, в наших опытах была увеличена 
кон це и т р а ц и я d а п sy 1 - р h е- а 1 а - а г g в 
среде для определения активности до 
100 мкМ, что позволило определить 
активность ферментов при более оп-
тимальных условиях по сравнению с 
работами [6, 7]. 

В табл. 2 приведены результаты 
определения активности карбоксипеп-
тидазы В и ЭОК в тканях крысы 
(с коррекцией концентрации дансиль-
иого субстрата). 

Различия между карбоксипептида-
зой В и Со2 +-активируемой ЭОК бы-
ли выявлены при определении Ki фер-
ментов энкефалинсодержащими гекса-
пептидами. Как видно из табл. 1, 
карбоксипептидаза В и Со2 +-активи-
руемая ЭОК значительно различают-
ся по сродству к [leu5] энкефалину-
а rg6 и даларгину. Специфичность 
[ leu 5 ]энкефалина-arg 6 и даларгина по 
отношению к ЭОК проявляется в зна-
чительно меньших величинах Ki ЭОК 
этими гексапептидами по сравнению 
с аналогичными экспериментами с 
карбокси п е п т и д а з о й В. Мен ь ш а я в е-
личина Ki для даларгина по сравне-
нию с Ki для [ leu 5]энкефалина-arg 6 , 
возможно, свидетельствует о том, что 
в с в я з ы в a 11 и и э и к е ф а л и и сод е р ж а ще й 
части субстрата 'большую роль игра-
ют гидрофобные взаимодействия, так 
как замена остатка глицина па оста-
ток D-аланина заметно уменьшает ве-
личину константы ингибирования; при 

этом некоторое увеличение боковой 
цепи не вызывает стерических затруд-
нений. Выраженное сродство ЭОК к 
даларгину позволило допустить, что 
даларгин может быть использован в 
качестве высокоспецифичного субстра-
та для изучения каталитических осо-
бен и остей ф е р м е н т а. 

Исходя из предположения, что за-
мена глицина2 на D-аланин2 в струк-
туре даларгина делает его более 
устойчивым к действию аминопепти-
даз, присутствующих в тканевых пре-
паратах, были проведены качествен-
ные опыты по гидролизу даларгина 
и [ leu 5 ]энкефалина-arg 6 в пробах с 
гомогеиатами мозга крысы. Оказа-
лось, что даларгин, как и [1еи5]энке-
фалин-arg6 , гидролизу ется по связи 
leu5—arg6 с образованием [D-ala2 , 
I с и5 ] э н к е ф а л и на и Пей] э и к е ф а л и 11 а 
соот в етст в е 1111 о. [ L eu5 J э н кеф а л и п - а г gG 

и [leu]энкефалин, кроме того, рас-
щепляются по связям tyr1—gly2 и 
gly3—phe4 с образованием тирозина и 
трипептида tyr1 — gly2—gly3, тогда как 
даларгин и [D-ala2 , leu5] энкефалин 
и е г и д р о л и з у юте я а м и 11 о п е пт ид а зо й и 
лишь в незначительной степени рас-
щепляются по связи gly3—phe4 с об 
разовамием трипептида tyr1 -D-ala2 

gly3. R,: [D-ala2 , leu5] энкефалин 
0,73, даларгин 0,53, тирозин 0,37, 
tyr-D-ala-gly — 0,31. 

При кинетическом анализе реакции 
в з а и м о д е й ст в и я к а р б о к с и пен ти д а з ы В 
и Со2 +-активируемой ЭОК с даларги-
ном установлено, что Км: ЭОК 
(0,046 мМ) на порядок меньше Км 

Т а б л и ц а 2 

Активность карбоксииептидазы В и ЭОК, опре-
деляемая с использованием в качестве субстра-

тa d a n sy 1 -р h е- а I а - a rg 

Т к а н ь 

У д е л ь н а я а к т и в н о с т ь н м о л ь 
c l a n s y l - p h e - a l a -MHi i - 1 • м г - 1 

Т к а н ь 
к а р б о к с и -

п е п т и д а з а В 
С о 2 - а к т и -
в и р у е м а я 

ЭОК 

Гипофиз 7 ,30 ± 2 , 10 1 3 , 6 0 ± 3 , 6 0 
Мозжечок 0 , 3 9 ± 0 , 0 3 0 , 3 1 ± 0 , 0 2 
Мозг (без мозжеч-

ка) 0 ,64 ± 0 , 0 4 0 , 2 9 ± 0 , 0 2 
Надпочечники 1,04 ± 0 , 0 9 0 , 5 8 ± 0 , 1 2 

П р и м е ч а и и е. Приведены средние значе-
ния и доверительные интервалы для уровня зна-
чимости / ? = 0 , 9 5 удельной активности карбокси-
иептидазы В и Со2 + -активируемой ЭОК в моз-
ге, мозжечке, гипофизе (7 животных) и надпо-
чечниках (3 животных). 
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карбоксипептидазы В, (0,5 мМ), что 
свидетельствует о значительно боль-
шем сродстве ЭОК к даларгину по 
сравнению с карбоксипептидазой В. 
Величины Км ЭОК по даларгину и 
dansyl-phe-ala-arg сопоставимы, что 
говорит об одинаково хорошем свя-
зывании обоих субстратов в активном 
центре фермента. Величины V m a x для 
карбоксипептидазы В и ЭОК в опы-
тах с даларгином довольно высоки 
(9,6 и 1,9 нмоль-мии 1 • мг ' ) , что ука-
зы в а ет на б о л ь ш у ю э ф ф е кт и в и ость 
ферментативного катализа при гидро-
лизе даларгина. 

Таким образом, проведенные иссле-
дования показали, что даларгин мож-
но рассматривать в качестве высоко-
специфичного субстрата для ЭОК. 
Оба изученных нами субстрата при-
годны для определения активности 
энкефалинобразующей карбоксипеп-
тидазы в тканевых ферментных препа-
ратах. К преимуществам способа 
о 11 р еде л е н и я с п о м о щь ю даней л ь и ого 
субстрата можно отнести методиче-
скую простоту и высокую чувстви-
тельность анализа. Даларгин прояв-
ляет более выраженное сродство к 
ЭОК. Поэтому оба субстрата взаимно 
дополняют д руг д руга: д а и с и л ь н ы й 
субстрат больше пригоден для массо-
вых скрининговых исследований, тог-
да как даларгин позволяет изучить 
каталитические свойства фермента и 
их изменения при различных функцио-
нальных состояниях организма. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Корниш-Боуден Э. Основы ферментативной 
кинетики: Пер. с англ. — М., 1 9 7 9 . — С . 87. 

2. Не завивать ко В. / У . / / Б и о о р г а н . х и м и я . — 
1986. — Т. 12, № 6. — С. 733—735. 

