
А К А Д Е М И Я М Е Д И Ц И Н С К И Х Н А У К С С С Р 

Т О М X X X I V 

в ы п у с к 5 

С Е Н Т Я Б Р Ь — О К Т Я Б Р Ь 

Д в у х м е с я ч н ы й научно-теоретический ж у р н а л 

Основан в 1955 г. 

М О С К В А • М Е Д И Ц И Н А • 1988 

ВОПРОСЫ. 
М Е Д И Ц И Н С К 0 1 / 1 химии 

Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я К О Л Л Е Г И Я : 

Главный редактор С. С. Д Е Б О В 

В. Б. С П И Р И Ч Е В (зам. р е д а к т о р а ) , И. П. А Ш М А Р И Н , Т. Т. Б Е Р Е З О В , А. В. В А С И Л Ь -
ЕВ, Е. Н, Г Е Р А С И М О В А , В. 3 . Г О Р К И Н , И. Б. З Б А Р С К И И , В. Л . К О З Е Л Ь Ц Е В (от-
ветственный секретарь ) , А. Н. К Л И М О В , Б. Ф. К О Р О В К И Н , Л . А. Л О К Ш И Н А , 
В Н. О Р Е Х О В И Ч , Л . Ф. П А Н Ч Е Н К О , М. Ш. П Р О М Ы С Л О В , Е. Л . Р О З Е Н Ф Е Л Ь Д , 

Ю. А. Р О М А К О В , В. А. САКС, С. Е. С Е В Е Р И Н , В. А. Т У Т Е Л Ь Я Н 

Р Е Д А К Ц И О Н Н Ы Й С О В Е Т : 

Б А Е В А. А. (Москва) 
Б Е Л И Ц Е Р В. А. (Киев) 
Б Ы Ч К О В С. М. (Москва) 
К О Н С Т А Н Т И Н О В А. А. (Хабаровск) 
К У Д Р Я Ш О В Б. А. (Москва) 
Л Я Х О В И Ч В. В. (Новосибирск) 
П А С Х И Н А Т. С. (Москва) 

Т Р О И Ц К И Й Г. В. (Симферополь) 
Т У Р А К У Л О В Я. X. (Ташкент) 
Т Я Х Е П Ы Л Ь Д Л . Я. (Тарту) 
У Т Е В С К И Й А. М. (Харьков) 
Ш А П О Т В. С. (Москва) 
Я К О В Л Е В Н. Н. (Ленинград) 
Я С А Й Т И С А. А. (Вильнюс) 

И м - т а 

б и б л и о т Ш Г 
6ИОЛ. и МСДИЦ. ХИМИИ 

А М Н 

№ 
: с С Р 

1 



УДК 016-002.1-092:616.155.34-008.9 

О. Г. Оглоблина 

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

В Р Е А К Ц И Я Х О С Т Р О Г О В О С П А Л Е Н И Я ( О Б З О Р ) 

В с е с о ю з н ы й к а р д и о л о г и ч е с к и й н а у ч н ы й ц е н т р А М Н С С С Р 

Воспалительный процесс, возникаю-
щий в ответ на повреждение или ин-
фекцию, включает в себя активацию 
гуморальных систем плазмы крови 
(свертывающей, фибриполиза, комп-
лемента, калликреин-кииииовой) и 
клеточных систем, в первую очередь 
нейтрофилов и других фагоцитов, туч-
ных клеток, лимфоцитов [1, 5, 6, 15]. 
Потенциальными стимуляторами нейт-
р о ф и л о в я в л я юте я гуморальные ф а к-
торы и, наоборот, эффекторы из этих 
клеток активируют некоторые гумо-
ральные системы. Другими словами, 
нейтрофилы входят в систему гумо-
рально-клеточной кооперации тканей. 
В норме лизосомпые ферменты и оки-
слительные агенты нейтрофилов, про-
дуцированные при запуске фагоцито-
за, осуществляют внутриклеточный ка-
таболизм белков и других макромоле-
кул, деградацию интра- и экстрацел-
л юл яр пых эндогенных субстратов, а 
также деградацию фагоцитированных 
вирусов и бактерий. При патологиче-
ских состояниях функции этих клеток 
усиливаются. Происходит интенсивное 
генерирование и высвобождение меди-
аторов воспаления в межклеточное 
пространство. Связанная с этим про-
цессом инициация каскадных протео-
литических реакций и продукция био-
логически активных пептидов приво-
дит к развитию воспаления. 

Нейтрофилы представляют собой 
универсальную регулирующую клеточ-
ную систему, с помощью которой раз-
личные популяции клеток (лимфоци-
ты, эозинофилы, тромбоциты, макро-
фаги, фибробласты, опухолевые клет-
ки) могут усиливать или уменьшать 
свою активность через механизм моду-
ляции их поверхностных рецепторных 
структур [1]. 

/. Медиаторы воспаления, 
продуцируемые нейтрофилами 

Секреция активированными нейтро-
филами, аккумулированными в очаге 
воспаления, компонентов гранул, в 
том числе протеипаз, является прин-
ципиальным механизмом генерирова-
ния медиаторов сосудистого воспале-
ния, регулируемым проста г л а н д и и а м и 
через повышение уровня внутрикле-
точного циклического АМФ [23]. Ис-
следования последних 10 лет показа-
ли, что нейтрофилы продуцируют мно-
гие другие медиаторы воспаления, 
способствующие повреждению эндоте-
лия сосудов, такие как токсические 
метаболиты кислорода, продукты ме-
таболизма липидов, фактор активации 
тромбоцитов [14, 16, 18]. 

Токсические метаболиты кислорода. 
Активированные различными агентами 
нейтрофилы генерируют такие сверх-
активные токсические метаболиты 
кислорода, как супероксиданиои, пере-
кись водорода, гидроксильный ради-
кал, хлорноватистая кислота. При 
этом в клетке, поглощающей очень 
большие количества кислорода, проис-
ходит так называемый респираторный 
взрыв. Глюкоза служит донором элек-
тронов, которые переносятся па кисло-
род по цепи, включающей никотинамид-
адениннуклеотидфосфат (НАДФ X Н), 
флавопротеид и цитохром /;. 
Гексозомонофосфатный шунт также 
активируется для обеспечения функ-
ционирования Н А Д Ф - Н [31]. 

Метаболиты кислорода, выделяемые 
нейтрофилами внутрь фагосомы или 
во внеклеточную среду, изменяют то-
пографию мембраны фагоцитирован-
ных микроорганизмов (антимикробная 
функция) или объектов, недоступных 
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фагоцитозу, и деструктурируют основ-
ные внутриклеточные компоненты, как 
бы подготавливая их к гидролизу под 
действием протеииаз и других гидро-
л а з нейтрофилов [17 ,^31] . Важное 
противовоспалительное свойство кис-
лородных метаболитов нейтрофилов, 
продемонстрированное in vivo, — это 
разрушение эндотелиальных клеток 
при их ,контакте с нейтрофилами, что 
ведет к повышению сосудистой прони-
цаемости [16, 17]. 

Следует подчеркнуть, что на кле-
точном уровне концентрация окисли-
тельных метаболитов кислорода слу-
жит контрольным механизмом синтеза 
проста гла иди нов (ПГ) за счет стиму-
ляции или ингибирования метаболиз-
ма арахидоповой кислоты [23]. 

Продукты действия фосфо липаз. 
11 р од у к т ы действия л и з о с о м и ы х ф о с -
фолипаз (фосфолипаза А, диацилгли-
цероллипаза и др.) делают существен-
ный вклад в сосудистые изменения 
при остром воспалении. Например, 
продукты липооксигеназного пути — 
лейкотриеиы D^ и L4 — стимулируют 
синтез простагландина ПГ12 и факто-
ра активации тромбоцитов эндотели-
альшыми клетками сосудов, а т а к ж е 
повышают их адгезивность по отноше-
нию к нейтрофилам [16]. Лейкотрие-
иы В4, С4 и D4 увеличивают сосуди-
стую проницаемость [23]. Лейкотриен 
В4 поднимает уровень циклического 
ГМФ в нейтрофилах, что приводит к 
высвобождению лизосомных фермен-
тов из клетки [23]. 

Активированные нейтрофилы, не яв-
л я яс ь исто чника м и п р оста г л а ид и н о в, 
стимулируют их продукцию эндотели-
ем сосудов. В этот процесс вовлечены 
как метаболиты кислорода, так и лей-
котриеиы из нейтрофилов. Известно, 
что простагландины группы Е> вызыва-
ют сокращение сосудов, боль, отек. 
Простаглаидин П П 2 обеспечивает ги-
перальгезию [23]. Простагландины 
П Г Е ь ПГЕ2, П П 2 связываются с кле-
точными рецепторами и повышают 
уровень циклического АМФ, что при-
водит к ингибироваиию функций, име-
ющих отношение к воспалению, таких 
как стимуляция лимфоцитов, медииру-
емая клетками цитотоксичность, про-
дуцирование антител и лимфокинов, 
секреция медиаторов воспаления, та-
ких как гистамин и лизосомные фак-
торы, включающие деструктивные ли-
зосомные гидролазы [23]. 

Катионные белки и протеиназы ней-
трофилов. В а ж н а я роль в сосудистом 
звене воспалительной реакции отво-
дится компонентам гранул нейтрофи-
лов, в том числе катионным белкам, 
о которых известно, что они повыша-
ют сосудистую проницаемость in vivo, 
по-видимому, посредством высвобож-
дения гистамипа из тучных клеток и 
других механизмов [16]. 

Существенная роль в развитии ре-
акции сосудистого воспаления при-
надлежит протеиназам нейтрофилов, в 
частности сериновым протеиназам, 
функции которых изучены в большей 
степени [4—6]. В нейтрофилах челове-
ка обнаружены следующие сравни-
тельно изученные сериновые протеи-
назы [6]: эластаза (КФ 3.4.21.37), ка-
тепсин G (КФ 3.4.21.20), локализо-
ванные в азурофильных гранулах; 
коллагеназа (КФ. 3.4.21), локализо-
ванная в специфических гранулах [1, 
4] ; кинииогеназа, выполняющая т а к ж е 
функции активатора плазмииогена [8], 
кинииаза, локализованные в С-части-
цах; химотрипсииоподобиая мембран-
но-связанная протеиназа [20]. Проте-
иназы нейтрофилов, локализованные в 
гранулах и других структурных ком-
понентах клетки, оказывают лизирую-
щее действие па базальную мембрану 
сосудов, на клетки эндотелия сосудов, 
субэидотелиальиый матрикс, участву-
ют в клеточном ответе на стимулиру-
ющие факторы, ответственны за раз-
личные функции нейтрофилов, осуще-
ствляемые ими в процессе активации. 

Недавно была обнаружена ранее не 
и з в е с т н а я м е м б р а и и о - с в я з а и н а я про-
теиназа нейтрофилов человека, энзи-
матически и иммунологически родст-
венная химотрипсипу [20]. Установле-
но, что эта протеиназа вовлечена в 
клеточный ответ на ряд активирую-
щих факторов и влияет на регуляцию 
двух функций — генерирования супер-
оксида пиона и накопления цикличе-
ского АМФ [20]. 

Стимулированные хемотаксическими 
факторами нейтрофилы п о в р еж д а ют 
культивируемые эидотелиальпые клет-
ки микрососудов человека и разруша-
ют субэидотелиальиый матрикс при 
непосредственном участии собственной 
эластазы. Эффект па 63 % снижался 
при введении в среду специфического 
пептидилхлорметилкетонового ингиби-
тора эластазы нейтрофилов, в то вре-
мя как вещества, инактивирующие 
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токсические метаболиты кислорода, не 
оказывали влияния на этот процесс 
[28]. 

На других видах эндотелиальных 
клеток, под воздействием других сти-
муляторов нейтрофилов наблюдали 
зависимую от кислородных радикалов 
деструкцию клеток. Эти факты свиде-
тельствуют о наличии различных ме-
ханизмов участия нейтрофилов в по-
вреждении эндотелия сосудов. Проде-
монстрирован инициирующий эффект 
эластазы нейтрофилов на продуциро-
вание адениннуклеотидов эндотели-
альиыми клетками аорты свиньи. При-
чем эффект объяснялся не протеоли-
тической функцией эластазы, а выра-
женными катионными свойствами ее 
молекулы [22]. 

Получены данные, позволяющие 
предполагать участие эластазы нейт-
р о ф и л о в в м од у л я ц и и прев р а ще и и я 
метионил-энкефалина в конечную ак-
тивную форму, являющуюся анальге-
тиком, действующим через централь-
ную нервную систему, и участвующую 
в иммунорегуляторных процессах в 
плазме крови посредством связывания 
со специфическими рецепторами на 
иммуиокомпетентных клетках [34]. 

С ер и новые протеин азы нейтрофилов 
человека делают большой вклад в ре-
гуляцию протеолитических каскадных 
реакций в плазме крови, имеющих не-
посредственное отношение к сосуди-
стому звену воспалительной реакции. 
Их участие в процессах свертывания 
крови и фибрииолиза [11], в генери-
ровании кипинов [8], активации систе-
мы комплемента [6] и ангиотензин-ре-
ниновой системы [35], по-видимому, 
происходит за счет различных меха-
низмов: инактивации ключевого фер-
мента, протеолиза его субстрата или 
инактивации его ингибиторов, цирку-
лирующих в плазме крови. 

Возможность участия протеиназ ней-
трофилов в деструкции соединитель-
ной ткани и в осуществлении перечис-
ленных выше процессов была неодно-
кратно продемонстрирована в течение 
последних 10—15 лет [1, 4—6]. Так, 
известно, что физиологическими суб-
стратами сериновых протеиназ нейтро-
филов могут являться структурные 
элементы эластин, коллаген, протео-
гликан и такие гуморальные факторы, 
как плазминоген, фибриноген, кинино-
ген, иммуноглобулины, компоненты 
системы комплемента (С1, СЗ, С4, 

СЗа, С5а) , кинины, лейкокинины [6, 
15]. Несколько позднее было установ-
лено действие сериновых протеиназ 
нейтрофилов на ангиотензиноген [35], 
фибронектии [32], ингибиторы протеи-
наз плазмы крови, такие как си-про-
теиназный ингибитор [29], интер-а-ин-
гибитор трипсина [6], антитромбин 111 
[19], (Х2-антиплазмин и C l -инактива-
тор [10] и на транспортные , белки 
(траисферрии, преальбумин) [15]. Су-
щественно, что эффект эластазы нейт-
рофилов на тот или иной субстрат мо-
жет потенцироваться другими протеи-
назами нейтрофилов, например катеп-
сином G [27]. 

Помимо того что эластаза нейтрофи-
лов гидролизует фибрин и фибрино-
ген, образуя биологически активные 
полипептиды, эластаза нейтрофилов 
протеолизует а-тромбин, причем моди-
фицированный эластазой тромбин про-
являет лишь 32 % свертывающей ак-
тивности а-тромбина | 1 11. 

О тесной взаимосвязи протеолитиче-
ских каскадных систем плазм:ы крови 
с ф у н к ц и о и и р о в а н и е м иейтрофило в 
свидетельствует следующий факт. Кал-
ликреин плазмы крови, стимулирую-
щий хемотаксис, агрегацию нейтрофи-
лов и поглощение ими кислорода, при-
частеи к высвобождению эластазы из 
нейтрофилов на ранних этапах про-
цесса свертывания крови [33]. 