3. Чазов Е. И., Смирнов В. И., Титов М. И. 
н др. / / А . с. 1031 134. СССР. 

4. Bradford М. М. / / A n a l y t . Biochem. — 
1976. — Vol. 7 2 . — P. 2 4 8 - 254, 

5. Comb M., Seeburg P. П., Adclman / . 
et al. / / Na tu re . - * 1982. — Vol. 295. - P. 
663—666. 

6. Pricker L. D., Snyder S. H. / / Proc. na t . 
Acad . Sci. USA. - - 1 9 8 2 . - Vol. 79. - P . 
3886—3890. 

7. Pricker L. D., Snyder S. / - / . / / J. biol. 
Chem. — 1983. — Vol. 258. — P. 10950— 
10955. 

8. Pricker L. D., Supatiapone S., Snyder 
S. / - / . / / L i f e Sci. — 1982. —• Vol. 31. - P . 
1841 1844, 

9. Gubler U., Seeburg P., Hoffman B. J. 
et al. / / Na tu re . - 1982. - - Vol. 295. 
P. 206 208. 

10. l/anes C. S. / / Biochem. J. — 1932. •—Vol. 
2 6 . — P. 1406. 

11. Hook V. Y.-H., Loh Y. P.// P roc . na t . Acad. 
Sci. U S A . — 1 9 8 4 . — V o l . 81. P. 2776— 
2780. 

12. Lowry О. П., Rosebrough N. J., Parr A. L., 
Randall R. / . / / J . biol. Chem. — 1 9 5 1 . 
Vol. 193. - - P. 265—275. 

13. Stern A. S., Lewis R. V., Kimura S. et a l . / / 
Arch. Biochem. — 1980. — Vol. 205. P. 
606 613. 

14. Supatiapone S., Pricker L. П.. Snyder 
S. / / . / / J. Neurcchem. • - 1984, - - Vol. 42. -
P. 1017- -1023. 

15. Tager II. S., Patselt C., Chan S. el a l . / / 
Biol. Cell. — 1979 .— Vol. 36. P. 127 - 1 3 6 . 

П о с т у п и л а I8.08.8G 

T H E S U B S T R A T E S F O R S T U D Y O P E N K E -
P H A L I N - F O R M I N G C A R B O X Y P E P T 1 D A S E S 

IN RAT B R A I N AND A D R E N A L G L A N D S 

A. P. Rostov tsev, О. O. G rigor у ants, О. Л. Go-
mazkov 

In s t i t u t e of Medica l E n z y m o l o g y , A c a d e m y of 
Medica l Sc iences of the U S S R , M o s c o w 

D a n s y l - P h e - A l a - A r g and (D-Ala2 , Leu5) en-
kepha l in -Arg 6 ( d a l a r g i n e ) were s tud ied a s pos-
sible s u b s t r a t e s for e n k e p h a l i n - f o r m i n g carbo-
x y p e p t i d a s e ( E F C ) and c a r b o x y p e p t i d a s e В 
( С Р В ) in c rude t issue h o m o g e n a t e s . Act ivi t ies 
of these e n z y m e s in r a t cerebel lum, p i t u i t a ry 
a n d a d r e n a l g l a n d s were de t e rmined u s i n g the 
dansy l subs t r a t e . Kinet ic cha rac te r i s t i c s of С Р В 
and E F C were e v a l u a t e d for dansy l s u b s t r a t e 
and d a l a r g i n e . Af f in i ty of E F C to d a l a r g i n e w a s 
10-fold h ighe r a s c o m p a r e d with С Р В . Da la r -
g ine may be used a s a specif ic s u b s t r a t e for 
s t u d y of E F C in t i ssue p r e p a r a t i o n s . 
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М Е ГО П И РО Н О ВО ГО Г Е СТА 
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В плане выяснения функциональных 
резервов коры надпочечников и аде-
н о гипофиза важная роль принадле-
жит тесту с метопироном [2-метил-1,2-
бис(З-пиридил) -пропаном-1], специ-
фическим ингибитором 11р-гидрокси-
лирования стероидов. В результате 
введения метопироиа возникает блок 
в системе синтеза кортикостероидов 
между 11-дезоксикортизолом и корти-
золом. По возрастанию концентрации 
11-дезоксикортизола в крови можно 

оценить функциональные резервы ко-
ры надпочечников и гипофиза, секре-
торная активность которых в этих 
условиях резко активируется по меха-
низму обратной связи ввиду ингибиро-
ваиия синтеза кортизола. 

Д о последнего времени для опреде-
ления 11-дезоксикортизола использо-
вали метод конкурентного связывания 
с белком, который обладает сравни-
тельно низкой специфичностью. В свя-
зи с этим требовалось предваритель-
ное хроматографическое выделение 
этого соединения, что в значительной 
степени повышало трудоемкость мето-
да [5]. 

В данной статье описан простой вы-
сокоспецифичный радиоиммунный ме-
тод определения 11-дезоксикортизола, 
который открывает возможность более 
шпрокого п р им ен е ния мето пир о иово-
го теста как в клинических, так и экс-
пер и м е и т а л ы i ы х и с с л е д ов а н и я х. 

М е т о д и к а 
В работе использовали: 11 -дезоксикортизол 

{«Sigma», США) , меченый 3Н-11 -дезоксикор-
тизол (1776 ТБк /моль , Институт прикладной 
химии Министерства химической промышлен-
ности С С С Р ) , антисыворотку к 11-дезоксикор-
ти збл у (И н ст и т у т э кс пери ментально й п атоло-
ги и и терапии АМН СССР, ТУ 42.14—332), 
сцинтилляционную смссь (0,5 г 1,4-ди-5-фе-
пил-оксазолилбензола и 5 г 2,5-дифеиилоксазо-
ла в 1 л толуола) , 0,1 М фосфатный буфер 
р Н 7,4, содержащий 0,1 % желатина и 
0,4 % NaCl. 

3Н-11 -дезоксикортизол очищали от продук-
тов радиолиза хроматографией на колонке с 
сефадексом LH-20 в системе толуол - мета-
нол ( 8 5 : 15). Скорость счета рабочего раство-
ра 3Н-11-дезоксикортизола в фосфатной бу-
ферной системе составляла 10 000 ими на 
0,1 мл в 1 ,мии. 

Синтез 3-(0-карбоксимстилоксима) -11-де-
зоксикортизол а и его конъюгацию с бычьим 
сывороточным альбумином (БСА) осуществ-
ляли описанными ранее методами | 3 | в отделе 
химии стероидных соединений Центрального 
института микробиологии и экспериментальной 
терапии АН Г Д Р (Йена) . Конъюгат 11-дезок-
сикортизола с БСА, по данным спектрофото-
метрического анализа, содержал 26 молекул 
стероида на I молекулу БСА. 

В Институте экспериментальной патологии 
и терапии АМН С С С Р (Сухуми) для получе-
ния антисыворотки кроликов породы шиншил-
ла массой 2,5—3 кг иммунизировали конъюга-
том 11-дезоксикортизола с БСА. На к а ж д о е 
животное брали по 2 мг антигена па 1 им-
мунизацию. Взвесь антигена в полном адъю-
ванте Фрейда вводили в область лимфоузлов 
передних и задних конечностей. Иммунизиро-
вали троекратно с интервалом в 1 мсс. Через 
2 мед после последней иммунизации брали 
кровь из ушной вены для получения антисы-
воротки. 

С пеци фи ч 11 ость а нтисы вор отк и он редел ял и 
по методу Абрахама | 2 | с 32 родственными 
стероидами, сродство антител к 11-дсзоксикор-
тизолу - п о графику Скэтчарда 111. 

Д л я оценки воспроизводимости результа-
тов радиоиммуноанализа был приготовлен пул 
плазмы крови обезьян (самок павианов га-
мадрилов) , который использовали в к а ж д о м 
эксперименте в качестве эталона сравнения. 
Коэффициент вариации при определении кон-
центрации стероида в пуле в различных се-
риях определений не превышал 15 %, а в 
пределах 1 эксперимента в параллельных про-
бах пула был ниже 10 %. 

Эксперимент с введением метопироиа был 
выполнен на обезьянах - неполовозрелых 
(в возрасте 3 лет) и взрослых (10—14 лет) 
самцах павианов гамадрилов. Масса у непо-
ловозрелых животных была в среднем в 2 ра-
за меньше, чем у взрослых, поэтому первым 
вводили per os по 250 мг, вторым - - по 500 мг 
метопироиа. Кровь для определения 11-дезок-
сикортизола брали из локтевой вены до вве-
дения препарата , а затем через 3, 6, 24, 48 
и 72 ч после введения* 

Д л я экстракции 11-дезоксикортизола 20 мкл 
исследуемой плазмы интенсивно встряхивали 
с 2 мл этилового эфира на супермиксере. Эф-
фективность экстракции 11-дезоксикортизола 
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из плазмы крови в указанных условиях со-
ставляла 95—97 %. 

Д л я контроля величины неспецифического 
фона («бланка») проводили экстракцию фос-
фатной буферной системы эфиром в том ж е 
соотношении, как и при экстракции исследуе-
мой плазмы. Отсутствие достоверных различий 
в активности проб максимального связывания 
(В0) и «бланка» исключало влияние факторов 
неспецифического фона на результаты радио-
иммунологи ч ее к их о и р сдел е 11 и й. 

Эфирный экстракт отделяли от плазмы за-
мораживанием водной фазы при температуре 
от —30 до - 40 °С с последующим декантиро-
ванием. Эфир выпаривали на водяной бане 
при 38 - 40 °С и к упаренному экстракту до-
бавляли по 200 мкл фосфатной буферной си-
стемы, после чего пробы инкубировали в во-
дяной бане 5 мии при 60 °С и встряхивали 
на миксере в течение 20 с. 

Диапазон концентрации 11-дезоксикортизо-
ла в калибровочной кривой составлял от 25 
до 800 пг на 0,2 мл. Растворы калибровочных 
проб, 3Н-11-дезоксикортизола и аитисыворот-
ки готовили в фосфатной буферной системе. 
Затем растворы антисыворотки и 3Н-11 -дезок-
сикортизола смешивали в равных объемах и 
добавляли во все пробы, в виде смеси по 
100 мкл. Содержимое пробирок перемешивали 
на миксере всем штативом, инкубировали в 
водяной бане 10 мин при 60 ftC и 30 мин при 
30 °С, после чего штатив переносили в ледя-
ную баню с температурой воды 2—4°С. Д л я 
разделения свободной и связанной фракций 
стероида добавляли 0,5 мл 1 % суспензии ак-
тивированного угля в фосфатной буферной 
системе. После инкубации в течение 10 мин 
в ледяной бане и центрифугирования при 
2000 g в течение 5 мин при 4 ° С надосадочную 
жидкость сливали для счета радиоактивности 
во флаконы, содержащие 10 мл сцинтилляци-
оиной смеси. Содержимое флаконов инкубиро-
вали 5 мин в водяной бане при 60 °С, встря-
хивали 5 с на миксере, о х л а ж д а л и и измеряли 
уровень радиоактивности на жидкостно-сцин-
тилляциониом счетчике LS-30 «Интертехник» 
(Франция) с эффективностью счета 48 %. 

Содержание 11-дезоксикортизола в пробах 
исследуемой плазмы рассчитывали по графику 
зависимости относительного процента связы-
вания проб калибровочной кривой от концент-
рации стандарта в системе logit — log коор-
динат. 

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

В результате иммунизации живот-
ных была получена антисыворотка с 
титром 1 : 9 6 000. Константа сродства 
антител к 11-дезоксикортизолу соста-
вила 3,5- 109 л/моль. Величины пере-
крестных реакций аитисыворотки при-
ведены в таблице. 

Как видно из таблицы, максималь-
ная пере к рестна я pea кц и я a 11 т и с ы в о -
ротки к 11-дезоксикортизолу была за-
регистрирована для 17-оксипрогесте-
рона и составляла 11,4%. Однако, 
учитывая, что концентрация этого со-
единения в крови человека и обезьян 
в 5—10 раз ниже, чем 11-дезоксикор-

Специфичность аитисыворотки к 11-дезоксикор-
тизолу 

В е л и ч и н а п е р е -
С о е д и н е н и е к р е с т н о й р е а к ц и и , 

% 

11 - Дезоксикортизол 100 
17-Оксипрогестерон 11,4 

1,4 Кортизон 
11,4 

1,4 
Прогестерон 0 , 8 
Кортизол 0 , 6 
Дезоксикортикостерон 0 , 1 

Остальные соединения—менее 0 ,1% 

т изола, указа и и ая вел и чина п е р е -
крестной реакции не искажала ре-
зул ьт атов о предел ей ий. 

Стаидартная кривая для определе-
ния 11-дезоксикортизола, построенная 
в logit — log координатах, приведена 
на рис. 1. В диапазоне от 25 до 800 пг 
отмечался линейный характер кривой. 
Ко э ф ф и ц и е и т в а р и а ц и и п а р а л л ел ь и ы х 
проб каждой дозы калибровочной 
кривой колебался от 1,5 до 5 ,5%. 