2. Схема участия нейтрофилов в 
сосудистом звене воспалительной 

реакции 
Перечисленные выше механизмы 

участия нейтрофилов в сосудистом 
воспалении представлены на схеме. 
В соответствии с представлениями, 
сформировавшимися за последние 
10 лет, это участие представляет со-
бой цепь последовательных событий 
[16, 18]. Наиболее ранним этапом яв-
ляется появление в интерстициальиом 
пространстве хемотаксических факто-
ров (С5а, продукты деградации ком-
понентов системы свертывания крови) , 
а т а к ж е подобных факторов из микро-
организмов. Эти факторы способству-
ют адгезии нейтрофилов на эндотелии 
посткапилляриых венул и инициируют 
эмиграцию клеток. Адгезия нейтрофи-
лов вызывает усиление кровотока, по-
видимому, медиируемое проста гла иди-
нами [18], что приводит к эритеме и 
повышению температуры. Как видно 
из схемы, активация нейтрофилов осу-
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С х с м а 
Медиаторы воспаления и стимулирующие факторы 

(хемотаксические факторы, микроорганизмы, иммунные комплексы, химические и физические 
повреждения) 

А кт и в а ци я нейт р офи лов 

I 
Адгезия нейтрофилов на эндотелий сосудов 

I 
Высвобождение цитотоксических продуктов адгезированными 

нейтрофилами 

11 роду к г ы фосфол и п аз Компоненты гранул Токсические метаболиты кисло-
рода 

(лейкотриены, фактор акти- (эластаза, катепсииы, активатор ( 0 ~ 1 Н 2 0 2 ; О Н ' ; HOCl j 
вации тромбоцитов) плазминогена, коллагеиаза, ка-

тионные белки и др.) 

Повреждение сосудов 

(Отек / Кровотечение / Тромбоз) 

ществляется не только медиаторам и 
воспаления (хемотаксическими факто-
рами и др.) , но и под влиянием таких 
факторов, как микроорганизмы, им-
мунные комплексы, химическое и фи-
зическое повреждение. 

Во время адгезии и эмиграции ней-
трофилов отмечается повышение сосу-
дистой проницаемости, приводящее к 
экссудации белка и образованию оте-
ка. Предполагается, что медиатором 
усиления сосудистой проницаемости 
я в л я е т с я п р о д у ц и р у е м ы й нейтрофила-
ми гипотензивный фактор активации 
тромбоцитов (1-алкил-2-ацетил-зп-гли-
церо-3-фосфохолин) 116]. 

Степень инфильтрации очага воспа-
ления нейтрофилами представляет со-
бой существенный фактор при необра-
тимом повреждении сосудов (геморра-
гическом и тромбозе) и находится в 
прямой зависимости от изменений со-
судистой проницаемости и кровотока в 
целом [18]. 

Выше рассмотрено участие токсиче-
ских продуктов адгезированных ней-
трофилов в повреждении сосудов по-
средством повышения сосудистой про-
ницаемости, неспецифической деструк-
ции сосудистой стенки, селективной 
активации каскадных систем крови. 

3. Эндогенные 
противовоспалительные факторы 

В приведенной схеме перечислены 
продукты нейтрофилов, участвующие в 

развитии сосудистого воспаления. 
Вполне очевидно, что в роли эндоген-
ны х противовоспалительных факторов 
в организме человека, по-видимому, 
выступают белки-ингибиторы фосфо-
липаз, — соединения, служащие для 
нейтрализации токсических метаболи-
тов кислорода, а также ингибиторы 
протеиназ. 

Ингибиторы фосфолипаз, антиокси-
данты, простагландины. Известно, что 
ингибирующим действием относитель-
но фосфолипазы А2 обладают глюко-
кортикоидзависимые внутриклеточные 
белки нейтрофилов и макрофагов — 
липомодулин (М,- 125 000) и его низ-
комолекулярное производное макро-
кортин (Мг 15 000) [23]. Наиболее 
эффективным поглотителем суперок-
сидаииона является церулоплазмин— 
острофазный белок плазмы крови 
[23]. Каталаза и глутатиои удаляют 
Н 2 0 2 через систему глутатиои — пе-
роксидаза — глутатионредуктаза, ис-
пользующую Н А Д Ф - Н в качестве ко-
фактора [23]. Маинитол удаляет гид-
роксильный радикал. К числу эндоген-
ных поглотителей кислородных мета-
болитов принадлежат супероксиддис-
мутазы, нейтрализующие супероксида-
нион. Внутриклеточной супероксиддис-
мутазой является орготеин—белок из 
печени быка, успешно применяемый в 
клиниках за рубежом в виде сшитой 
с полимером пролонгированной формы 
[23]. 
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Характеристика основных ингибиторов протеиназ плазмы крови человека 

Ингибитор 
Концентра-

ция в плазме 
крови. мкМ 

М г 

Природа 
реакти вного 

центра 
(Р.) 

Специфичность 

а i -Пр оте и и аз ны й ингибитор 53,7 54 000 Met Трипсин, химотрипсин, про-
теи пазы нейтрофилов и бак-

а г А н т и х и м о т р и п с и н 
терий 

а г А н т и х и м о т р и п с и н 7,0 69 000 — Химотрипсин, катепсии G 
Антитромбин I I I 3 ,6 65 000 Arg Тромбин, X I l a , X I a , I X a , C l s 
Cl-инактиватор 2,2 104 000 Lys C l s , CI r , X I la , калликреип 

ао-Антиплазмин 
плазмы крови 

ао-Антиплазмин 1,0 68 000 Leu Плазм и п 
Иптер-а-ингибнтор трипси-

на 3,1 180 000 Arg и Leu Трипсин, в меньшей степени 
химотрипсин, эластаза ней-

а , - , а 2 -Ингибиторы тиоло-
трофилов 

а , - , а 2 -Ингибиторы тиоло-
вых протеиназ (высоко- Катепсины В, Н , L, папайи, 
и низкомолекулярные 6 0 0 0 0 — фицин, С а + + - з а в и с и м а я про-
кининогены) 1,0 100 000 — теиназа мышц 

Р, - А нти кол л a re 11 азы 1,0 30 500 — Коллагеназа гранулоцитов, 
фибробластов 

а 2 -Макроглобулин 3 ,6 725 000 Широкая специфичность 

В эксперименте продемонстрирова-
ло, что внутривенное введение катала-
зы блокирует развитие пневмонии и 
других воспалительных заболеваний 
[14]. У собак, получавших препараты 
супероксиддисмутазы, каталазы и маи-
нитола непосредственно после созда-
ния модели инфаркта миокарда, пло-
щадь зоны повреждения была сущест-
венно меньше, чем у нелеченых живот-
ных [14]. Некоторыми авторами вы-
сказывается мнение, что терапевтиче-
ское вмешательство при лечении вос-
палительных заболеваний целесооб-
разно направлять па торможение про-
цесса образования кислородных мета-
болитов, а не па улавливание уже го-
товых радикалов, так как в последнем 
случае можно снизить антимикробную 
функцию фагоцитарных кислородных 
метаболитов [ 17]. 

Роль эндогенных противовоспали-
тельных агентов выполняют также 
простагландины, повышающие внутри-
клеточный уровень циклического АМФ 
и тем самым предотвращающие высво-
бождение ферментов нейтрофилов и 
ингибирующие многие их функции, пе-
речисленные выше. 

Ингибиторы протеиназ. Несколько 
большее внимание в рамках данного 
обзора уделяется другой группе эндо-
генных противовоспалительных фак-
торов, а именно ингибиторам протеи-
наз. Они присутствуют во всех клет-
ках и биологических жидкостях жи-
вых организмов и являются регулято-
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рами гомеостаза в межклеточном и 
внутриклеточном пространстве. В пла-
зме крови человека обнаружен целый 
ряд антипротеиназ: ai-протеиназный 
ингибитор, ai-антихимотрипсип, ин-
тер-а-ингибитор трипсина, аг-анти-
плазмин, антитромбин III, С1-инакти-
ватор, ингибиторы тиоловых протеи-
наз, Pi-антиколлагеназа и аг-макрогло-
булин [29] (см. таблицу). Из иитер-
а-ипгибитора трипсина в результате 
ограниченного протеолиза in vivo об-
разуется кислотостабильный ингиби-
тор протеиназ (Мг 34 000—67 000), 
экскретируемый в мочу и иигибирую-
щий эластазу и кинииогеназу, выпол-
няющую также функцию активатора 
плазминогена нейтрофилов [6, 8 ); для 
этого кислотостабильного ингибитора 
также предполагается независимый 
биосинтез [26]. Кислотостабильный 
ингибитор, благодаря низкой Мг и 
гликопротеидной природе, легко прео-
долевает гистогематические барьеры и 
может играть существенную роль как 
противовоспалительный фактор вне 
кровяного русла, в органах и тканях 
[ в ] . 

Не являющийся, по последним дан-
ным, острофазным белком [15], аг-
макроглобулин, действуя по принципу 
«ловушки протеиназ», связывает про-
теолитические ферменты всех типов в 
необратимые комплексы, быстро вы-
водящиеся из кровотока через ретику-
лоэндотелиальиую систему (время по-
лужизни комплексов 1—2 мин). Про-



теииазы в этих комплексах гидролизу-
ют пизкомолекуляриые субстраты и 
пе активны по отношению к белкам. 
Д л я эластазы нейтрофилов характер-
но медленное высвобождение из ком-
плексов с деградируемым ею аг-мак-
роглобулином с восстановлением свой-
ства гидролизовать высокомолекуляр-
ные субстраты [24]. Таким образом, в 
зависимости от скорости клиренса 
комплекс эластазы нейтрофилов с 0С2-
макроглобулином может удерживать-
ся соединительной тканью и делать 
дополнительный вклад в деструкцию 
тканей за счет высвобождения эласта-
зы [24]. 

a i -Протеииазный ингибитор и ои-аи-
тихимотрипсин, будучи острофазными 
белками — ингибиторами сериновых 
протеиназ, являются мощными инги-
биторами эластазы и катепсина G ней-
трофилов соответственно [29]. С1-ин-
активатор и аг-макроглобулин ос-
новные ингибиторы калликреина плаз-
мы крови. аг-Аитиплазмин — самый 
быстродействующий ингибитор протеи-
наз белковой природы — ииактивиру-
ет плазмин. Антитромбин III — основ-
ной ингибитор тромбина; его ингиби-
рующее действие зависит от концен-
трации гепарина. « i -Протеииазный ин-
гибитор, в реактивном центре которо-
го расположен остаток метионина, мо-
жет окисляться кислородными радика-
лами и является их своеобразным по-
глотителем. После окисления он ча-
стично утрачивает свойство инактиви-
ровать эластазу нейтрофилов [24]. 
Сравнительно недавно было проде-
монстрировано, что в результате сорб-
ции эластазы нейтрофилов компонен-
тами соединительной ткани образуют-
ся зоны, в которые затруднен доступ 
а | - протеии а з но го и нги бито р а, и эла-
стаза оказывается лишенной контроля 
[12, 24]. Эластаза , секретируемая ак-
тивированными нейтрофилами, весьма 
активна в присутствии избытка оср 
протеиназного ингибитора [24]. 

Все эти факты указывают на воз-
можность деструкции тканей при уча-
стии эластазы нейтрофилов д а ж е при 
наличии избытка ее ингибиторов. Тем 
не менее, модулируя адгезию нейтро-
филов па эндотелий сосудов, по-види-
мому, можно частично предотвратить 
сосудистое воспаление, так как при 
близком контакте нейтрофилов с 
эндотелием снижается эффективность 

не только а 1 - п р от е и н а з и о г о ингибито-
ра, но и антиоксидантов | 16, 17]. 

Ингибиторы протеиназ плазмы кро-
ви и кислотостабильный ингибитор 
(производное интер-а-ингибитора 
трипсина?) оказывает воздействие на 
функции лимфоцитов, снижая синтез 
Д Н К в стимулированных митогенами 
клетках [6, 23]. a i -Протеииазный ин-
гибитор и А2-макроглобулип синтезиру-
ются не только в печени, но и в лим-
фоцитах и макрофагах. По-видимому, 
о и и я в л я ются регул я тор а м и взаимо-
действия лимфоцитов и макрофагов 
[23], и их инактивация может иметь 
значительные патофизиологические 
последствия. 

Недавно была установлена идентич-
ность iCXi - и аг-иигибиторов тиоловых 
протеиназ плазмы крови соответствен-
но высоко- и низкомолекулярпом'у ки-
ииногену человека [9]. Структурные 
исследования показали, что реактив-
ные центры для связывания этих про-
теиназ локализованы в структурно 
идентичных тяжелых цепях низко- и 
высокомолекулярного кининогена [9, 
25]. Предполагается, что при воспале-
нии низко- и высокомолекулярные ки-
пи ногены, выполнив функцию источни-
ков кииинов, а высокомолекулярный 
кинииоген, лишившись также и гисти-
динбогатого участка под действием 
калликреина и других протеиназ, пре-
вращаются в мощные ингибиторы тио-
ловых протеиназ, поступающих в очаг 
воспаления из нейтрофилов и повреж-
денных тканей (катепсииы В, Н, L) 
[9]. Д л я а г и а2-ингибиторов тиоло-
вых протеиназ [25], так ж е как для 
иитер-а-ипгибитора трипсина [26], на 
основании экспериментов in vitro и 
in vivo п р ед п о л а г а етс я тр а и з и то р н а я 
функция переноса протеиназ в виде 
комплексов на аг-макроглобулин и 
а 1 -протеиназный ингибитор. 

Заместительная противовоспали-
тельная терапия препаратами ингиби-
торов протеиназ. При воспалительных 
заболеваниях лечение ингибиторами 
протеиназ применяется с целыо повы-
шения защитного потенциала организ-
ма. Д а в н о и успешно в клинике ис-
пользуют препараты основного инги-
битора протеиназ из органов крупного 
рогатого скота (тразилол, гордокс, 
контрикал и др.) [6]. Так как этот 
ингибитор является слабым антагони-
стом эластазы нейтрофилов, его порой 
необходимо применять в больших до-

7 



зах, что повышает стоимость курса 
лечения. В нашей стране разработа-
ны его пролонгированные формы и 
создай гемосорбент на его основе [3]. 
В настоящее время в ФРГ ведутся 
разработки так называемой «полусин-
тетической инженерии» гомологов 
тразилола, в реактивный центр кото-
рых (положение Pi) химическими ме-
тодами встраиваются аминокислотные 
остатки норвалина, валина, изолейци-
на и др. [30]. Создание подобных го-
мологов тразилола, являющихся мощ-
ными ингибиторами эластазы нейтро-
филов (Kj — Ю-10 М) , открывает пер-
с п е кт и в ы ri р о м ы ш л е и кого г е н н о - и н ж е -
мерного производства мутантов трази-
лола как лекарственных препаратов. 

Метод использования рекомбииант-
ной Д И К позволил создать микробио-
логический способ производства не 
под ве р ж е и н ы х о к исл и тел ь но й инакти-
вации мутантов ai-протеиназного ин-
гибитора | 13]. 

Разработан отечественный противо-
воспалительный препарат на основе 
белков-ингибиторов протеиназ из под-
челюстной и околоушной желез собак 
и кошек (триэлин), внедренный в 
производство [6]. Успешно проходят 
клинические испытания при лечении 
воспалительных заболеваний плазмо-
и гемосорбенты на основе кислотоста-
бильного ингибитора протеиназ (про-
изводного интер-а-ингибитора трипси-
на?) из мочи человека и утиного ово-
мукоида, полученные в нашей стране 
[2, 7]; в настоящее время налажива-
ется их полупромышленное производ-
ство. 

Среди синтетических низкомолеку-
лярных ингибиторов эластазы нейтро-
филов следует отметить перспектив-
ность некоторых нетоксических пепти-
дилхлорметилкетонов (хлорметилке-
тон N-a цетил-Ь-аланил-Ь-аланил-Ь-
пролил-Ь-аланина и др.) [21]. 

Несмотря на подтвержденную в эк-
сперименте, а порой и в клинике эф-
фективность различных перечислен-
ных выше отдельных противовоспали-
тельных препаратов, многообразие 
функций производных нейтрофилов в 
продуцировании сосудистого воспале-
ния (см. схему) указывает на целесо-
образность комплексного использова-
ния препаратов различного типа: ан-
типротеииаз, антиоксидантов, погло-
тителей катионных белков, например 

гепарина, при лечении воспалительных 
заболеваний. 
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А К Т И В Н Ы Е М Е Т А Б О Л И Т Ы В И Т А М И Н А D К А К Р Е Г У Л Я Т О Р Ы 

П Р О Ц Е С С О В К Л Е Т О Ч Н О Й П Р О Л И Ф Е Р А Ц И И 

И Д И Ф Ф Е Р Е Н Ц И Р О В К И . С О О Б Щ Е Н И Е 1. Л И М Ф О Ц И Т Ы 

Институт общей патологии и патологической физиологии А М Н С С С Р , Москва 

Последнее десятилетие характеризо-
валось исключительно интенсивным 
расширением наших представлений о 
биологических свойствах и механизме 
действия регулятора фосфорио-каль-
циевого обмена витамина D. К насто-
ящему времени разработана убеди-
тельная концепция о гормональной си-
стеме витамина D, в соответствии с 
которой биологические эффекты вита-
мина опосредуются его активными 
метаболитами. Д л я последних в тка-
нях-мишенях имеются специфические 
рецепторы, которым присущи низкая 
емкость в отношении лигаида и высо-
кое сродство к нему [5, 8, 9] . После 
взаимодействия гормона со своим ли-
гандом образовавшийся комплекс об-
наруживается в клетке связанным с 
хроматином. При этом происходит из-
бирательная стимуляция процесса 
транскрипции Д Н К , следствием чего 
я в л я юте я б и ос и 11 тез новых м о л еку л 
м Р Н К и трансляция соответствующих 
белков, участвующих в гормональном 
ответе [13, 15]. 

С учетом данных о биологической 
роли витамина D наиболее интенсивно 
изучались механизм его действия, на-
личие и свойства клеточных рецепто-
ров, влияние активных метаболитов 
па функциональные свойства клеток 
преимущественно с использованием 
клеток тонкой кишки, почек и костной 
т к а и и. Ос и о в ной цел ью проводим ы х 

исследований было изучение механиз-
мов реализации ведущего свойства ме-
таболитов витамина D — способности 
регулировать обмен кальция в орга-
низме. Однако в последнее время ста-
ли появляться работы, непосредствен-
но пе касающиеся изучения влияния 
метаболитов витамина D на кальцие-
вый обмен. Так, начаты интенсивные 
исследования влияния метаболитов 
витамина D па процессы пролифера-
ции и дифференцировки клеток моно-
цита рио-макрофагального ряда, лим-
фоцитов, лейкозных и опухолевых 
клеток. В частности, большой интерес 
представляют накопившиеся в послед-
ние годы данные о влиянии метаболи-
тов витамина D на клетки, опосреду-
ющие различные иммунологические 
феномены. Н а ч а л о подобных исследо-
ваний датируется 1984 г., когда по-
явились первые сообщения о влиянии 
активного метаболита витамина D — 
1,25-дигидроксивитамина D3 [ 1,25 
(ОН)2D3] на пролиферацию лимфо-
цитов [7, 32, 34, 40]. Д о этого данные о 
влиянии метаболитов витамина D на 
иммунокомпетентные клетки в литера-
туре отсутствовали, хотя имелись све-
д е н и я о в л и я н и и с а м о го вит а м и и a D н а 
иммунный ответ. Было показано, что 
витамин D тормозит пролиферацию 
Т-лимфоцитов при их митогенной сти-
муляции, подавляет иммунный ответ 
на тимуснезависимые и особенно ни-
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тенсивно — на тимусзависимые анти-
гены, вызывает атрофию тимуса и тор-
мозит развитие экспериментального 
заболевания аутоиммунной природы — 
адъювантного артрита [2, 4]. Позднее 
были представлены данные о том, что 
витамин D вызывает Т-лимфоцитопе-
нию, снижает активность естественных 
киллеров и замедляет процесс оттор-
жения аллотраисплантата [3 | . Вита-
мин D оказался также активным им-
мунорегулятором при использовании в 
клинике (например, при таком ауто-
иммунном заболевании, как миастения 
[1] ) . Эти данные позволяют предпо-
ложить, что активным метаболитам 
витамина D также присущи иммуио-
р е гул я тор и ы е с в о йст в а. 

К настоящему времени изучено дей-
ствие на иммунокомпетептные клетки 
целого ряда активных метаболитов ви-
тамина D, в результате чего установ-
лено, что наиболее мощной иммуноре-
гуляторной активностью обладает 
1,25 (ОН)2Оз. Первые сообщения о ро-
ли метаболитев витамина D появи-
лись, как уже отмечалось, в 1984 г., 
причем практически в одно и то же 
время из 4 различных лабораторий. 
Одна группа исследователей показа-
ла, что 1,25 (OH) 2 D 3 in vitro тормозит 
пр о л и ф е р а ц и ю Т - л и м ф о ц и то в ч е л о в е -
ка, индуцированную митогеном фито-
гемагглютииииом (ФГА); при этом 
1,25 (OH) 2 D 3 подавляет продукцию 
Т-клеток иптерлейкипа-2 (ИЛ-2) , ци-
токина, играющего исключительно 
важную роль в процессе развития 
Т-лимфоцитов [37]. Другие метаболи-
ты оказывают значительно менее вы-
р а ж е н мое д е йст в и е н а п р олифе р а ц и ю 
стимулированных лимфоцитов и про-
дукцию ими ИЛ-2 [40]. Аналогичные 
результаты также с использованием 
человеческих Т-клеток, стимулирован-
ных ФГА, были получены Ригби 
и соавт. [34]. В этих исследованиях 
добавление к культуре клеток экзо-
генного ИЛ-2 частично (но не пол-
ностью) восстанавливало пролифера-
тибный ответ Т-лимфоцитов, подав-
ленный 1,25 (ОН)2Оз. Другими авто-
рами было показано, что 1,25 (OH) 2 D 3 
тормозит пролиферацию клеток моз-
гового вещества тимуса мышей, но не 
влияет на бластогенез незрелых кле-
ток коркового вещества [20, 32]. 
И, наконец» данные о подавлении 
пролиферации Т-клеток и продукции 
ими ИЛ-2 под влиянием 1,25 (OH) 2 D 3 

были получены в условиях смешанной 
культуры лимфоцитов с использова-
нием клеточных Т-гибридом [7]. 
В дальнейшем было показано, что 
1,25 (OH) 2 D 3 также тормозит продук-
цию ИЛ-2 и митогеиный ответ на 
ФГА человеческих лимфоцитов, выде-
ленных из миндалин [30]. 

В свете всех этих данных естествен-
но возник вопрос, влияет ли 
1,25 (OIT)2D3 на всю популяцию 
Т-клеток или ж е избирательно па ка-
кую-либо из субпопуляций. Вначале 
появились сведения о том, что 
1,25 (OH) 2 D 3 тормозит только проли-
ферацию Т-хелперов [23] и снижает 
показатель соотношения клеток с фе-
нотипом 0 К Т 4 ' 7 0 К Т 8 + [27]; послед-
нее обстоятельство свидетельствовало 
о воздействии метаболита витамина Г) 
на Т-хелперы. Однако в послед-
нее время было показано, что 
1,25 (ОН)2Оз не оказывает какого-либо 
избирательного действия, а в равной 
степени выражеиио ингибирует проли-
ферацию разных субпопуляций стиму-
лированных Т-лимфоцитов [35]. По 
мнению этих авторов, полученные ра-
нее данные [23] о торможении под 
влиянием 1,25 (OH) 2 D 3 бластогене-
за только Т-хелперов являются след-
ствием методической ошибки, в част-
ности игнорирования того обстоятель-
ства, что у разных субпопуляций 
Т-лимфоцитов имеются различия в ки-
нетике пролиферации. В то же время 
сам факт подавления 1,25 (OH) 2 D 3 
трансформированных Т-хелперов не 
вызывает сомнения, что недавно было 
подтверждено экспериментально [22]. 
^Двторы использовали чистый мыши-
ный Т-хелпериый клон без примесей 
других клеток. В этих опытах 
1,25 (OH) 2 D 3 В условиях отсутствия в 
культуре обычно продуцируемого 
макрофагами цитокипа ИЛ-1 потен-
цировал митогенный ответ клеток-хел-
перов при их стимуляции копканава-
лином А и экспрессию рецепторов 
ИЛ-2. При адекватном уровне ИЛ-1 в 
среде имело место ингибирующее дей-
ствие 1,25 (OH) 2 D 3 на процессы кле-
точной пролиферации. 

Параллельно изучению действия 
1,25 (OH) 2 D 3 на Т-лимфоциты прово-
дились аналогичные исследования 
в отношении В-клеток, Имеющие-
ся данные свидетельствуют о том, что 
1,25 (OH)2D3 , НО не другие метаболиты 
витамина D, выраженно тормозит про-
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лиферацию В-клеток и секрецию ими 
И М М у 11ОГ Л о б у л И11ОВ п р и СТИ М у Л 51 ц и и 
клеток митогеном лакоиоса [ 16, 24, 
39], вирусом Эпштейна — Барр [31] 
или золотистым стафилококком [17]. 
В этих экспериментах использовали 
либо иефракционироваиные человече-
ские л и м ф о ц и т ы, либо очищенную 
фракцию В-клеток. 

Приведенные выше данные од-
иозна ч но с в и д ете л ьству ют, ч то 
1,25 (OH) 2 D 3 in vitro дает депрессив-
ный эффект в отношении трансформа-
ции активированных Т- и В-лимфоци-
тов. Для понимания механизмов это-
го явления необходимо коснуться воп-
роса о клеточном рецепторе 
1,25 (OH) 2D 3 . 

Известно, что в клетках тканей, яв-
ляющихся мишенями 1,25 (OH) 2 D 3 
(кишечник, костная ткань, кожа, поч-
ки, к л е к и м а к р о ф а г а л ьн о - м о н о ци т а р-
пого ряда и др.) , имеется специфиче-
ский рецептор, в результате взаимо-
действия с которым 1,25 (OH) 2 D 3 осу-
ществляет свое биологическое дейст-
вие [5, 9, 15]. У находящихся в со-
стоянии покоя (пеактивированных) Т-
и В-лимфоцитов подобный рецептор 
отсутствует. Однако при активации 
клеток, вызываемой самыми разными 
причинами (митогепы, антигены, цито-
кипы, инфекционные агенты), наблю-
дается быстрая экспрессия рецептора 
l ,25(OH) 2 D 3 [25]. При этом клетки, экс-
пресс и р у ю щ и е р е ц е п т о р ы, п р и о б р е т а -
ют чувствительность к 1,25 (OH)2D3 . 
Эти результаты полностью соответст-
вуют данным о том, что неактивиро-
ваиные лимфоциты [т. е. не имеющие 
рецептора 1,25 (OH) 2 D 3 ] никак не ре-
агируют па действие этого активного 
метаболита [22, 39]. Сходные законо-
мерности были выявлены в экспери-
ментах [32], когда 1,25 (OH) 2 D 3 тор-
мозил пролиферацию клеток мозгово-
го вещества тимуса, имеющих гормо-
нальный рецептор, но не действовал 
па незрелые клетки коркового вещест-
ва, не имеющие рецептора. 

Здесь же уместно обратиться к 
многочисленным данным о том, что 
другие метаболиты витамина D, поми-
мо 1,25 (OH)2D3 , либо вовсе не обла-
д а ют и м м у и ор егу л ятор но й а кти в -
иостыо, либо проявляют ее в концент-
рации, па несколько порядков превы-
шающей таковую для / 1,25 (OH) 2 D 3 
[23, 31, 40]. Все это объясняется низ-
ким сродством других метаболитов ви-

тамина D к рецептору 1,25 (OH) 2 D 3 
и находится в полном соответствии с 
имеющимися данными о том, что спо-
собность аналогов 1,25 (OH) 2 D 3 за-
мещать лигаид в рецепторе соответ-
ствуют их биологической активности 
[10]. 

Важным является вопрос о том, на 
какой стадии клеточного цикла осу-
ществляется воздействие 1,25 (OH)2D3 . 
Во всех имеющихся работах подчер-
кивается, что 1,25 (OH) 2 D 3 оказывает 
ингибирующее действие при внесении 
в культуру одновременно с митогеном 
или на несколько часов позже, тогда 
как предварительная обработка им 
неактивированных клеток или его вне-
сение на поздней стадии процесса 
бластогеиеза является неэффектив-
ным. В специальных исследованиях 
было показано, что 1,25 (OH) 2 D 3 бло-
кирует клеточный цикл на стадии пе-
рехода от Сил к Gib [33, 35]. 

Недавно появились сведения, позво-
ляющие составить более точное пред-
ставление о механизме иммунорегуля-
торного действия 1,25 (OH)2D3 . Мат-
су и и соавт. [18], подтвердив факты 
об ингибирующем действии этого ме-
таболита витамина D на митогепез 
Т-клеток и секрецию ИЛ-2 и интер-
ферона, наряду с этим отметили, что 
1,25 (OH) 2 D 3 В активированных лим-
фоцитах тормозит экспрессию инфор-
мационной Р Н К ИЛ-2 и у-интерферо-
на, а также препятствует продукции 
информационной Р Н К рецептора 
ИЛ-2 и с - т у с протоонкогена, резуль-
татом ранней экспрессии которого, как 
известно, является активация Т-клеток 
[18]. Таким образом, впервые доказа-
но, что 1,25 (OH) 2 D 3 регулирует дея-
тельность генов, ответственных за ак-
тивацию Т-клеток, па уровне мРНК. 

Необходимо, однако, отметить, что 
выявление in vitro путей иммунорегу-
ляторного воздействия 1,25 (OH) 2 D 3 
пе означает, что in vivo будет наблю-
даться совершенно идентичный ход 
событий. Во-первых, известно [4], что 
при введении животным витамина D 
у них имеет место усиленный выброс 
обладающих иммуносупрессивными 
свойствами гормонов коры надпочеч-
ников. Есть все основания предпола-
гать, что главному переносчику био-
логических свойств витамина D -
1,25 (OH) 2 D 3 — также присущи по-
добные эффекты. Во-вторых, необхо-
димо учитывать роль простагландипов, 
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в частности простагландина Е2. Его 
и м м у и осу п р есс и в и ы е с во йст в а широко 
известны [12]. 1,25 (OH) 2 D 3 сам по 
себе стимулирует продукцию проста-
гландина Е2 макрофагами; при этом 
иммуиосупрессивные эффекты обоих 
веществ потенцируются [21 ], тогда 
как ингибитор простагландиисии-
тета з ы и н дом ета ци н ч асти ч но ос л а б -
л яет и м м у под е пр есси в н ы е эф фекты 
1,25 (OH) 2 D 3 [21, 33]. Удаление из 
среды макрофагов также частично по-
д а в л я е т и н г и бирующее действие 
1/25 (OH) 2 D 3 на стимулированные 
лимфоциты [41]. 

При изучении имеющихся в литера-
туре материалов создается впечатле-
ние, что гормональная система вита-
мина D выполняет наряду с другими 
фу 11 кци ю 11 а дзор а за деятельность ю 
иммунной системы. Нельзя однознач-
но утверждать, что 1,25 (OH) 2 D 3 явля-
ется только иммунодепрессантом. Его 
биологические функции в плане воз-
д е йст вия 11 а и м м у нокомпете нт н ы е 
клетки, видимо, значительно шире. 
Так, в опытах Хаверти и соавт. [14], 
проведенных на культуре клеток 
Т-клеточпой лимфомы, секретирую-
щей ИЛ-2 и имеющей рецептор 
1,25 (OH) 2D 3 , отсутствие в среде 
витамина О и его метаболитов вызы-
вало подавление секреции ИЛ-2, тог-
да как внесение 1,25 (OH) 2 D 3 в дозе 
1(Н5—10 П М стимулировало продук-
цию ИЛ-2, а при увеличении концент-
рации до 1 0 - 7 М подавляло секрецию 
ИЛ-2. У лиц с возрастным остеопоро-
зо м нарушены соотношения между 
уровнем Т-хелперов и Т-супрессоров в 
периферической крови, назначение 
1,25 (OH) 2 D 3 приводило к нормализа-
ции этого показателя [11]. Наконец, 
как следует из приведенных вы-
ше данных, в отсутствие ИЛ-1 
1,25 (OH) 2 D 3 не только не подавляет, 
но, напротив, стимулирует митогенез 
Т-лимфоцитов [22]. Таким образом, 
правомочно говорить о системе вита-
мина iD как системе иммунорегуля-
торной, довольно жестко запрограм-
м и р о в а н н ой, при ф у н к ц и о и и р о в a 11 и и 
которой отклонения иммунного гомео-
стаза корректируются с помощью 
1,25 (OH) 2D 3 . Жесткость этой систе-
мы лишний раз подтверждается тем 
обстоятельством, что в отношении ак-
тив и р о в а и и ы х ли м ф оцитов э ф ф е к т 
1,25 (OH) 2 D 3 проявляется даже при 
его концентрации 1 0 - , 0 М [17, 24, 34], 

что соответствует нормальному содер-
жанию в крови. 