При определении открываемое™ 
для оценки точности метода получена 
кривая зависимости исследуемого ко-
личества 11-дезоксикортизола от до-
бавленного в пробу (рис. 2). Эффек-
тивность открытия для всех добавлен-
ных доз составила 9 6 , 4 + 0 , 6 % . 

Результаты оценки точности метода 
с применением теста на параллелизм 
представлены на рис. 3. Как видно из 
рису н к а, зависимость содержания 
11-дезоксикортизола от объема экст-
рагируемой плазмы крови различных 
видов животных (обезьян, морских 
свинок) и человека носит линейный 
характер. 

На рис. 4 приведена динамика со-
держания 11-дезоксикортизола в плаз-
ме крови неполовозрелых и взрослых 
самцов павианов гамадрилов в усло-
виях метопиронового теста. Исходный 

25 50 100 200 400 800мш, тюбу 

Рис. 1. Калибровочная кривая радиоиммунного 
определения 11-дезоксикортизола, построенная 

в системе logit — log координат. 
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Рис. 2. Зависимость определяемого количества 
I 1-дезоксикортизола от количества гормона, 

добавленного в бесстероидиую плазму. 
П о оси а б с ц и с с — к о л и ч е с т в о д о б а в л е н н о г о , но оси 
о р д и н а т — к о л и ч е с т в о о т к р ы т о г о 1 1 - д е з о к с и к о р т и з о л а 

(в пг ) . 

уровень 11-дезоксикортизола в крови 
неполовозрелых животных был почти 
в 2 раза выше, чем у взрослых, и со-
ставлял 17,8+2,8 и 9 ,0+1 ,4 нг/мл со-
ответственно. Через 3—6 ч после вве-
дения метопироиа содержание 11-дез-
оксикортизола увеличивалось в крови 
взрослых животных в 12 раз, у непо-
ловозрелых— в 15 раз. Восстановле-
ние исходных значений происходило 
через 48 ч. 

Полученные результаты показыва -
ют, что разработанный метод радио-
иммунного определения 11-дезокси-

Рис. 3. Зависимость содержания II -дезокси-
кортизола от объема исследуемой плазмы раз-

личных видов животных и человека. 
а — ч е л о в е к ( м у ж ч и н а ) ; б — с а м к и п а в и а н о в г а м а -

д р и л о в ; в — с а м к и морс ких свинок . 

Рис. 4. Изменение содержания 11-дезоксикор-
тизола в крови неполовозрелых (сплошная ли-
ния) и взрослых (пунктирная линия) самцов 
павианов гамадрилов (п 5) после введения 

метопироиа. 

кортизола обладает высокой чувстви-
тельностью и специфичностью, позво-
ляющими определять содержание это-
го соединения без предварительного 
хром атогра фи чес кого выделения. 

Антисы воротка, используемая в дан-
ном методе в качестве связывающего 
агента, выгодно отличается от анало-
гов, описанных в литературе. Так, в 
работе M a h a j a n и соавт. [5 | при по-
лучении антисыворотки в качестве 
антигена был использован конъюгат 
I 1 - дезоксикортизола - 21 - гемисукци-
ната с БСА. Полученная на его осно-
ве антисыворотка давала 100% 
перекрестную реакцию с 17-оксипро-
гестероном, вероятно, вследствие ней-
трализации гидроксильной группы 
1 1-дезоксикортизола у 21 атома угле-
рода. Естественно, это значительно 
снижало специфичность метода. 

И с п о л ьз о в а и и е а и а л о г и ч и ой а и т и с ы -
воротки, описанной Kobayashi и соавт. 
[6] (конъюгация в 21 положении) в 
иммуиоферментном методе определе-
ния 11-дезоксикортизола, требовало 
предварительного хроматографическо-
го выделения стероида иа колонках с 
сефадексом LH-20. 

Высокая специфичность полученной 
и а м и а нти с ы во р от ки, вероятно, опре-
деляется, с одной стороны, правильно 
выбранным методом конъюгации сте-
роида (в 3 положении) с молекулой 
белка при синтезе антигена, с дру-
гой— использованием в качестве гап-
тен а 3- к а р бо к с и м ет и л о кс и м а, кото р ы й 
как известно, в отличие от гемисукци-
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матов позволяет индуцировать выра-
ботку более специфичных антител [6]. 

И с пол ьзо в а и и е п р е д л о ж ен и о го р а -
диоиммунологического метода опреде-
ления 1 1-дезоксикортизола в крови 
позволяет отказаться от классической 
схемы проведения метопиромового те-
ста с 4 6-разовым введением боль-
ших доз препарата, а ограничиться 
однократным в в е д е и и е м м е т о п и |) и н а, 
которое сопровождается выраженным 
повышением уровня I 1-дезоксикорти-
зола в крови и, следовательно, дает 
во з м о ж 11 ос т ь оцеп и т ь ф у н к ц и о н а л ь н i >i е 
резервы коры надпочечников и адено-
гипофиза. 
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A r a d i o i m m u n o a s s a y of II-deoxycort isol in 
human and an imal blood p lasma w a s develo-
ped. The an t i se rum used in the method w a s 
prepared a g a i n s t a c o n j u g a t e of I l -deoxycort i-
sol -3(0-carboxymethyloxime) and bovine scrum 
albumin. Specificity of the an t i se rum w a s de-
termined in cross react ions us ing 32 steroids. 
High specificity of the an t i se rum al lowed to 
de termine II-deoxycort isol wi thout pre l iminary 
ch roma tog raph i c isolat ion. Sens i t iv i ty of the 
method enabled to detect 25 pg of II-deoxycor-
tisol. The int ra- and in te rassay va r i a t i ons were 
less than 10 % and 15 %, respectively. The me-
thod w a s used for eva lua t ion of hypophysis-ad-
renal cortex system func t ions under the condi-
t ions of metopi rone test. 
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Б Р О М Ц И А Н О В О Е П Е П Т И Д Н О Е К А Р Т И Р О В А Н И Е 
К О Л Л А Г Е Н О В Ы Х П О Л И П Е П Т И Д О В П О С Л Е Р А З Д Е Л Е Н И Я 

Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З О М В ПОЛ И А К Р И Л А М И Д НОМ Г Е Л Е 
И Д Е Т Е К Ц И И О К Р А Ш И В А Н И Е М И Л И Р А Д И О А В Т О Г Р А Ф И ЕЙ 