При анализе имеющихся данных 
отчетливо видно, насколько важна 
роль 1,25 (OH) 2 D 3 В контроле за ауто-
иммунными процессами. Об этом сви-
детельствует его избирательный де-
прессивный эффект в отношении не 
находящихся в покое, а активирован-
ных лимфоцитов. Иными словами, лю-
бая активация лимфоцитов, без кото-
рой невозможно развитие аутоиммун-
н ы х процессов, и ем е д л е и н о «включа-
ет» иммунорегуляторное действие 
1,25 ( 0 И ) 2 0 3 , направленное на подав-
ление пролиферации лимфоцитов. 
В этом плане представляет интерес 
установленный недавно факт, что лим-
фоциты большинства больных ревма-
тоидным артритом в отличие от лим-
фоцитов здоровых людей имеют ре-
цептор 1,25 (OH) 2 D 3 [26]. Прямо под-
тверждают гипотезу о роли 
l ,25(OH) 2 D 3 В аутоиммунитете и на-
ши данные о лечебном и иммуно-
корригирующем действии витамина D 
при экспериментальном аутоиммун-
ном артрите и в клинике при миасте-
нии [1, 4] . 

Представляют также интерес дан-
ные о том, что при саркоидозе макро-
фаги легких приобретают способность 
продуцировать 1,25 (OH) 2 D 3 [6], хотя 
считается, что продукция этого мета-
болита происходит в почках [5, 9]. 
Предполагается, что при саркоидозе 
активированные легочные Т-хелперы 
секретируют интерферон, который, как 
это было показано [19], стимулирует 
продукцию 1,25 (OH) 2 D 3 макрофага-
ми. Можно думать, что местное выде-
ление 1,25 (OH) 2 D 3 также направлено 
на нормализацию иммунопатологиче-
ского процесса. Другой пример каса-
ется патологии почек. Известно, что 
клетки моноцитарной системы играют 
определенную защитную роль при гло-
мерулонефрите, проявляя свою фаго-
цитарную активность в просвете ка-
пилляров и в мезангиуме, участвуя в 
очищении клубочков [38]. С учетом 
имеющихся данных [36] можно пред-
положить, что эти клетки параллельно 
продуцируют 1,25 (OIT)2D3, который 
оказывает иигибирующее влияние на 
развитие аутоиммунного процесса в 
почках. Таким образом, в определен-
ных условиях иммунорегуляторное 
действие витамина D, реализуемое че-
рез его активные метаболиты, может 
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носить не системный, а местный ха-
рактер. Подтверждают подобное пред-
положение результаты недавних ис-
следований 129], свидетельствующие 
о выраженном клиническом эффекте 
при аппликации 1,25 (OH) 2 D 3 на кожу 
больных псориазом. 

Другой важной областью примене-
ния 1,25 (OH)2D3 , ПОМИМО клиники 
аутоиммунных заболеваний, может 
явиться трансплантология. Показано, 
что витамин D замедляет отторжение 
аллотрансплаитата [3]. В связи с 
этим применение в тех же целях 
1,25 (OH) 2 D 3 представляется весьма 
перспективным. 

Следует признать, что 1,25 (OH) 2D 3 , 
но не другие метаболиты витамина D 
играет бесспорную регуляториую роль 
в процессе пролиферации лимфоцитов, 
тогда как роль метаболитов витамина 
D в дифференцировке этих клеток 
изучена мало в отличие от клеток мо-
ноцита р но-макрофага л ьной системы. 
Данные о влиянии метаболитов вита-
мина D на пролиферацию моноцитов/ 
макрофагов, а также лейкозных и 
опухолевых клеток будут представле-
ны в следующем сообщении. 
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Р О Л Ь М И К Р О С О М П Е Ч Е Н И К Р Ы С В М Е Т А Б О Л И З М Е 

М Е Т И Л М Е Т А К Р И Л А Т А Д О Ф О Р М А Л Ь Д Е Г И Д А 

Красноярский медицинский институт, Институт клинической и э к п е р и м е и т а л ы ю й ме-
дицины С О А М Н С С С Р , Новосибирск, II МАДИ им. И. И. Пирогова 

Ме г и л м ета кр и л а т (ММ А) ш ир око 
распространен в производстве акри-
ловых резин, красителей, автомобиль-
ной промышленности, в ортопедии и 
стоматологии [9]. Имеются сведения 
о гематотоксическом эффекте мономе-
ра в эксперименте [201, а также сре-
ди рабочих в условиях производства 
оргстекла, где употребляется этот мо-
номер [3]. 

Интоксикация, возникающая при 
отравлениях ММ А, сопровождается 
изменением каталитической активно-
сти ферментов системы микросомаль-
иых мопооксигеназ [8], играющей 
ключевую роль в метаболизме низко-
молекулярных соединений [1]. Приро-
да метаболитов, образующихся при 
микросомальиом окислении ММА, не 
установлена. Целыо данной работы 
явилось изучение роли микросом пе-
чени крыс в метаболизме ММА. 

М е т о д и к а 

Р а б о т у выполняли па крысах Вистар мас-
сой 100—200 г. Фенобарбитал ( Ф Б , 80 мг/кг) , 
метилхолантрсн (MX, 40 мг/кг) вводили впут-
рибрюшинио 1 раз в день на протяжении 
3 дней. Хлористый кобальт инъецировали под-
к о ж н о (23 мг/кг) 1 раз в день в течение 
3 дней. Ж и в о т н ы х декапитировали через 24 ч 
после введения кссиобиотиков. 

М и к р о с о м а л ь н у ю фракцию получали по ме-
тоду [2]. Общее с о д е р ж а н и е цитохрома Р-450 
определяли по СО-пику в дифференциальном 
спектре поглощения восстановленного гемопро-
тсииа [17] . Определение с о д е р ж а н и я спиртов 
проводили после инкубации 36 мМ метилакри-
л а т а ( М Л ) , М М Л , б у т и л а к р и л а т а (БД) и бу-
т и л м е т а к р и л а т а ( Б М А ) в 0,1 М трис-НС1-буфе-
ре рН 7,4, с о д е р ж а щ е м 1 мМ Э Д Т А , 3 мМ 
M g S b , 2 мг микросомальиого белка на 1 мл 
инкубационной среды. После проведения инку-
бации белок о с а ж д а л и добавлением 2,0 мл 
50 % раствора ТХУ (соотношение ТХУ с объ-
емом инкубационной среды 1 : 1 ) . В качестве 
внутреннего с т а н д а р т а использовали 0,5 мл 4 % 
проиаиола, после чего д о б а в л я л и 1,0 мл 3 0 % 
смеси нитрита натрия. 

После интенсивного перемешивания паро-
образную смесь, с о д е р ж а щ у ю мстилиитрит или 
бутилнитрит, вводили в колонку газового хро-
м а т о г р а ф а Л Х М 8 М Д ( С С С Р ) , с о д е р ж а щ у ю 
насадку белого огнеупорного кирпича с 15 % 
винилом, при температуре колонки 7 5 ° С с рас-
ходом гелия 3,6 л / ч . 

С о д е р ж а н и е формальдегида в падосадочной 
жидкости устанавливали после инкубации 
а к р и л а т о в с микросомами печени крыс с по-
мощью реактива Н А Ш Е [15]. Белок опреде-
ляли по методу Л о у р и [13]. 13 табл . 1, 2 и ри-
сунке приведены средние д а н н ы е от 6—10 жи-
вотных. 

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

При инкубации МА, ММА, БА и 
БМА с микросомами печени контроль-
ных крыс регистрировали появление 
спиртов, нарастание которых было ли-
нейным в течение 15 мин инкубации. 
Вид спирта определяли типом акрила-
та. Так, при инкубации МА и ММА об-
разовывался метанол, а при внесении 
БА и БМА в инкубационной среде от-
мечалось появление бутанола. При 
этом скорость образования бутанола 
при инкубации БА и БМА составляла 

Скорость о б р а з о в а н и я бутанола при гидроли-
зе Б А ( / ) , Б М А (2) и метанола при гидро-
лизе МА (3) , М М А (4) микросомами печени 

интактных крыс. 
По оси абсцисс — время инкубации (в мим); но оси 

ординат — содержание спиртом (в нмоль). 
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Т а б л и ц а 1 

Скорость образования формальдегида при ин-
кубации ММА, МА, БМА и МАК с микросомами 

печени контрольных крыс 

Условия опыта 
Скорость образова-
н и я форм ал ьдсги да, 

п мол ь/мин 
на 1 мг белка 

М К ! Н А Д Ф - Н - г . с . 0 , 0 
М К ! М М А 0,54 
М К | Н А Д Ф - Н - г . С . + 

+ М М А 1,19 
М К | Н А Д Ф - Н - г . С . + 

1 -МА 1,07 
М К | Н А Д Ф - Н - г . с . + 

+ Б М А 0 , 2 3 
М К 1 Н А Д Ф - Н - Г . С.-^Г 

Н-МАК 0,27 

соответственно 5 0 ± 1 2 и 5 5 ± 1 1 нмоль 
бутанола на 1 мг белка в 1 мин, а ин-
тенсивность генерации метанола при 
внесении в инкубационную среду МА 
и ММА была значительно меньше 
( 1 2 ± 0 , 5 и 11±0,5 нмоль метанола па 
1 мг белка в 1 мин соответственно). 
Ферментативный характер реакции 
образования спиртов подтверждался 
тем, что предварительная инкубация 
микросом печени крыс при 100°С в 
течение 3 мин предотвращала появле-
ние бутанола. Сходная скорость гидро-
лиза МА и ММА, а также БА и БМА 
свидетельствует о том, что метильпые 
группы, имеющиеся у производных ме-
та криловых кислот ММА и БМА, не 
влияют па этот процесс. Полученные 
данные дают основание считать, что по 
скорости генерации спиртов, опреде-
ляемой типом акрилата, можно судить 
об активности карбоксилэстераз в 
микросомах печени крыс [11, 16]. 

В опытах, проводимых с добавлени-
ем в инкубационную среду микросом 
печени контрольных крыс и Н А Д Ф - Н -

Т а б л и ц а 2 

Скорость образования формальдегида при ин-
кубации ММА с микросомами печени крыс на 
фоне введения ФБ, MX и хлористого кобальта 

Условия 
опыта 

Содержание 
Р - 4 5 0 , Р - 4 4 8 . 
нмоль на 1 мг 

белка 

Скорость образо-
вания формальде-

гида, имоль 
на 1 мг белка 

в 1 мин 

Контроль 0 ,89 (Р-450) 1,19 
Ф Б 2 ,5 (Р-450) 6 ,48 
MX 1,48 (Р-448) 2 ,5 
X лористый 
кобальт 0 ,40 (Р-450) 0 , 2 8 

генерирующей системы (НАДФ • Н-
г.с . ) , не отмечалось появления спир-
тов, так же как не регистрировалось 
образования формальдегида (табл. 1). 
При инкубации же микросом печени 
контрольных крыс с ММА без 
НАДФ • Н-г. с. отмечалось появление 
формальдегида. Скорость генерации 
его резко (более чем в 2 раза) возра-
стала при добавлении к этой смеси 
НАДФ-Н-г . с. Увеличение содержания 
формальдегида было линейным в те-
чение 30 мин инкубации и при содер-
жании 30 мМ ММА. Результаты этих 
исследований показали, что генерация 
формальдегида зависела от присутст-
вия Н А Д Ф - Н и наличия в инкубаци-
онной среде метанола. Образование 
формальдегида из метанола подтвер-
ждается результатами, свидетельству-
ющими об одинаковой интенсивности 
образования формальдегида при инку-
бации микросом с МА и ММА и очень 
низком уровне его образования при 
инкубации микросом с БМА и мета-
криловой кислотой (МАК). 

На важную роль цитохрома Р-450 в 
образовании формальдегида указыва-
ют опыты с микросомами крыс, кото-
рым предварительно вводили фено-
барбитал — классический индуктор 
цитохрома Р-450 и МК, вызывающий 
увеличение в микросомах печени крыс 
содержания другого микросомального 
гемопротеина — цитохрома Р-448 [4]. 
В экспериментах, проводимых при на-
личии в инкубационной среде акрила-
тов, микросом и НАДФ-Н-г . е., ско-
рость образования формальдегида за-
висела от содержания цитохрома 
Р-450. Так, при внесении в инкубаци-
онную среду микросом печени крыс, 
индуцированных фенобарбиталом, со-
держащих в 2,5 раза больше цитохро-
ма Р-450 по сравнению с контролем, 
отмечалась в 5 раз большая интенсив-
ность генерации формальдегида 
(табл. 2). Повышение скорости обра-
зования формальдегида, но в значи-
тельно меньшей степени отмечалось 
и при использовании микросом от жи-
вотных, индуцированных MX. 

Использование микросом животных, 
предварительно получавших хлори-
стый кобальт, содержащих в 2 раза 
меньшее количество цитохрома Р-450 
по сравнению с контролем, приводило 
к снижению скорости образования 
формальдегида (см. табл. 2). Предва-
рительное продувание инкубационной 
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среды, содержащей ММК и микросо-
мы печени контрольных крыс, окисыо 
углерода, ингибирующей каталитиче-
скую активность цитохрома Р-450 [1], 
также приводило к снижению скоро-
сти образования формальдегида с 7,0 
до 1,8 нмоль на 1 г микросомального 
белка в 1 мин. 

Таким образом, совокупность ука-
занных опытов свидетельствует о 
ключевой роли цитохрома Р-450 в ге-
нерации формальдегида при метабо-
лизме ММА в микросомах печени 
крыс. 

Внесение азида натрия (0,05 мМ) в 
инкубационную среду, содержащую 
30 мМ ММА, НАДФ-Н-г . с. и микро-
сомы печени крыс, предварительно ин-
дуцированных ФБ, вызывало резкое 
уменьшение скорости образования 
формальдегида с 7,0 до 1,0 нмоль на 
1 мг белка в 1 мин. Ввиду того что 
азид натрия даже в больших концент-
рациях (до 1,0 мМ) не влияет на ката-
литическую активность системы мик-
росом а льных моиооксигеназ [12], 
нельзя связать этот иигибирующий 
эффект с подавлением скорости мик-
росомального окисления. Известно, 
что азид натрия является ингибитором 
ката лазы [10], фермента, в значи-
тельном количестве присутствующего 
во фракции микросом печени [21]. 
Иигибирование ката лазы, принимаю-
щей участие в метаболизме метанола 
[14], очевидно, и является результа-
том резкого ингибироваиия образова-
ния альдегида в микросомах печени 
крыс из метанола, образующегося в 
процессе микросомального гидролиза 
ММА. 

Таким образом, можно сделать вы-
вод, что для образования формальде-
гида из ММА необходимо наличие ме-
танола, НАДФ • Н-г. е., цитохрома 
Р-450 и каталазы. Хорошо известно, 
что система микросомальных моиоок-
сигеиаз может генерировать перекись 
водорода, связывающуюся с катала-
зой. Образующийся при этом комп-
лекс окисляет этанол до ацетальдеги-
да [10—12]. Подобный процесс, оче-
видно, лежит и в основе образования 
формальдегида из ММА. Метанол, об-
разующийся в процессе карбоксилэс-
теразного гидролиза ММА в микросо-
мах печени крыс, окисляется до фор-
мальдегида как каталазой, так и ци-
тохромом Р-450. 

Авторы выражают благодарность 
члену-корреспонденту АМН СССР 
проф. А. И. Арчакову и проф. В. В. 
Ляховичу за помощь, оказанную в ра-
боте. 
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R O L E O F RAT L I V E R M I C R O S O M A L FRAC-
T I O N IN M E T A B O L I S M O F M E T H Y L 

M E T H A C R Y L A T E TO F O R M A L D E H Y D E 
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Mishin, G. I. Bachmanova 

Medical School , K r a s n o y a r s k , I n s t i t u t e of Cli-
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Branch of the A c a d e m y of Medica l Sc iences of 
the U S S R , Novos ib i r sk , II Med ica l School , 

M o s c o w 

R a t liver m i c r o s o m a l c a r b o x y l e s t e r a s e ca t a -
lyzed h y d r o l y s i s of butyl m e t h a c r y l a t e ( B M A ) , 
buty l a c r y l a t e (BA) , methy l a c r y l a t e (MA) a n d 
methyl m e t h a c r y l a t e ( M M A ) . The r a t e of bu ta-
nol f o r m a t i o n f rom BA and BMA w a s 4-fold 
h ighe r a s c o m p a r e d with m e t h a n o l p roduc t ion 

f rom MA and MMA. M e t h a n o l w a s oxidized to 
f o r m a l d e h y d e at the nex t s tep of mic rosoma l 
me tabo l i sm . The r a t e of me thano l ox ida t ion w a s 
inc reased 2.2-fold a f t e r add i t ion of the N A D P H -
g e n e r a t i n g sys tem into the incuba t ion med ium. 
In the m i x t u r e c o n t a i n i n g MMA, N A D P H - g e n e -
r a t i n g s y s t e m a n d liver mic rosomes , p r e i n d u c e d 
with p h e n o b a r b i t a l or me thy l cho l an th r ene , t h e 
r a t e of f o r m a l d e h y d e g e n e r a t i o n w a s increased ' 
7- and 2-fo ld , respect ive ly , a s c o m p a r e d wi th 
the a n a l o g o u s e x p e r i m e n t s i n v o l v i n g liver mic-
ro somes of cont ro l ra t s . P r o d u c t i o n of methanol ' 
and g e n e r a t i o n of f o r m a l d e h y d e were no t dete-
cted a f t e r incuba t ion of MMA with inactivated^ 
mic rosomes . The mic rosomal MMA-methanoL 
o x i d i z i n g sys t em w a s inhibi ted by CO or a f t e r 
add i t ion of m i c r o s o m e s f rom r a t s p r e t r e a t e d 
wi th COCL2. S o d i u m azide (0.05 m M ) dec reased 
8-fold the r a t e of f o r m a l d e h y d e g e n e r a t i o n . 

УДК 616.441-089.87-07:616.36-008.939.6-02:615.357.453 

А. Г. Минченко 

О С О Б Е Н Н О С Т И Д Е Й С Т В И Я Г И Д Р О К О Р Т И З О Н А 

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

Г И Р Е О И Д Э К Т О М И Р О В А Н Н Ы X К Р Ы С 

Н И И эндокринологии и обмена веществ , Киев 

Г J 11 о к о к о р т и к о и д 11 ы е и т и р е о и д н ы е 
гормоны играют важную роль в регу-
ляции биосинтеза Р Н К и белков в 
клетках человека и животных, причем 
они контролируют процессы транс-
крипции и трансляции не только соот-
ветственно в ядре и цитоплазме, но и 
в митохондриях [3, 5—8, 17, 23, 24, 29, 
31]. Кроме того, эти гормоны могут из-
бирательно изменять экспрессию и 
ядерных, и митохондриальных генов 
[6, 8—12], непосредственно воздейст-
вовать на процессы транскрипции в 
ядрах и митохондриях, проникая в эти 
субклеточные структуры в виде комп-
лексов гормон — рецепторов. При этом 
для многих генов показано взаимо-
действие таких комплексов с опреде-
ленными сайтами регуляторных участ-
ков генов [4, 14, 16, 18, 19, 26, 34—37]. 
Действие как глюкокортикоидов, так и 
тиреоидных гормонов на биосинтез 
белков многогранно. С одной стороны, 
эти гормоны изменяют уровень транс-
лируемых м Р Н К и количество компо-
нентов белоксинтезируюицей системы, а 
с другой — непосредственно влияют 
на аппарат трансляции, изменяя его 
функциональную активность [1—3, 5, 
21, 22, 27, 28, 33], причем это справед-
ливо и для митохондрий [3, 7]. Иссле-
дованиями многих авторов установле-
но, что экспрессия ряда генов контро-

лируется одновременно как глюкокор-
тикоидами, так и тиреоидными гормо-
нами, и поэтому выраженность дейст-
вия одного из этих гормонов на экс 
прессию генов зависит от уровня друго 
го гормона, что установлено в экспери 
ментах как in vivo, так и на изолиро 
ванных клетках [3, 13, 16, 17, 25, 32] 
Однако до настоящего времени вопрос о 
зависимости действия глюкокортико-
идиых гормонов на биосинтез мито-
хондриальных белков, осуществляю-
щийся не только в митохондриях, но и 
в цитоплазме [3], от уровня других 
гормонов, в частности тиреоидных, ос-
тавался недостаточно изученным. В 
связи с этим целью настоящей работы 
явилось изучение особенностей биосин-
теза различных групп митохондриаль-
ных белков в клетках печени интакт-
н ы х и ти р еои д э кто м и р о в а н н ы х к р ы с 
при воздействии гидрокортизона в за-
висимости от времени его действия. 

М е т о д и к а 

И с с л е д о в а н и я проведены на интактных к 
т иреоид экт омированиы х к р ы с а х - с а м ц а х линии 
Вистар массой 160—180 г. Тиреоидэктомиро-
ваниых ж и в о т н ы х брали в эксперимент через 
3 нед после операции. К р ы с а м после т о т а л ь н о й 
тиреоидэктомии д а в а л и пить вместо воды 
0,2 % раствор хлорида кальция . И н т а к т н ы м и 
т и р е о и д э к т о м и р о в а и и ы м ж и в о т н ы м за 15, 3 0 
и 180 мин до д е к а п и т а ц и и внутрибрюшиино 
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вводили гидроктизойа ацетат (20 мг/кг) . 
Всем крысам за 10 мин до декапитации виут-
рибрюшинно инъецировали 3Н-лейции 
(147 Ки/ммоль, «New Eng land Nuclear», Ан-
глия) в количестве 50 мкКи на 100 г массы те-
л а . Об интенсивности биосинтеза белков судили 
по включению меченого лейцина в отдельные 
фракции белков. Из печени интактных и ти-
реоидэктомированиых крыс выделяли митохон-
рии, как описано ранее [25]. Митопласты и 
фракцию наружных мембран, с о д е р ж а щ у ю так-
же межмембранные белки, получали дигитони-
повым методом [14, 30] . Д л я получения выде-

л е н и я фракции внутренних мембран и матрик-
са митохондрий полученные ранее митопласты 
лизировали 0,6 % раствором дезоксихолата 
натрия, содержащего 10 мМ NaCl и 10 мМ 
трис-HCl (рН 7,6), и центрифугировали при 
200 000 g в течение 1 ч (ротор Ti-50, центрифу-
га «Spinco» L2-65B). Митохондриальные бел-
ки разделяли т а к ж е на две фракции по их ге-
нетическому происхождению: белки, кодиру-
емые митохондриальной Д Н К и синтезируемые 
в митохондриях, и белки, кодируемые ядерной 
Д И К и синтезируемые в цитоплазме [20]. Ко-
личество белка определяли по Лоури. Д л я 
определения радиоактивности полученных 
-фракций белков аликвоты этих фракций нано-
сили па полоски бумаги Ватман 3 ММ, 3 раза 

•отмывали 5 % раствором трихлоруксусной кис-
лоты: 1 раз при 90 °С, 2 раза этанолом и I раз 
эфиром. Фильтры высушивали и просчитывали 
радиоактивность в толуоловой сциитилляциои-
пой жидкости ЖС-107 с помощью сцинтилля-
ционного спектрометра («Mark III», «Searle 
Analyt . Inc.», Англия) . Результаты, получен-
ные для митохондриальных фракций белков, 
сопоставляли с таковыми для белков цитоплаз-
мы (20 000 g, иадосадочная жидкость ) . О ве-

личине цитоплазматического пуля меченого 
лейцина судили по величине кислотораство-
римой радиоактивности в постмитохопдриаль-
лой (20 000 g) надосадочной жидкости. Ре-
з у л ь т а т ы обрабатывали статистически. 

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

Под влиянием гидрокортизона интен-
сивность включения меченого лейцина 
в белки митохондрий печени интакт-
ных крыс существенно увеличивается в 
первые 15 мин действия глюкокортико-
идного гормона (рис. 1). Эти измене-
ния в интенсивности биосинтеза мито-
хондриальных белков аналогичны от-
мечаемым в цитоплазме. У с и л е и и е 
включения меченого лейцина в белки 
митохондрий и цитоплазмы печени ин-
тактных крыс, отмечаемое на 15-й ми-
нуте действия гидрокортизона, снижа-
ется через 30 мин после введения это-
го гормона животным практически до 
исходного уровня. Через 3 ч после вве-
дения глюкокортикоидного гормона ии-
ггактным животным включение 3Н-лей-
цина в белки митохондрий и цитоплаз-
мы существенно не изменяется по срав-
нению с таковым у контрольных жи-

200 г-

100 

Рис. 1. Включение 3Н-лейцина в митохондри-
альные ( / ) и цитоплазматические (2) белки, 
а т а к ж е в цитоплазмэтический кислотора-
створимый пул (3) в клетках печени интакт-

ных крыс. 
Здесь и на рис. 2—6: по оси абсцисс — время дейст-
вия гидрокортизона (в мин), по оси ординат — вклю-
чение 3И-леЙцина в белки и пул (в %; за 100% при-
нято включение 3Н-лейцина у крыс, которым гидро-
кортизон не вводили); приведены средние данные 3 

независимых экспериментов. 

вотных, не получавших гормон. Следу-
ет отметить, что величина цитоплазма-
тического пула меченого лейцина в пе-
чени интактных крыс существенно не 
изменялась в первые 30 мин действия 
гидрокортизона, но была заметно уве-
личенной через 3 ч после введения гор-
мона интактным животным (см. рис. 1). 
В то же время у адреналэктомирован-
ных животных интенсивность биосинте-
за митохондриальных и цитоплазмати-
ческих белков печени усиливается пос-
ле введения гидрокортизона не только 
через 15 мин, но и через 3 ч, т. е. двух-
фазно [9, 10]. Пул меченого лейцина в 
цитоплазме клеток печени как адре-
иалэктомированиых, так и интактных 
животных увеличивается только через 
3 ч после введения глюкокортикоидно-
го гормона. Таким образом, у интакт-

/00 

Рис. 2. Включение 3Н-лейцииа в митохондри-
альные ( / ) и цитоплазматические (2) белки, 
а т а к ж е в цитоплазматический кислотораство-
римый пул (<!?) в клетках печени тиреоид-

э к т о м и р о в а н и ы х крыс. 

18 



P i c . 3. Включение 3Н-лейцина в митохонд-
риальные белки митохондриального ( / ) и 
ядерного (2) кодирования в клетках печени 

интактных крыс. 

пых животных интенсивность биосинте-
за митохондриальных и цитоплазмати-
ческих белков усиливается через 15 мин 
после введения гидрокортизона при 
отсутствии изменений в величине цито-
плазматического пула меченого лей-
цина, а через 3 ч после введения глю-
ко ко р т и ко ид н о го го р м о н а и н те н с и в -
ность биосинтеза митохондриальных и 
цитоплазматических белков не увели-
чивается, несмотря на повышение пу-
ла меченых предшественников в цито-
золе клеток печени. 

Изучение влияния гидрокортизона 
на биосинтез митохондриальных бел-
ков в печени тиреоидэктомированных 
крыс показало, что у этих животных 
включение меченого лейцина в белки 
митохондрий также усиливается на 
15-й минуте действия глюкокортикоид-
ного гормона, но эти изменения выра-
жены в меньшей степени, чем у интакт-
ных животных (рис. 2). Через 3 ч пос-
ле введения тиреоидэктомированным 
крысам гидрокортизона интенсивность 
биосинтеза митохондриальных белков 
оказывается существенно сниженной 

Рис. 4. Включение 3Н-лейцина в митохондри-
альные белки митохондриального (У) и ядер-
ного (2) кодирования в клетках печени 

тиреоидэктомированных крыс. 

(см. рис. 2). Цитоплазматический пул 
меченого лейцина в печени тиреопдэк-
томирова н н ы х к р ы с н ее ко л ько у вел и -
чивается в первые 15 мин действия 
гидрокортизона, а затем снижается, и 
через 30 мин и 3 ч после введения гор-
мона его величина существенно не от-
личается от величины у не получавших 
гидрокортизон тиреоидэктомированных 
животных. Под влиянием гидрокорти-
зона интенсивность биосинтеза цито-
плазматических белков в печени ти-
реоидэктомированных крыс изменяет-
ся таким же образом, как и биосинтез 
митохондриальных белков (см. рис. 2). 
Таким образом, из данных, приведен-
ных на рис. 1 и 2, следует, что у тирео-
идэктомированных животных снижена 
первичная реакция трансляционного 
аппарата в клетках печени на воздей-
ствие глюкокортикоидного гормона, что 
выражается в интенсификации биосин-
теза цитоплазматических и митохонд-
риальных белков, а в более отдален-
ные сроки действия гидрокортизона 
(через 3 ч) интенсивность биосинтеза 
митохондриальных и цитоплазматиче-
ских белков подавляется только у ти-
реоидэктомированных животных. 

Для более детального выяснения 
особенностей действия глюкокортико-
идных гормонов на биосинтез мито-
хондриальных белков при гипотиреозе 
были проведены исследования на от-
дельных фракциях митохондриальных 
белков. Известно, что митохондрии со-
стоят из двух групп белков, различаю-
щихся по происхождению. Синтез боль-
шей части митохондриальных белков 
кодируется ядерным геномом и осу-
ществляется на цитоплазматических 
полисомах, а около 10 °/о митохондри-
альных белков синтезируется внутри 
органелл на митохондриальных поли-
сомах за счет информации, закодиро-
ванной в Д Н К митохондрий [3, 9]. Раз-
деление митохондриальных белков на 
эти две группы показало, что интенсив-
ность их биосинтеза изменяется по-
разному при воздействии гидрокорти-
зоном на интактных и тиреоидэктоми-
рованных крыс (рис. 3 и 4). Так, вклю-
чение меченого лейцина в митохонд-
риальные белки, синтезируемые в ци-
топлазме клеток печени, усиливается 
под влиянием гидрокортизона как у ин-
тактных, так и у тиреоидэктомирован-
ных крыс на 15-й минуте действия гор-
мона, но у тиреоидэктомированных жи-
вотных эффект глюкокортикоидного 
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Рис. 5. Включение 3Н-лейцина в белки мат-
рикса ( / ) , наружных (2) и внутренних (5) 
мембран митохондрий печени интактных крыс. 