Институт медицинской генетики A M I ! СССР, Москва 

При изучении заболеваний соедини-
тельной ткани и в ряде других случа-
ев возникает необходимость струк-
т у р н о го анализа и н д и в идуальпых це-
пей коллагенов либо их предшествен-
ников или продуктов деградации. Од-
ним из наиболее часто используемых 
м етодо в я вляется сравнение эле кт р о-
ф о р ет и чес к и х х а р а кт е р и с т и к п е п т и -
дов, получаемых расщеплением кол-
л агенов ы х пол и пе и т и до в б р о м ц и а и о м. 
Индивидуальные цеп и колла геиовых 
белков для анализа получают путем 
использования либо различных комби-
наций солевого фракционирования и 
хроматографии на ДЭАЭ- или КМ-
целлюлозе [5, 9], либо электрофоре-
за в полиакриламидном геле (ПААГ) 

[3, 41. Хроматографические методы 
т р у д о е м к и (особе н н о п р и изучении 
большого числа образов) и требуют 
значительных количеств материала. 
13 а з д е л е и и е э л е кт р о ф о р езо м значи-
тельно проще, экономичнее и позво-
ляет использовать неочищенные пре-
п араты коллагеповых белков. Недо-
статком этого метода является то, что 
после определения положения поли-
пептидов стандартными метода ми, 
которые обычно предусматривают 
фиксацию, извлечь их из геля с хоро-
шим выходом трудно. Д л я того чтобы 
и з б еж а т ь с и и ж е н и я э ф фективнос т и 
элюции вследствие фиксации при 
окра ш ива и и и, предполагалось о п реде -
лять положение цепей коллагеповых 
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полипептидов в геле путем частичного 
переноса материала на нитроцеллю-
лозную мембрану с последующим 
окрашиванием мембраны кумасси 
R-250 и совмещением с исходным ге-
лем [Ю]. Метод достаточно эффекти-
вен, однако трудоемок и имеет оче-
видные ограничения в точности выре-
зания полос. 

Другой подход, который позволяет 
обойти трудности, связанные с извле-
чением полипептидов из гелей после 
разделения электрофорезом, состоит 
в том, чтобы расщеплять их бромциа-
ном непосредственно в геле. Этот под-
ход был описан в работе | 1] для кол-
лагеиовых белков, меченных 3Н-про-
лином. В первоначальном варианте 
метода [1] из пластины геля сразу 
после электрофореза вырезают поло-
ску длиной К) см, соответствующую 
индивидуальной дорожке, обрабатыва-
ют ее бромцианом и помещают гори-
зонтально на верхний край геля вто-
рого направления, в котором и прово-
дят электрофоретический анализ 
бромциановых пептидов. Недостатком 
метода является то, что вырезаемая 
полоска геля имеет большие размеры 
п содержит сразу несколько полипеп-
тидов. Прямую локализацию пол и пеп-
тидов, которая позволила бы выре-
зать кусочки гелей, содержащие инди-
видуальные цепи коллагеиовых белков, 
и анализировать их по отдельности, 
не проводят во избежание снижения 
выхода пептидов в гель второго на-
правления. Д л я того чтобы уменьшить 
размеры полоски геля, зону, содержа-
щую интересующие исследователя 
белки, можно приблизительно локали-
зовать, ориентируясь по соседним до-
рожкам, которые обрабатывают Р Р О 
и подвергают флюорографии [4]. 
Однако провести таким образом точ-
ное вырезание иидиви/^уальных полос 
весьма сложно. Другим недостатком 
метода [1] является то, что меченные 
3Н-аминокислотами коллагены в до-
статочных для карт ир оваи и я колич е -
ствах можно получить только в куль-
туре клеток. В связи с этим возника-
ет необходимость разработки анало-
гичного метода пептидного картиро-
вания для немеченых коллагенов, вы-
деленных из тканей. 

И для меченых, и для немеченых 
коллагено в о п т и м а л ь и ьт ми 6 ы л и б ы 
м е то д ы, по з в о л я ю щ и е п р овод и т ь п е п -
тидное картирование с предваритель-

ным прямым определением положения 
полипептидов в геле. 

Учитывая вышеизложенное, мы ечи-
т а л и н е о б х од и м ы м изучить в л и я и и е 
раз иых м етодов л о к а л и з а ц и и цепей 
коллагеиовых полипептидов в геле 
первого направления на эффектив-
ность их последующего электрофоре-
тического переноса в гель второго 
направлеиия. Н а ос и ов аиии по л у ч е и -
ных данных предложены методы ана-
лиза бромциановых пептидов индиви-
дуальных цепей как меченных радио-
активными изотопами, так и немече-
ных коллагеиовых белков после раз-
деления цепей электрофорезом и пря-
мой локализации полипептидов в геле. 

М е т о д и к а 

Получение меченных ],кС-пролином прокол-
лагенов. Монослой фибробластов кожи чело-
века инкубировали в течение 16 ч в среде 
Игла, содержащей ' ' 'С-пролип (0,2 М Ь к / м л , 
удельная активность 7,4 М Б к / м М , Ч С С Р ) , ас-
корбиновую кислоту (50 мкг /мл) , р-амино-
пропионитрил (100 мкг /мл) , НЕ P E S (15 мМ) . 
Культура льну ю среду собирали, центрифуги-
ровали (2000 об/мин, 10 мин), к надосадоч-
ной жидкости добавляли этанол (конечная 
концентрация 70 об .%) , выдерживали на хо-
лоду 20 ч и центрифугировали (5000 об /мин , 
30 мин). Осадок промывали 70 % этанолом и 
лиофилизировали, после чего обрабатывали 
пепсином (100 мкг/мл, фирма «Serva») в 2 % 
уксусной кислоте в течение 16 ч при 4 ° С и 
лиофилизировали. 

Немеченные коллагены I и II типов полу-
чали экстракцией из кожи и хрящей соответ-
ственно, как описано в работе [2]. Электро-
форез в 5 % ПААГ проводили по методу |7 | . 
После электрофореза гели нарезали на по-
лоски, содержащие отдельные дорожки. Поло-
жение цепей коллагенов определяли од if им из 
следующих способов: I) совмещением с рент-
геновскими пленками, на которые экспониро-
вали полоски гелей, высушенные на ватмане 
3 МАА; 2) окрашиванием кумасси R-250 
(0,1 %) в 2 % уксусной кислоте в течение 
5 мин с последующим промыванием водой в 
течение 10 мин; 3) окрашиванием кумасси 
R-250 (0,1 %) в растворе I (вода — этанол — 
уксусная кислота — 5 : 5 : 1) в течение 20 мин 
с последующим промыванием водой в течение 
20 мин; 4) осаждением додецилсульфата нат-
рия ( Д С П ) , не связанного с пол и пептида ми, 
4 М раствором ацетата натрия по методу [6]. 
Белковые полосы при этом видны на черном 
фоне; 5) путем сопоставления с соседними 
дорожками, локализацию полипептидов в ко-
торых проводили способами 1—4. 