гормона выражен в значительно мень-
шей степени: у интактных крыс вклю-
чение 3Н-лейцина увеличивается на 
50 °/о , а у гипотиреоидных — на 26 %. 
В последующие 15 мин действия гид-
рокортизона интенсивность биосинтеза 
этой группы митохондриальных бел-
ков снижается до исходного уровня, а 
через 3 ч после введения животным 
глюкокортикоидного гормона данный 
показатель существенно не изменяется 
у интактных крыс и понижается на 
26 % У тиреоидэктомированных живот-
ных. Биосинтез митохондриальных бел-
ков митохондриального кодирования в 
печени интактных и тиреоидэктомиро-
ванных крыс увеличивается под влия-
нием гидрокортизона на 15-й минуте 
действия гормона, но и в данном слу-
чае эффект глюкокортикоидов выра-
жен в значительно большей степени у 
интактных животных. Следует также 
отметить, что у интактных крыс через 
15 мин после введения гидрокортизона 
включение меченого лейцина в мито-
хондриальные белки митохондриально-
го кодирования увеличивается в боль-
шей степени, чем в митохондриальные 
белки ядерного кодирования, в то вре-
мя как у тиреоидэктомированных крыс 
эффект гидрокортизона на биосинтез 
этих двух групп митохондриальных 
белков выражен практически в равной 
мере. Имеются отличия и в направлен-
ности изменений биосинтеза митохонд-
риальных белков ядерного и митохонд-
риального кодирования у интактных и 
тиреоидэктомированных крыс под вли-
янием гидрокортизона, которые выяв-
ляются через 3 ч после введения гор-
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Рис. 6. Включение 3Н-лейцина в белки мат-
рикса ( / ) , наружных (2) и внутренних (3) 
мембран митохондрий печени тиреоидэктоми-

рованных крыс. 

мона: у тиреоидэктомированных жи-
вотных включение 3Н-лейцина в мито-
хондриальные белки обеих групп сни-
жается, у интактных же крыс включе-
ние меченого лейцина в белки, коди-
руемые митохондриальным геномом, 
увеличивается, а включение в белки, 
синтезируемые в цитоплазме для ми-
тохондрий, не изменяется. В то же вре-
мя у адреналэктомированных живот-
ных, как было показано ранее [3, 9], 
интенсивность биосинтеза митохондри-
альных белков митохондриального и 
ядерного кодирования изменяется под 
влиянием гидрокортизона двухфазно, 
синхронно и однонаправленно, причем 
максимальное повышение интенсивно-
сти биосинтеза митохондриальных бел-
ков отмечается на 15-й минуте и 3-м 
часу действия глюкокортикоидного 
гормона. 

Учитывая различную функциональ-
ную роль митохондриальных белков, 
локализованных в матриксе, наружной 
и внутренней мембранах органелл, 
представляло существенный интерес 
исследовать особенности влияния гид-
рокортизона на биосинтез этих групп 
митохондриальных белков у интактных 
и тиреоидэктомированных крыс. Ранее 
было показано [9, 10], что у адренал-
эктомированных животных интенсив-
ность биосинтеза белков матрикса, на-
ружной и внутренней мембран мито-
хондрий усиливается под действием 
гидрокортизона дважды: на 15-й ми-
нуте и 3-м часу действия гормона, при-
чем изменения в интенсивности биосин-
теза всех этих групп митохондриаль-
ных белков происходят синхронно и 
однонаправленно. Как видно на рис. 5, 
интенсивность биосинтеза белков мат-
рикса, наружной и внутренней мембран 



митохондрий печени интактных крыс 
усиливается на 15-й минуте действия 
глюкокортикоидного гормона, причем 
в наибольшей степени изменяется био-
синтез белков внутренней мембраны 
о р га нел л. И н тенсивность биосинтеза 
белков матрикса и наружной мембра-
ны митохондрий в клетках печени ин-
тактных крыс изменяется под влиянием 
гидрокортизона в значительно мень-
шей степени. 

Тот факт, что под действием гидро-
кортизона в большей мере усиливает-
ся биосинтез белков внутренней мем-
браны митохондрий по сравнению с 
другими белками органелл, согласует-
ся с данными, приведенными на рис.3, 
где показано более выраженное дейст-
вие глюкокортикоидного гормона на 
биосинтез тех митохондриальных бел-
ков, которые кодируются митохондри-
альньгм геномом. Обусловлено это тем, 
что основная масса синтезируемых в 
митохондриях белков со с редото ч е на 
именно во внутренней мембране орга-
нелл [8]. 

На рис. 5 также видно, что выра-
женное индуцирующее действие гидро-
кортизона на биосинтез митохондри-
альных белков в печени интактных 
крыс является кратковременным и что 
через 30 мин после введения гормона 
животным включение 3Н-лейцин а в 
белки матрикса, наружной и внутрен-
ней мембран митохондрий значительно 
понижается по сравнению с таковым 
на 15-й минуте действия гормона и со-
храняется на этом уровне и через 3 ч 
после введения глюкокортикоидного 
гормона. 

На рис. 6 видно, что у тиреоидэкто-
мированных крыс стимулирующее дей-
ствие гидрокортизона на биосинтез 
белков матрикса, внутренней и наруж-
ной мембран митохондрий печени вы-
ражено в значительно меньшей степе-
ни, чем у интактных животных, причем 
Включение меченого лейцина в белки 
матрикса и внутренних мембран мито-
хондрий печени тиреоидэктомирован-
ных крыс увеличивается под влиянием 
гидрокортизона практически в равной 
степени, а у интактных крыс — в боль-
шей мере в белки внутренней мембра-
ны. У тиреоидэктомированных крыс на 
3-м часу действия гидрокортизона от-
мечается резкое снижение интенсивно-
сти биосинтеза белков наружной мем-
браны митохондрий и в меньшей мере 

белков внутренней мембраны и мат-
рикса митохондрий печени. 

Полученные данные указывают на 
то, что выраженность и направлен-
ность изменений интенсивности биосин-
теза митохондриальных белков в клет-
ках печени при воздействии глюкокор-
тикоидного гормона в значительной 
степени определяется уровнем тиреоид-
ных гормонов в организме. Во-первых, 
при недостатке тиреоидных гормонов 
в организме значительно снижается 
выраженность индуцирующего дейст-
вия глюкокортикоидного гормона на 
биосинтез различных групп митохонд-
риальных белков, синтезируемых как в 
митохондриях, так и в цитоплазме. Во-
вто р ы х, у тиреоидэктомированных 
крыс под влиянием глюкокортикоид-
ных гормонов интенсивность биосинте-
за различных групп митохондриаль-
ных белков снижается через 3 ч после 
введения гормона в значительно боль-
шей степени, чем у интактных крыс. 
В-третьих, степень выраженности изме-
нений интенсивности биосинтеза от-
дельных групп митохондриальных бел-
ков в клетках печени под влиянием 
глюкокортикоидиых гормонов сущест-
венно различается у интактных и ти-
реоидэктомированных ж и в о т и ы х. 

Ранее было показано [12], что у ти-
реоидэктомированных крыс под влия-
нием гидрокортизона интенсивность 
биосинтеза митохондриальных и цито-
плазматических Р Н К изменяется в 
меньшей степени, чем у интактных жи-
вотных, причем через 3 ч после введе-
ния животным гормона включение ме-
ченого предшественника в митохондри-
альные Р Н К было выше, а в цитоплаз-
матические Р Н К — ниже, чем у крыс, 
не получавших гормон. Это согласует-
ся с представленными в данной рабо-
те результатами об увеличении под 
влиянием гидрокортизона биосинтеза 
белков митохондриального кодирова-
ния на 3-м часу действия гормона и 
снижении в это же время биосинтеза 
белков наружной мембраны митохонд-
рий. 

Таким образом, гидрокортизон влия-
ет на биосинтез митохондриальных 
белков в клетках печени крыс, но вы-
раженность и направленность его дей-
ствия изменяются во времени и су-
щественно зависят от уровня тиреоид-
ных гормонов в организме. 
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Biosynthesis of d i f ferent g roups of mitocho-
ndrial pro te ins w a s studied in liver cells of 
control and thyroidectomized r a t s a f te r hydro-
cort isone adminis t ra t ion . The hormone augmen-
ted protein biosynthesis in liver mi tochondr ia 
within 15 min but the effect w a s less dis t inct 
in thyroidectomized rats. After hydrocor t i sone 
admin i s t ra t ion into intact r a t s the ra te of liver 
mitochondrial prote ins biosynthesis , coded by 
mitochondria l genes, w a s considerably higher a s 
compared with those ef fects of nuclear genes,, 
while biosynthesis of mitochondria l prote ins w a s 
similarly increased in thyroidectomized ra ts . 
Hydrocor t i sone s t imula ted protein b iosynthes i s 
in matr ix , inner and outer mitochondria l mem-
branes of intact and thyroidectomized rats , 
whereas the biosynthesis w a s al tered less dis-
t inctly in outer membranes . These data sugges t 
that the effect of hydrocor t i sone on biosynthe-
sis of prote ins in mitochondria depended on 
content of thyroid hormones . 
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<^2-Микроглобулин фертильиости 
(АМГФ) — индивидуальный протеин, 
специфичный для репродуктивной си-
стемы как мужчин, так и женщин. 
АМГФ был идентифицирован в качест-
ве органоспецифического антигена 
плаценты, секретируемого в амниоти-
ческую жидкость [3]. Этот белок был 
охарактеризован физико-химически и 
выделен в чистом виде [6], а позднее 
дополнительно обнаружен в сперме, се-
менных пузырьках, менструальной 
крови и эндометрии в секреторной фа-
зе менструального цикла [4], в связи 
с чем он и получил свое название 
[5, 8]. 

Установлен синтез АМГФ дециду-
альпой тканью, и на основе косвенных 
данных высказано предположение о 
ферментативной роли АМГФ (специ-
фическая фосфолипаза А2) в синтезе 
простагландинов [4, 5, 7]. В пользу 
этого предположения свидетельствуют 
также результаты опытов, в которых 
было обнаружено выраженное тромб-
агрегирующее действие п р е п а р а т а 
АМГФ на кровяные пластинки [2]. 

И ммунохим ически идентич ны й 
АМГФ антиген был описан под назва-
ниями «маточный ос-глобулин» [13], 
« п р о гесте ро нз а вис и м ы й э н дом етр и а л ь-
ный протеин» [11] и «плацентарный 
протеин 14» [9]. Доказательства им-
мунологической идентичности перечи-
сленных белков были получены в ре-
зультате серии последовательных со-
поставлений [9, 12, 14]. 

В связи с низким содержанием 
АМГФ в сыворотке крови возникает 
необходимость разработки для опре-
деления этого белка высокочувстви-
тельных методов анализа :— радиоим-
мунологического и иммуноферментно-
го (ИФМ). Радиоиммунологические 
методы определения этого белка бы-
ли разработаны [10, 12], однако не все 
они обладали достаточной чувстви-
тельностью для выявления АМГФ в 

сыворотке крови мужчин и неберемен-
ных женщин [10]. 

Целью настоящей работы явились 
разработка высокочувствительного 
ИФМ определения АМГФ и сравни-
тельные исследования его уровня в сы-
воротке крови доноров и некоторых 
групп больных. Основное внимание 
уделялось содержанию АМГФ у стра-
дающих онкогинекологическими з а б о -
леваниями. 

М е т о д и к а 

В р а з р а б о т к е И Ф М м о ж н о выделить 3 ос-
новных момента : получение моноспецифической 
аптисыворотки и выделение антител; приготов-
ление к о и ъ ю г а т а антител с ферментом; опро-
бование метода . Антисыворотку к А М Г Ф го-
товили путем иммунизации кроликов препара -
том А М Г Ф , выделенным из э к с т р а к т а деци-
д у а л ь и о й ткани, получаемой при абортах . Ме-
тодика очистки А М Г Ф адсорбционной х р о м а т о -
графией на силикагеле в комбинации с солевым 
о с а ж д е н и е м описана ранее [6] . Антитела к 
А М Г Ф в ы д е л я л и из моноспецифической апти-
сыворотки с п о м о щ ь ю антигенного иммуно-
сорбснта , полученного путем иммобилизации 
препарата А М Г Ф на ц и а н б р о м и р о в а н н о й сефа-
розе. Выделенные антитела ( элюироваипые с 
иммуиосорбента глицин-сернокислым буфером, 
рН 2,4) использовали д л я иммобилизации на 
т верд ой ф а з е (плашки из полистирола д л я 
к у л ь т у р ы ткани 3 0 4 0 - 1 1 ™ , «Falcon», С Ш А ) и 
д л я приготовления к о и ъ ю г а т а антител с фер-
ментом (псроксидаза хрена тип 6, « S i g m a » , 
С Ш А ) . Д е т а л ь н о методика проведения И Ф М 
описана ранее [1] . 

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

Предел чувствительности разрабо-
танного ИФМ определения АМГФ со-
ставил в наших условиях 4 нг антиге-
на в 1 мл сыворотки. Как видно из таб-
лицы, концентрация АМГФ в сыворот-
ке крови у всех обследованных здоро-
вых мужчин-доноров составляла 8— 
20 иг/мл, в связи с чем указанную ве-
личину можно примять за норму. 
Верхняя граница нормального уровня 
в сыворотке крови АМГФ у женщин 
выше — до 40 нг/мл, причем у всех 
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Иммуноферментное определение АМГФ в сыворотке крови 

Содержание АМГФ, нг/мл 

Диагноз п Диагноз 
4 - 8 8 — 20 2 0 - 4 0 4 0 - 8 0 80 160 1 6 0 - 3 2 0 

Р а к яичников 18 0 10 5 1 0 2 
Р а к матки 48 0 35 6 7 0 0 
Миома матки 15 0 14 1 0 0 0 
Р а к молочной железы 4 0 4 0 0 0 0 
Р а к мочевого пузыря 8 0 8 0 0 0 0 
Р а к почки 28 0 27 1 0 0 0' 
Р а к желудка 24 0 24 0 0 0 0 
Р а к легкого 16 0 16 0 0 0 0 
Р а к печени 15 0 15 0 0 0 0 
Р а к толстой кишки 34 0 34 0 0 0 0 
Цирроз печени 13 0 13 0 0 0 0 
Псориаз 34 0 33 1 0 0 0 
Рассеянный склероз 26 0 21 5 0 0 0 

Доноры-мужчины 
151 (контроль) 151 0 151 0 0 0 0 

Доноры-женщины 
18 (коитроль) 130 0 112 18 0 0 0 

П р и м е ч а и и е. Указано число обследованных. 

женщин с содержанием А М Г Ф 20— 
40 нг/мл была секреторная фаза мен-
струального цикла. 

Повышение уровня сывороточного 
АМГФ во вторую фазу менструального 
цикла коррелирует с динамикой содер-
жания этого белка в ткани эндометрия 
|4, 10]. В пролиферативной фазе уро-
вень АМГФ соответствует таковому у 
мужчин. Установленные границы нор-
мального содержания АМГФ в сыво-
ротке крови (8—20 нг/мл у мужчин и 
8—40 нг/мл у женщин) могут служить 
в качестве контроля при оценке диа-
гностического значения теста на этот 
белок при различных патологических 
состояниях. 

К а к видно из таблицы, из 18 жен-
щин, страдающих раком яичников, 
прев ы ш е н и е вер х н е й г р а н и ц ы н о р м ы 
зарегистрировано у 3 ( 1 5 % ) , причем 
у 2 женщин содержание А М Г Ф в сыво-
ротке крови было увеличено в 15 раз по 
сравнению со средним уровнем у здо-
ровых женщин. Кроме того, повышен-
ный уровень АМГФ в сыворотке крови 
выявлен т а к ж е у 7 ( 1 5 % ) женщин, 
страдающих раком матки. 

В то же время отмечен нормальный 
уровень АМГФ в сыворотке крови у 
всех больных раком почки, желудка , 
мочевого пузыря, молочной железы, 
толстой кишки, легкого и печени, так 
же как и у обследованных неонкологи-
ческих больных (см. таблицу) . 

Особо следует указать , что, начиная 
с уровня 8 нг/мл, АМГФ выявлялся у 
всех обследованных, как здоровых 
(281 донор) , так и больных (387). 