Кусочки, содержащие индивидуальные цепи 
коллагенов, вырезали скальпелем, промывали 
в буфере для образцов (2 мл на кусочек геля 
2 раза по 15 мин) и наносили в карманы геля 
в т о р о го напр а в л синя. 

После электрофореза гели обрабатывали 
Р Р О , высушивали и подвергали флюорогра-
фии. Зоны, содержащие индивидуальные цепи 
коллагеиовых белков, вырезали, количество 

134, 



радиоактивного материала в них определяли 
в диоксановом сциитилляторе. Остаточную 
радиоактивность в исходных кусочках гелей 
определяли т а к ж е после обработки их Р Р О . 

Расщепление цепей коллагеиовых белков 
CNBr в кусочках гелей проводили, как описа-
но в работе [1|, с небольшими изменениями: 
кусочки гелей промывали в течение 10 мни 
70 % муравьиной кислотой, добавляли 400 мкл 
70 % муравьиной кислоты, 50 мкл раствора 
бромистого циана в диметилформамиде 
(1 г /мл) и выдерживали при покачивании в 

течение 3 ч при 37 °С. Перед тем как поме-
стить па верхний край геля второго направле-
ния, кусочки промывали 0,06 М раствором 
трис-HCl р Н 6,8, содержащим бромфеноловый 
синий. 

После того как при промывке буфер пере-
ставал изменять синий цвет на желтый, кусоч-
ки промывали 10 мии в буфере для образцов 
(0,06 М трис-HCl р Н 6,8, 2 % Д С Н , 2 % мер-
каптоэтаиол, бромфеноловый синий) и поме-
щали на верхний край геля второго направле-
ния, в котором проводили электрофоретическое 
разделение полученных пептидов. После элек-
трофореза гели подвергали флюорографии 
л и б о окрашивали кумасси R-250 или аммоний-
ным комплексом серебра [8]. 

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

Эффективность элюции при разных способах де-
текции полос « 1 ( 1 ) и ос2 (I) после электрофо-

реза в 5% ПААГ 

С п о с о б о б р а б о т к и г е л я 
п р и в ы я в л е н и и п о л о с к о л -
л а г е н о в в г е л е 1 н а п р а в -

л е н и я 

Э ф ф е к т и в н о с т ь 
д и н , % 

э л ю -

С п о с о б о б р а б о т к и г е л я 
п р и в ы я в л е н и и п о л о с к о л -
л а г е н о в в г е л е 1 н а п р а в -

л е н и я 

п р и э л е к т -
р о ф о р е з е 

п р и д и ф ф у -
зии за 

30 м и н * * 

С п о с о б о б р а б о т к и г е л я 
п р и в ы я в л е н и и п о л о с к о л -
л а г е н о в в г е л е 1 н а п р а в -

л е н и я 

« см а а <м а 

Интактиый гель 98 98 24 49 
Высушен с последующей 

радиоавтографией 86 86 36 60 
Окрашен кумасси в 2% 

уксусной кислоте 77 92 14 46 
Окрашен кумасси в раст-

воре I* 68 90 7 25 
Фиксирован 10% раство-

ром Т Х У , окрашен ку-
масси в растворе 1 9 49 15 22 

П р и м е ч а и и е. Одна звездочка—раствор I 
имеет следующий состав: этанол—вода—уксус-
ная кислота—5:5:1, две—кусочки геля встряхи-
вали в буфере, состоящем из 0 ,08 М трис-HCl 
рН 6,8, 0 , 1 % Д С Н . 

Влияние разных методов локализа-
ции цепей коллагеиовых белков на эф-
фективность их последующей элюции 
из гелей. Наименьшие потери вслед-
ствие фиксации можно ожидать при 
определении положения цепей колла-
геиовых белков радиоавтографией ге-
лей, высушенных непосредственно 
после электрофореза, либо при окра-
шивании в растворителях, в которых 
коллагены хорошо растворимы (на-
пример, в 2% уксусной кислоте). Зна-
чительное снижение элюции можно 
ожидать при окрашивании в фикси-
рующих растворах (например, в 10% 
ТХУ либо в растворе I) . 

Д л я того чтобы сравнить разные 
способы детекции по их влиянию на 
эффективность перехода цепей колла-
генов в гель второго направления, се-
рию параллельных образцов, содержа-
щих по 100 мкг меченного Н С колла-
гена 1 типа (удельная активность 
100 000 имп/мг), подвергали электро-
форезу в 5 % Г1ААГ. Положение по-
липегггидов локализовали одним из 
способов, описанных в разделе «Ме-
тодика» (см. таблицу). Кусочки ге-
лей, содержащие индивидуальные це-
пи а 1(1) и а 2(1), вырезали и после 
промывания в буфере для образцов 
помещали в лунки второго геля. Пос-
ле электрофореза гели обрабатывали 
РРО, высушивали и подвергали флюо-

рографии. Об эффективности электро-
элюции судили по количеству радио-
активного материала в зонах, содер-
жащих цепи а 1(1) и а 2(1), и в ис-
ходных кусочках гелей. 

Из кусочков, которые вырезали из 
интактных полосок гелей (положение 
цепей определяли по соседним дорож-
кам) , в гель второго направления в 
случае цепи а 1(1) переходит около 
98 % материала. Из гелей, высушен-
ных сразу после электрофореза и экс-
понированных на рентгеновскую плен-
ку в течение 1-х суток, эффективность 
э л е кт р о п е р е и оса н иже и со ст а в л я ет 
8 6 % . Из кусочков гелей, окрашенных 
кумасси в 2 % уксусной кислоте, в 
гель второго направления переходит 
около 77 % материала, т. е. эффек-
тивность электроэлюции снижается по 
сравнению с интактными гелями на 
2 1 % . Д а ж е при окрашивании в рас-
творе I, который для многих белков 
обладает фиксирующими свойствами, 
эффективность электроэлюции состав-
ляет около 67 %. В противополож-
ность этому обработка гелей 10% 
раствором ТХУ перед окрашиванием 
снижает эффективность электроэлю-
ции. Около 90% радиоактивного ма-
териала при этом остается в исходном 
кусочке геля. Надо отметить, что на-
личие связанного красителя не влия-
ет на эффективность элюции. При 
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промывании кусочков гелей, окрашен-
ных кумасси, раствором I до полного 
удаления красителя эффективность 
э л е ктр о э л ю ц и и не по в ы ш а л а с ь. 

В случае цепи а 2(1) и окрашива-
ние, и высушивание гелей влияют на 
эффективность электроэлюции в еще 
меньшей степени, чем в случае а 1(1). 
При окрашивании эффективность элю-
ции по сравнению с таковой в иитакт-
ных гелях снижается всего на 6 — 8 % , 
при высушивании па 12% (см. таб-
лицу). Результаты, аналогичные полу-
ченным для коллагеповых цепей 
а 1(1) и а 2 ( 1 ) , получены нами и для 
проколлагеновых цепей про а 1(1) и 
про а 2(1) (данные не приведены). 

Д л я коллагена II типа строгая ко-
ли ч ест в е 11 и а я оценка э ф фе кти i $ нос ти 
электроэлюции цепи а 1(1!) после ви-
зуализации в связи с отсутствием ме-
ченого материала не проводилась. 
Однако ориентировочная оценка по 
интенсивности полос в геле второго 
направления не выявила существенно-
го ее снижения после окрашивания 
гелей. 

Хорошие результаты по электроэлю-
ции цепей коллагенов получены при 
выя в л е н ии полип е птидо в методом 
осаждения Д С П , не связанного с бел-
ками | 8 | . Однако чувствительность 
этого метода значительно ниже, чем 
при окрашивании кумасси. Кроме то-
го, белковые полосы видны относи-
тельно коротокое время ( 1 5 - 3 0 мин) 
и точно вырезать все полосы из геля 
с большим числом образцов сложно. 
Дополнительная трудность состоит в 
том, что после вырезания одной из 
нескольких близколежащих полос по-
лосы, находящиеся вблизи вырезан-
ной, становятся трудно различимыми. 

В отличие от электроэлюции на 
диффузионную элюцию в буфер, со-
держащий Д С П , процедуры о к р а ш и -
вания гелей влияют значительно силь-
нее. Так, из кусочков, вырезанных из 
гелей, окрашенных кумасси в раство-
ре I, за 30 мии встряхивания при ком-
натной температуре в 2 мл буфера, 
содержащего 0,1 % ДСП, элюируется 
почти в 4 раза меньше а 1(1), чем из 
интактного геля; из кусочков, окра-
шенных в 2 % уксусной кислоте, 
приблизительно в 2 раза (см. табли-
цу). На диффузию а 2(1) окрашива-
ние в л и я ет мен ьш е — п р и о к р а ш и в а -
ним в растворе I скорость элюции 
снижается примерно в 2 раза, при 

окрашивании в 2 % уксусной кислоте 
она практически не снижается. 

Важно отметить, что потери мате-
риала в процессе окрашивания гелей 
практически отсутствуют. В специаль-
ных экспериментах установлено, что 
из кусочков, вырезанных из гелей, 
окрашенных кумасси в растворе I, 
цепи а 1(1) и а 2(1) при последующем 
выдерживании кусочков в растворе 1 
не вымываются в заметных количест-
вах по крайней мере в течение не-
скольких суток, хотя краситель за это 
время вымывается полностью. При 
промывании в 2 % уксусной кислоте 
кусочков, окрашенных кумасси в 2 % 
уксусной кислоте, мы также не обна-
ружили заметной потери материала. 
Гели при этом обесцвечивались лишь 
незначительно. Поскольку в раство-
рах уксусной кислоты сами по себе це-
пи коллагенов хорошо растворимы и 
эффективно элюируются из геля [10], 
отсутствие диффузии в 2 % уксусной 
кислоте окрашенных цепей указывает 
на то, что в этих условиях наличие 
комплекса с кумасси фиксирует цепи. 
При перенесении кусочков в нейтраль-
ный буфе)), содержащий Д С П , фикси-
рующее действие красителя, по-види-
мому, снижается, что повышает ско-
рость диффузии. Однако и после это-
го элюция цепи а 1(1) в отличие от 
а 2(1) протекает с меньшей скоро-
стью, чем из иитактиых гелей. Рас-
твор I, вероятно, оказывает некоторое 
собственное фиксирующее действие 
на цепи коллагенов. Элюция коллаге-
нов в этом растворе не наблюдается 
даже при полном удалении красителя. 
При переводе в 0,1 % Д С П фиксация, 
которая произошла в растворе I, ска-
зывается на эффективности диффу-
зии (она снижается в 4 раза ) . При 
электроэлюции степень фиксации рас-
твором I выражена меньше и эффек-
тивность ее снижается всего па 30 % 
по сравнению с таковой в контроле. 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют, что для бромциано-
вого пептидного картирования с рас-
щеплением цепей коллагеповых бел-
ков в кусочках гелей можно использо-
вать прямые м е т о д ы выявления поли-
пептидов в геле. После окрашивания 
в растворе I эффективность элюции 
для цепи а 1(1) снижается приблизи-
тельно на 3 0 % , при окрашивании в 
2 % уксусной кислоте — на 20 % , при 
радиоавтографии высушенных гелей -
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всего на 10—13%. Дли цепи ос 2 (I) 
потери еще меньше. В то же время 
прямое определение положения белко-
вых полос указанными способами 
значительно упрощает эксперименты 
и позволяет достигать более высокого 
разрешения. 

Иная с и ту а ци я н а б л юд а ется п р и 
необходимости извлечения цепи кол-
лагенов из геля с помощью диффузии. 
В данном случае окрашивание гелей 
су щесгве п п о с и иж а ет э ф ф е кт и в i юст ь 
выхода цепей коллагенов из геля. 
Так, при окрашивании в растворе 1 
скорость элюции для цепей а 1(1) и 
а 2(1) снижается приблизительно в 
4 раза. Лучшие результаты дает 
окрашивание в 2 % уксусной кисло-
т е — скорость элюции а 1(1) снижает-
ся менее чем в 2 раза, скорость элю-
ции а 2(1) практически не снижается. 

Пептидное картирование. На осно-
вании полученных данных нами пред-
ложены следующие способы пептид-
ного картирования. Поскольку энер-
гия излучения трития слишком мала 
для прямой радиоавтографии, с целыо 
пептиди ого кар т ир ов аи ия колл а ге но-
вых белков, продуцируемых культура-
ми фибробластов, мы использовали 
мечение 14С-пролином либо 14С-глици-
ном. Меченные 14С-аминокислотами то-
тальные белки культуральной среды, 
в которой культивировал и фибробла-
сты, подвергали электрофорезу в 5 % 
ПААГ. После радиоавтографии в те-
чение ночи из высушенных нефикси-
рованных гелей вырезали кусочки ге-
лей, содержащие индивидуальные це-
пи коллагеповых белков, и обрабаты-
вали б ром цианом, как описано в раз-
деле «Методика». Полученные в ре-
зультате гидролиза пептиды разделя-
ли электрофорезом в ПААГ. Гели 
подвергали флюорографии. На рис. 1, 
см. вклейку поиведены полученные 
таким образом пептидные карты це-
нен проколлагена I типа. Как 
видно из рис. 1, на электрофореграм-
мах представлены все высокомолеку-
лярные бром циановые пептиды цепи 
про а 1 (1) (СВ 7, СВ 8, рСВ 6, СВ 3) 
и цепи про а 2(1) (СВ 4, рСВ 3.5). 