Не совсем ясно, синтезируется ли 
АМГФ дополнительно тканями самой 
опухоли в случаях, когда уровень это-
го белка повышен (рак яичников, мат-
ки) или ж е его высокая концентрация 
в сыворотке крови обусловлена каки-
ми-то общими гормональными сдвига-
ми, вызванными развитием опухоли. 
В предшествующей работе, определяя 
АМГФ с помощью И Ф М в экстрактах 
опухолевой ткани различного проис-
хождения, мы выявили АМГФ при хо-
риоиэпителиоме, раке яичника и матки 
[15]. Представляется весьма вероят-
ным, что источником повышения уров-
ня А М Г Ф в сыворотке крови являются 
те опухоли, которые сами синтезируют 
этот белок. 

Д л я выяснения возможности ис-
пользования теста на АМГФ при диф-
ференциальной диагностике онкогине-
кологических заболеваний необходимо 
проведение дальнейшего изучения ди-
намики концентраций этого белка в сы-
воротке крови больных в процессе их 
лечения. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Калашников В. В., Фалалеева Д. М., Тага 
ринов Ю. С. / / Экспер. онкол. — 1982. 
№ 5. — С. 47—50. 

2. Первова Т. В,// Акуш. и гин.— 1986.— 
No 1. — С. 66—69. 

24 



3. Петрунин Д. Д., Грязнова И. М., Петру-
чина /О. А., Татаринов 10. С. / / Бюл. экс-
пер. биол. — 1976. — № 7. — С. 803—804. 

4. Петру нин Д. Д., Козляева Г. А., Меснянки-
на /7. В., Шевченко О. П. / / Акуш. и гин.— 
1980. — № 3. — С. 22 23, 

5. Петру нин Д. Д., Козляева Г. А., Татари-
нов 10. С. и д р . / / Т а м же . — 1981.— 
№ 6. — С. 16—17. 

6. Петру нин Д. Д., Козляева Г. А., Татари-
нов 10. С., Шевченко О. П. / / Вопр. мед. 
химии,- 1980. — N° 5. — С. 711 -713 . 

7. Петру нин Д. Д., Олефиренко Г. А., Цыга-
раева Т. МШевченко О. П. / / Акуш. и 
гин. — 1982. — № 7. — С. 23—25. 

8. Татаринов 10. С., Олефиренко Г. А., Петру -
нин Д. Д. / / У с п е х и совр. биол. — 1985. — 
№ 6. — С. 465—472. 

9 . B o h n И. И Ric. clin. lab. — 1982. — Vol. 
12.— P. 221—230. 

10. Joshi S. G., Bank J. F., Szarowski D. H. / / 
J. clin. Endocr . — 1981. - Vol. 52. P. 
1 185—1192. 

11. Joshi S. G., Ebert К. M., Swartz D. P. / / 
J. Rep rod. F e r t i l . — 1 9 8 0 . — V o l . 59. P. 
273—285. 

12. Julkunen M., Bohn HSeppala M. / / In ter-
na t iona l Society for Oncoclevelopmenta l Bio-
logy and Medic ine : A n n u a l Mee t ing , 13th. -
Par i s , 1985. — P . 101. 

13. Sutcliffe R. G., Brock D. G. H., Nicholson 
L I/. В., Dunn E. J. U J . Reprocl. Fertil . 
1978.— Vol. 54. P. 85—90. 

14. Sutcliffe R. G., Joshi S. G , Paterson W. P., 
Bank J. F. / / Ibid. 1982. - V o l . 65. — 
P. 207 209. 

15. Talarinov Y. S., Kozljaeva G. A., Petrunin 
D. D., Petrunina Y. A.//The H u m a n P la -
c e n t a / E d . A. Klopper et al. — London , 
1980. — P. 35. 

Поступила 08.09.87 

1 M M U N O E N Z Y M A T I C A N A L Y S I S O F T H E 
F E R T I L I T Y ^ - M I C R O G L O B U L I N IN VA-
R I O U S D O S E A S E S A N D U N D E R N O R M A L 

STATE 

L. A. Scherbakova, Yu. S. Talarinov, V. V. Ka-
lashnikov, V. A. Murashov, G. A. Olefirenko, 

D. D. Petrunin 

II Medical School . Moscow 

I m m u n o e n z y m a t i c p rocedure is developed for 
e s t ima t ion of fer t i l i ty <x2-microglobulin. Con t en t 
of the pro te in w a s increased in blood se rum 
of p a t i e n t s with ca rc inoma of ova ry and u t e rus 
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К Р О В О О Б Р А Щ Е Н И Я 

Институт биохимии А Н Б С С Р , Гродно 

Важнейшим фактором в формирова-
нии адаптационно-приспособительных 
реакций организма наряду с функцио-
нальным состоянием коры надпочечни-
ков является связывающая способ-
ность белков крови по отношению к 
стероидным гормонам. 

Специфическое связывание кортико-
стероидных гормонов в плазме крови 
человека и позвоночных обусловлено 
присутствием в ней кортикостероидсвя-
зывающего глобулина (КСГ) [15, 24], 
который, образуя с глюкокортикоида-
ми прочные и обратимые комплексы, 
временно выключает их из сферы ме-
таболизма [9, 20]. Белковосвязанные 
кортикостероиды создают лабильный 
гормональный резерв, который при 
экстремальных состояниях организма 
может быть использован для реализа-
ции биологического эффекта. 

Поэтому вопрос о гормон-белковых 
взаимодействиях при физиологических 

и патологических состояниях требует 
детального изучения и занимает важ-
ное место в современных исследовани-
ях стресса [4, 22] и адаптивных реак-
ций, сопровождающих развитие пато-
логических процессов [6, 10]. 

Проведенные нами ранее исследова-
ния [5] показали, что у больных гипер-
тонической болезнью и ишемической 
болезнью сердца в динамике развития 
недостаточности кровообращения на-
рушается комплексирование 11-окси-
кортикостероидов с транскортином в 
опытах in vitro. Сходные данные полу-
чены и другими авторами при исследо-
вании больных с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями [6, 7, 10]. 

В данной работе проведено сравни-
тельное исследование структурно-
функциональных свойств транскорти-
на, выделенного в гомогенном состоя-
нии из плазмы интактных крыс и жи-
вотных с экспериментальной недоста-
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точностью кровообращения в целях 
выявления причин аномальной связы-
вающей способности КСГ при данном 
заболевании. 

М е т о д и к а 
Опыты проводили па белых беспородных 

крысах-самках массой 110—140 г. Недостаточ-
ность кровообращения моделировали коаркта-
цией брюшной аорты. Д л я выделения траис-
кортииа использовали гепарииизироваиную 
плазму, которую получали декапитацией жи-
вотных через 13 иед после операции. 

В работе применяли кортизол, активирован-
ный уголь «Norit А», 2-меркаптоэтанол, доде-
цилсульфат натрия, диализные трубки 
«Visking» («Serva», Ф Р Г ) ; 1,2,6,7-3Н-кортизол 
(«Amerscham», Великобритания); трис-(оксиме-
тил) аминомстан, набор реактивов для электро-
фореза в ПААГ («Reanal», В Н Р ) ; сефарозу 
CL 4В («Pharmacia», Швеция) ; набор стан-
дартных белков для определения молекулярной 
массы («Boehringer», Ф Р Г ) . 

Д л я выделения и очистки траискортина ис-
пользовали биоспецифическую хроматографию 
на кортизол-сефарозе, синтезированной по ра-
нее описанному способу [1]. 350—400 мл плаз-
мы крови, не содержащей стероидов, инкуби-
ровали с 15—20 мл кортизол-ссфарозы при 
4 °С в течение 10—12 ч. Балластные белки уда-
ляли промыванием сорбента при 2°С 0,05 М 
натрий-фосфатным буфером рН 6,8, содержа-
щим 0,2 М NaCl и элюировали адсорбирован-
ные белки тем же буфером, содержащим 
12 мг/мл кортизола. Элюат концентрировали до 
объема 5—7 мл ультрафильтрацией, диализо-
вали против 0,001 М натрий-фосфатного буфе-
ра рН 6,8 и хроматографировали па гидрокси-
лапатите со скоростью 24 мл/ч. 

Д л я определения кажущейся молекулярной 
массы (М г) траискортина использовали элек-
трофорез в 10% ПААГ с додецилсульфатом 
натрия в присутствии 2-меркаптоэтаиола [27], 
в качестве маркеров использовали альбумин 
человека, л а кт а т д сг и д р ore н а з у, п и р у в а тк и и азу, 
трипсин. Белки фиксировали в 10 % ТХУ и 
окрашивали 0,04 % кумасси бриллиантовым го-
лубым в 3,5 % НСЮ4. Электрофорез нативного 
КСГ проводили в 7,5 % ПААГ при рН 8,3. Д л я 
определения активности перед электрофоре-
зом белковые пробы предварительно инкуби-
ровали со следовыми количествами 3П-корти-
зола. После электрофореза трубки геля разре-
зали на зоны толщиной 2 мм, измеряли их ра-
диоактивность и соотносили с окрашенными 

белковыми зонами па неразрезанных трубках. 
Изоэлектрическое фокусирование проводили в 
полиол-боратиой системе в градиенте рН 4,0— 
8 ,0 О Н ] . 

Параметры связывания изучали методом 
равновесного диализа и твердофазной адсорб-
ции на угле в 0,05 М трис-буфере рН 7,5, со-
держащем 10 мМ дитиотрейтол. В диализные 
мешочки вносили по 0,5 мл белкового раство-
ра. Мешочки помещали во флаконы, содержа-
щие 12 мл буфера. Во внешний раствор добав-
ляли 0,25 мкКи 3Н-кортизола и возрастающие 
количества нерадиоактивного стероида (0,5— 
1280 иг). Диализную систему выдерживали 

при 4 °С в течение 72 ч. Затем отбирали 
0,2 мл из внутреннего и 1,0 мл из внешнего 
растворов и измеряли радиоактивность. Расчет 
основных параметров производили по форму-
лам [25]. 

Твердофазную адсорбцию свободного сте-
роида 0,5 % углем, покрытым декстраном, про-
водили после уравновешивания следовых ко-
личеств радиоактивиого стероида в растворе 
(1 мл) эквимолярного комплекса траскор-

тин — кортизол в стандартном буфере [12]. 
Измерение радиоактивности образцов про-

водили в диоксановом сциитилляторе Брея 
[13] на жидкостном сцинтилляциоипом спек-

трометре Mark-II («Nuclear Chicago», США) с 
эффективностью счета по тритию около 29 %. 
Расчет константы ассоциации с кортизолом 
(К;1) и количество связывающих мест (п, в мо-
лях кортизола на 1 моль белка) проводили в 
координатах Скэтчарда [23]. Зависимость свя-
зывания от рН изучали методом равновесного 
диализа в 0,05 М трис-буфере, рН доводили 
HCI. 

Гидроксилапатит готовили по методу А. Ти-
зелиуса и соавт. [26]. Концентрацию белка 
определяли по Лоури [18]. 

Спектры кругового дихроизма регистриро-
вали в спектрополяриметре «Jasco J-20». Мо-
лярную эллиптичность ( в ) рассчитывали по 
молярной концентрации белка в 0,005 М иат-
рийфосфатном буфере рН 6,8. 

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

Из плазмы крови интактных крыс и 
животных с выраженной недостаточ-
ностью кровообращения выделяли КСГ 
по методу, описанному ранее для 
траискортина человека [2], включаю-
щему в себя две стадии: 1) биоспеци-
фическую хроматографию на корти-

Т а б л и ц а 1 
Выделение траискортина из плазмы интактных крыс 

Стадия очистки Общий белок, 
мг 

Кортизол, 
связанный 
белком, 
нмоль 

Выход на 
каждой ста-

дии, % 

Удельная 
активность, 
нмоль корти-
зола и а 1 мг 

белка 

Степень 
очистки 

Плазма (I) 
Аффинная хроматография (11) 
Хроматография на гидроксил-

апатите (111) 

35 342 
7,599 

0,7537 

692,3 
10,16 

7,4 

100 
2,29- Ю- 2 

66,37 

1 ,835-Ю- 3 

0,736 

9,818 

1,0 
401,08 

5350,4 

11 р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 выход белка на I I I стадии рассчитан по отношению ко 2-й. 
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Т а б л и ц а 2 

Выделение траискортина из плазмы крыс с недостаточностью кровообращения 

Стадия очистки 
Общи й 

белок, мг 

Кортизол. 
связанный 
белком, 
нмоль 

Выход на 
каждой 

стадии, % 

Удельная 
активность, 
нмоль корти-
зола на 1 мг 

белка 

Степень 
очистки 

Плазма 
Аффинная хроматография 
Хроматография на гидро-

ксилапатите 

25 770 
10,51 

0,6464 

470,5 
2,029 

1,46 

100 
4,862-10 - 3 

73,60 

1,661 ю - 3 

0,193 

2,260 

1,0 
153,79 

301,20 

зол-сефарозе и 2) хроматографию на 
гидроксилапатите. 

Транскортин получали в виде комп-
лекса с кортизолом, поскольку, по дан-
ным ряда авторов [2, 19], при потере 
стероида белок агрегирует с утратой 
специфической активности уже в тече-
ние первых суток, причем особой 
склонностью к полимеризации характе-
ризуется транскортин крысы [14]. 

Данные по выделению КСГ пред-
ставлены в табл. 1 и 2. Белок, выде-
ленный из плазмы интактных живот-
ных, очищен в 5350 раз, удельная ак-
тивность его составляет 9,8 нмоль кор-
тизола на 1 мг белка. Удельная актив-
ность КСГ, выделенного из плазмы жи-

вотных с недостаточностью кровообра-
щения, оказалась в 4,3 раза ниже. 

Полученные белковые препараты да-
вали одну полосу на электрофореграм-
мах при электрофорезе в 7,5 % ПААГ, 
рН 8,3 (рис. 1) в зоне а-глобулинов. 
После электрофореза сравниваемые 
белки сохраняли свою.активность, бел-
ковый максимум и максимум активно-
сти совпадали (рис. 1). Электрофорез 
очищенного КСГ, восстановленного 2-
меркаптоэтанолом в 10 % ПААГ в при-
сутствии додецилсульфата натрия, так-
же выявил одну белковую полосу у 
обоих белков. Вычисленная с помощью 
данного метода М,-траискортина соста-
вила 58 000—62 500 Д. Д л я расчетов 

Ц 
ЯСЙm 1 УГПмli'l'l'w'i' 

Е280 

Рис. 1. Электрофорез белковых препаратов в 7 , 5 % ПААГ (а) и денситограмма геля 
с белком из плазмы животных с недостаточностью кровообращения (б). 

Здесь и на рис. 2—4: / — транскортин и:» плазмы интактных крыс. 2 — то же животных с недоста-
точностью кровообращения. На диаграмме — активность белка по 3Н-кортизолу. 
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Т а б л и ц а 3 

Ф и з и ко-хи м и чес к и е и ко м плексообразу ю iц и е 
свойства КСГ 

Белок 

Параметр животные Параметр интактные г нодоггаточ 
животные ностью крово-

обращения 

м г 60 000 60 000 
р Н максимально-

го связывания 7,80 8,20 
Изоэлектрическая 

точка КСГ 6,12—7,80 5,13—7,18 
Изоэлектрическая 

точка э кв и моль-
ного комплекса 
КСГ — корти-
зол 6,23 6,95 

Равновесный диа-
лиз: 

K a X 1 0 8 M - 1 2 , 7 9 ± 0 , 5 0 9,84 ± 1 , 2 0 
п 0,98=1=0,05 0,39 | (),()« 

Твердофазная ад-
сорбция: 

К а х 108 м - 1 0 , 6 1 ± 0 , 0 6 0,96=1=0,10 
п 0 , 8 0 ± 0 , 0 5 0,43=1=0,04 

и с п о л ь з о в а л и м о л е к у л я р и у ю м а с с у 
60 ООО Д. 