Пептидное картирование немечен-
ных коллагенов проводили следующим 
образом: 150 мкг коллагена I типа 
подвергали электрофорезу в 5 % 
ПААГ. Гели окрашивали кумасси, 
либо в 2 % уксусной кислоте, либо в 
растворе I, затем промывали водой. 

Кусочки гелей, содержащие цепи 
а 1(1) и а 2 ( 1 ) , вырезали и обрабаты 
вали бромциаиом. 11осле разделения 
бромциановых пептидов электрофоре-
зом в ПААГ гели окрашивали аммо-
нийным комплексом серебра (рис. 2, 
см. вклейку). Как видно из рис. 2, 
электрофореграммы пептидов, полу-
чеиых при расщеплении цепей, выре-
занных из гелей, окрашенных кумасси 
в растворе I и в 2 % уксусной кисло-
те, не различаются. На них представ-
лены все крупные бромциановые пеп-
тиды а 1(1) и а 2(1) . Эти же пептиды 
видны и на электрофореграмме, полу-
ченной после расщепления не фрак-
ционированного на цепи коллагена 
1 типа в растворе. На электрофоре-
граммах видны также и продукты ча-
стичного расщепления цепей коллаге-
нов. При расщеплении в геле их отно-
сительное количество несколько вы-
ше, чем при расщеплении в свобод-
ном растворе. Частично это обуслов-
лено, вероятно, тем, что в растворе 
гидролиз проходит более количест-
венно, чем в геле. Кроме того, в 
процессе обработки бромциаиом и 
при последующей подготовке ку-
сочков гелей к электрофорезу про-
исходит вымывание пептидов в ре-
акционную среду и в промывающий 
буфер. Контрольные эксперименты с 
мечеными коллагенами показали, что 
в процессе расщепления в раствор 
бром циана из кусочков гелей перехо-
дит около 30 % радиоактивного мате-
риала. При этом элюируются в основ-
ном продукты полного гидролиза, 
имеющие меньшую молекулярную 
массу, чем продукты частичного гид-
ролиза коллагеповых полипептидов. 
Преимущественным вымыванием пеп-
тидов с небольшими размерами объ-
ясняется, по-видимому, и снижение 
относител ы I о й и и тем с и в и ости полосы, 
обусловленной наиболее пизкомолеку-
ляриым пептидом цепи а 1 (1 )— СВ 3. 
Однако, поскольку основной характе-
ристикой, анализируемой при пептид-
пом картировании, является электро-
фор е т и ч е с к а я п од в и ж н о ст ь пептидов, 
из ме и ен ие от 11 ос итель и ого коли честв а 
пептидов не препятствует сравнитель-
ному анализу. 

П р и i I ц и п и а л ь 11 ы е от л и ч и я о п и с а и -
ных в настоящем сообщении методов 
бромцианового пептидного картирова-
ния коллагеповых белков от метода 
| 1 | состоят в следующем: 1) разрабо-
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тайные нами методы позволяют про-
водить анализ бромциановых пепти-
дов индивидуальных цепей не только 
меченных радиоактивными аминокис-
лотами коллагеиовых белков, получен-
ных в культуре клеток, но и иемечен-
ных коллагенов, выделенных из тка-
ней и органов; 2) вырезание кусочков 
гелей и обработка бромцианом прово-
дятся после прямого выявления цепей 
коллагенов в геле, в котором осущест-
вляется их разделение. Благодаря 
возможности точно вырезать кусочки 
гелей, содержащие индивидуальные 
белки, в последующем в одной пла-
стине геля размером 16X16 см удает-
ся провести анализ пептидов до 20 
разных полипептидов, располагая их 
в желаемом порядке, что повышает 
точность сравнения электрофоретиче-
ской подвижности. Возможность груп-
пировать кусочки гелей в соответст-
вии с количеством материала, которое 
они содержат (и при необходимости 
уменьшать его, расчленяя кусочек), 
позволяет избежать затенения доро-
жек с малым количеством материала 
дорожками с большим количеством 
материала. Кроме того, уменьшение 
размеров кусочков гелей за счет по-
вышения точности вырезания позво-
ляет снизить расход бромциаиа, что 
повышает безопасность работ. 

Описанные методы могут быть ис-
пользованы, вероятно, для анализа и 
11 е кол л аге иовы х б ел ков. 
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CYANOGEN B R O M I D E P E P T I D E M A P P I N G 
O F C O L L A G E N P O L Y P E P T I D E S AFTER SE-
PARATION BY M E A N S O F E L E C T R O P H O -
R E S I S IN POL YACRYL AMIDE GEL AND 
D E T E C T I O N U S I N G S T A I N I N G OR RA-

D I O A U T O G R A P H Y 

В. M. Sher, B. P. Sokolov 

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

Inf luence of va r ious procedures for detection 
of col lagen chains a f te r e lect rophoresis in po-
lyacrylamide gel on eff iciency of their subse-
quent electroelut ion f rom the gel slices into 
gel of the second direction w a s studied. Stai-
n ing of the gels with Coumassy R-250 under 
mild condi t ions or r a d i o a u t o g r a p h y of the ge l s 
dried a f t e r e lect rophoresis decreased only 
s l ight ly the electroelut ion eff iciency as compa-
red with the un t rea ted gels. This observa t ion 
sugges t s tha t direct procedures , which simpli-
fied dist inct ly the exper iments , mig th be used 
for detection of the polypept ides in ininial gel 
when peptide m a p p i n g w a s carried out us ing 
deg rada t ion of co l lagens by m e a n s of cyanogen 
bromide immedia te ly in the gel d ices . The pro-
cedures were developed, which enabled to per-
form mapp ing of col lagen individual cha ins 
both labelled with 14C-arnino acids and unlabel-
e d f rac t ions a f te r their e lectrophoresis in po-
lyacry lamide gel and the direct detect ion of 
polypeptides. 

Р Е Ц Е Н З И Я 

УД К 612.124 -)- 616.153.96/(035) (049.32) 

В. К. К у х т а, Э. И. О л е ц к и й, 
А. Н. С т о ж а р о в. Белки плазмы крови 
Минск: Беларусь, 1986.— Т и р а ж 3500 

Несмотря на то что белки плазмы крови, 
которых пс менее 100, являются важнейшими 

показателями многочисленных патологических 
состояний и непрерывно расширяется круг 
используемых в качестве лечебных препаратов 
белков плазмы крови человека, до сих пор в 
С С С Р ие было издано справочника, посвящен-
ного этим веществам. М е ж д у тем необходи-
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