При изоэлектрическом фокусирова-
нии комплекса КСГ — кортизол в по-
лиол-боратной системе в градиенте рН 
4—8 белок концентрировался в виде 
одной диффузной полосы в области рН 
6,23 и 6,95 (табл. 3) соответственно для 
белка интактных крыс и животных 
с н едост а точн остью к ро в оо б р а щения. 
Однако изоэлекгрическое фокусирова-
ние траискортина, не содержащего 
стероида, выявило несколько полос в 
области рН 6,12—7,80 для белка нор-
мальных животных и в области рН 
5,13—7,18 для белка животных с пато-
логией кровообращения. 

Д л я определения параметров связы-
вания использовали препараты КСГ, 

Рис. 4. Спектры К Д комплекса транскортин 
кортизол. 

которые предварительно обрабатывали 
активированным углем, в целях удале-
ния эндогенных стероидов [2]. По дан-
ным метода равновесного диализа, ко-
торый является наиболее надежным 
для изучения комплексирования сте-
роида с белком в состоянии термоди-
намического равновесия [16], транс-
кортин, выделенный из плазмы живот-
ных с недостаточностью кровообраще-
ния, характеризуется значительно 
большим сродством к кортизолу 
( / ^ > 3 , 5 раза ) , чем белок интактных 
животных. Однако КСГ, выделенный 
из плазмы нормальных животных, свя-
зывает эквимолярное количество кор-
тизола, что согласуется с литературны-
ми данными [19]. В тех же условиях 
транскортин, выделенный из плазмы 
животных с недостаточностью крово-
обращения, связывает кортизол в отно-
шении 1 : 0,3. 

Анализ графика Скэтчарда (рис. 2) 
свидетельствует о наличии только од-
ного типа центров связывания у белка 
как у нормальных, так и патологиче-
ских животных. 

SO о 

25,0 

0,2 Q4 0.6 0,8 В 6.0 7,0 8,0 9,0рН 
Рис.2 ' ^с.З 

Рис. 2. Графики Скэтчарда , 
полученные методом равно-

весного диализа . 
Концентрация белка / — 
4,28-10-8 М; 2 - 2 , 8 1 - 1 0 * М. В— 
связанный кортизол, U --- сво-

бодный кортизол. 

Рис. 3. Зависимость свя-
зывания от рН буферного 
раствора (0,05 М трис-бу-

фер) . 
R—процент связанного стероида. 
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Достоверность полученных различий 
в параметрах связывания белков в нор-
ме и при недостаточности кровообра-
щения была подтверждена и методом 
твердофазной адсорбции. 

Таким образом, развитие патологи-
ческого состояния (недостаточность 
кровообращения) в организме крыс 
характеризуется изменением комплек-
сообразующих и некоторых физико-
химических свойств КСГ. 

Интересные данные получены при 
исследовании зависимости связываю-
щей активности траискортина от рН 
среды (рис. 3). Максимум связывания 
кортизола белком, выделенным из плаз-
мы крыс с недостаточностью кровооб-
ращения, сдвинут в более щелочную 
область. Кривые зависимости связыва-
ния от рН различаются по положению 
максимума и форме, что, очевидно, сви-
детельствует об изменении структур-
ной организации активного центра 
белка. 

На следующем этапе изучили спек-
тральные эффекты связывания стерои-
дов КСГ, проявляющиеся в круговом 
дихроизме (КД) . На рис. 4 представ-
лены спектры КД выделенных комп-
лексов КСГ — кортизол в коротковол-
новой области 200—250 нм, при этом 
0 белка в этой области обусловлена 
К Д амидного хромофора, т. е. харак-
теризует коиформацию полипептидной 
цепи. 

Спектр К Д траискортина интактных 
животных имеет минимумы при 208 и 
218 им. Спектр К Д белка животных 
при патологии кровообращения харак-
теризуется более отрицательной 0 в 
области 208 им и сглаживанием мини-
мума при 218 мм. Факт обнаружения 
различий в спектрах КД сравнивае-
мых препаратов обычно расценивается 
как показатель наличия конформаци-
онных сдвигов [2, 17], что объясняют 
связыванием лиганда в активном цент-
ре макромолекулы. 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют о том, что у крыс при 
выраженной недостаточности кровооб-
ращения, характеризующейся наруше-
нием функциональной активности над-
почечников и метаболизма глюкокор-
тикоидов [3, 8], явно нарушается взаи-
модействие стероидов с транскортином. 
Согласно полученным результатам, 
можно допустить, что это нарушение 
обусловлено в определенной мере из-
менением свойств специфического бел-

ка. Появление в крови животных 
траискортина, отличного по своим ха-
рактеристикам от нормы, может опре-
деляться рядом причин. 

Наиболее вероятной представляется 
возможность ассоциации «патологиче-
ского» траискортина с определенными 
соединениями (скорее всего с метабо-
литами стероидных гормонов, присут-
ствующих в крови при недостаточности 
кровообращения), что приводит, оче-
видно, к конформациониым сдвигам и, 
следовательно, к снижению связываю-
щей емкости белка. 

Необратимое ингибироваиие траис-
кортина выявлено Розенталем и соавт. 
при длительном хранении плазмы [21] 
и вызвано, по мнению авторов, кова-
лентным связыванием с белком менее 
полярных высокореактивных метаболи-
тов кортизола, которые появляются в 
плазме. Кроме того, нельзя полностью 
исключить возможности нарушения в 
белоксинтезирующем аппарате печени 
в условиях глубокой гипоксии и аци-
доза, характеризующих выраженную 
недостаточность кровообращения. Для 
выяснения механизмов изменения 
свойств КСГ белка требуются допол-
нительные исследования процессов его 
синтеза и комплексообразования. 
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I S O L A T I O N A N D C H A R A C T E R I Z A T I O N O F 
T R A N S C O R T I N F R O M H E A L T H Y R A T S A N D 
T H E A N I M A L S W I T H E X P E R I M E N T A L CIR-

C U L A T O R Y I N S U F F I C I E N C Y 

L. /. NadoVnik, E. A. Galitsky, V. B. Beluga, 
V. V. Vinogradov 

In s t i t u t e of B iochemis t ry , A c a d e m y of Sc iences 
of the B y e l o r u s s i a n S S R , G r o d n o 

Cor t i cos te ro id b i n d i n g pro te in , t r a n s c o r t i n , 
w a s i so la ted u s i n g biospecif ic and h y d r o x y a p a -
ti te c h r o m a t o g r a p h i c p rocedures . M r -60 ,000 of 
t r a n s c o r t i n w a s e v a l u a t e d by m e a n s of e lectro-
phores is ; i soelectr ic po in t s of the p ro te in a n d 
of its complexes w e r e de tec ted . The a s soc ia t ion 
c o n s t a n t s of transcortin w i th Cortisol a t 4 ° con-
s t i tu ted 2 .8-10 8 M - ' / r n o l of p ro te in f r o m in fac t 
a n i m a l s c o n t a i n i n g one b i n d i n g si te a n d 
9 .8-10 8 M - y m o l of pro te in f r o m i m p a i -
red r a t e s c o n t a i n i n g 0.39 b i n d i n g si te per a mo-
lecule. The m a x i m a l c o r t i s o l - b i n d i n g ac t iv i ty of 
t r a n s c o r t i n w a s sh i f t ed t o w a r d s m o r e a lka l ine 
p H v a l u e u n d e r the pa tho log i ca l cond i t ions . 
C i rcu la r d ichro ism spec t ra of the t r a n s c o r t i n -
cor t isol equ imo la r complexes were s tud ied . The 
p ro t e in s s tud ied were d i s s imi la r in the i r m a i n 
phys icochemica l properties a n d p a t t e r n s of the 
s teroid b i n d i n g . 
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Я. Л. Бриеде, И. Я. Калвиныи, Э. Я. Лукевиц 

В Л И Я Н И Е D L - К А Р Н И Т И Н А И И Н Г И Б И Т О Р А 
Y - б у т и р о б е т а и н г и д р о к с и л а з ы 

3- (2 ,2 ,2 -ТРИ М ЕТИЛ Г И Д Р А З И H И И) П Р О П И О Н AT А ( Т Г П ) 
НА В Ы З Ы В А Е М Ы Е И З О П Р О Т Е Р Е М О Л О М И З М Е Н Е Н И Я 

В М Е Т А Б О Л И З М Е М И О К А Р Д А К Р Ы С 

И н с т и т у т органического синтеза А Н Л а т в и й с к о й С С Р , Рига 

В условиях ишемических и адренер-
гических воздействий в миокарде от-
мечается накопление продуктов мета-
болической активации жирных кис-
л о т — ацил-КоА и ацилкарнитииа 
[12, 29, 31]. Эти метаболиты, обладая 
свойствами детергентов, оказывают не-
специфическое повреждающее дейст-
вие на клеточные мембраны и являют-
ся аритмогенными факторами [7, 8] . 
Кроме того, ацил-КоА иигибируст 
окислительное фосфорилирование, аде-
иипнуклеотид-транслоказу и способст-
вует увеличению концентрации иони-
зированного кальция в цитоплазме 

клеток. Ацилкарнитин угнетает актив-
ность Na+, К + -АТФазы в саркоплазма-
тическом ретикулуме кардиомиоцитов 
[23, 25, 26, 28]. 

Накопление ацил-КоА и ацилкарни-
тииа может быть причиной возникаю-
щего в условиях ишемии миокарда 
дефицита макроэргов и повреждений 
плазматической и митохондриалы-юй 
мембран [8, 30]. Ацил-КоА в основ-
ном локализован в митохоидриаль-
иом матриксе, а ацилкарнитин — в ци-
топлазме клетки [6, 10, 22]. 

Одним из патогенетически оправдан-
ных способов метаболической коррек-
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дии ишемизированного миокарда явля-
ется снижение в кардиомиоцитах кон-
центрации этих детергеитных метабо-
литов. С учетом возникающего в усло-
в и я х и ше м и и д еф и ц и т а эн до ген ного 
карнитипа [29] предлагается введение 
этого метаболита. L-карнитин и в 
меньшей мере DL-карнитин предотвра-
щают накопление ацил-КоА в мито-
хондриях миокарда и в миокарде в 
целом и способствуют сохранению со-
кратительной способности сердца у со-
бак и свиней в условиях его ишемиче-
ского повреждения [13, 15, 17, 18]. 
Также была продемонстрирована спо-
собность L-карнитина в определенных 
yd лов ия х п редотв р ащать на ко плен ие 
ацилкарнитипа в ишемизированном 
миокарде [30, 32]. 

Другим подходом к нормализации 
липидиого обмена при ишемии миокар-
да может служить угнетение р-окисле-
пия жирных кислот на стадии образо-
вания ацил карнитипа. Используемые с 
этой целью ингибиторы карнитинпаль-
митоилтрансферазы 1-оксифепицин-
[ (S)-4-гидроксифенилглицин] и 2-{5-
(4-хлорфенил) пентил}-оксиран-2 - кар-
боловая кислота оказывают кардио-
протекториое действие [14, 27]. 

Способность ограничивать зону ин-
фаркта миокарда у крыс была обна-
ружена у ингибитора (3-окисления 
3-(2,2,2 - триметилгидразиний) пропио-
пата (ТГГ1). Действие ТГП реализует-
ся путем с н и ж е н и я в нут р и к лето ч н о й 
концентрации свободного карнитипа 
[ 1 , 3 ] . 

В данной работе проведено изуче-
ние механизмов действия ТГП и DL-
кариитина и сравнение их кардиопро-
текторпой активности у крыс при хро-
ническом введении. 

М е т о д и к а 

В работе использовали реактивы и изотопы 
L-кариитин, DL-карйитии, у-бутиробстаин, 
H E P E S , ЭГТА («Sigma», США); ос-кетоглута-
|)ат, мононатриевую соль («Scrva», Ф Р Г ) ; 
окисленный глутатиои («Reanal», В Н Р ) ; аскор-
бат, мононатриевую соль («Serva»); пальмити-
новую кислоту («Sigma»); дитиобиснитробеи-
зойную кислоту («Gee Lawson Chem.», Ан-
глии); ацетил-КоА («Sigma»); наборы для 
определения АТФ. АДФ, АМФ («Boehringer», 
Ф Р Г ) ; дауэкс 2 x 8 , С1~-форма, 200—400 mesh 
(«Scrva»); карнитииацетилтраисферазу («Sig-

ma», удельная активность 100 ед/мг); катала-
зу («Рсахим», СССР) ; соли марки ч. д. а., 
I - , 4С-ацетил-Ко А (удельная активность 
55,6 мКи/мМ; NEN, США). 

При изучении влияния ТГП на активность 
-у-бутиробетаиигидроксилазы выделение, очист-

ку и определение активности фермента прово-
дили по ранее описанным методам [21]. Т Г П 
и DL-карнитин вводили внутрь белым крысам-
самцам массой 180—200 г, полученным из пи-
томника Института органического синтеза, в 
дозах соответственно 100 и 200 мг/кг в тече-
ние 10 дней. На 10-й день через 1 ч после по-
следнего введения ТГП животным подкожно 
вводили изопротеренол в дозе 50 мг/кг. Через 
1 ч после инъекции изопротерспола крыс дека-
питировали, быстро извлеченные сердца замо-
раживали в жидком азоте, растирали и гомо-
генизировали в 0,6 и. НС104 . В нейтрализован-
ной надосадочиой жидкости определяли содер-
жание свободного карнитипа [19J, АТФ, А Д Ф 
и АМФ [5, 11]. В осадке гомогеиата определя-
ли длиниоцепочечный ацилкарнитин [24]. В от-
дельной навеске миокарда и в сыворотке кро-
ви животных выявляли содержание свободных 
жирных кислот (СЖК) [2]. Д л я статистиче-
ской обработки результатов использовали ие-
параметрический критерий V Вилкоксона — 
Майна — Уитни. 

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

ТГП является неконкурентным инги-
битором 7-бутиробетаингидроксилазы 
(рис. 1). Угнетением активности этого 
фермента можно объяснить обнару-
женное ранее падение концентрации 
свободного карнитипа в миокарде при 
курсовом введении ТГП внутрь в до-
зах от 50 до 150 мг/кг [3]. 

Кардиопротекторный эффект соеди-
нений изучали на модели поврежде-
ния миокарда изопротеренолом. Адре-
нергические воздействия вызывают* 
резкое увеличение концентрации длии-
ноцепочечного ацилкарнитина на фоне 
снижения содержания свободного кар-
нитипа (рис. 2). Изменения концентра-
ции этих метаболитов под влиянием 
изопротеренола протекают аналогично» 

нмоль мин 

/5,0 

10,0 / 
-5.0 

/3J 

J/W24 1 1 1 
-0,025 0,025 0.050 Uмнм) 

Рис. 1. Ингибирующее влияние ТГП на ак-
тивность у-бутиробетаингидроксилазы. 

/ _ контроль, 11 — ТГП. Каждая проба содержала 
1,54 мЕд у-бутиробетаингидроксилазы. Концентрации 
Y-бутиробетаина составляли: 4, 8, 12 и 16 мкМ; кон-
центрация ТГП — 4 мкМ. При данных условиях ско-
рость реакции линейно зависит от концентрации суб-

страта и не достигает максимального значения. 
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Рис. 2. Содержание (в нмоль/г) свободного 
и длииноцепочечного ацилкарнитина в мио-

карде крыс. 
1 — контроль; 2 — изопротереиол; 3 — ТГП + изопро-
теренол; 4 — DL-карнитин-!-изопротереиол. Незаштри-
хованные столбики — свободный кариитин, заштрихо 
ванные—длинноцепочечный ацилкарнитин. Схемы вве-
дении и дозы изопротеренола и ТГП приведены в тек-

сте. 

их изменениям в условиях ишемии 
миокарда [12, 29]. 

ТГП при курсовом введении в дозе 
100 мг/кг вызывает еще более выра-
женное снижение концентрации сво-
бодного карнитина, но в значительной 
степени предотвращает аккумуляцию 
ацилкарнитина (см. рис. 2). В основе 
этого эффекта ТГГ1 лежит опосредуе-
мое ингибированием у-бутиробетаин-
гидроксилазы падение концентрации 
свободного карнитина. При этом ско-
рость образования ацилкарнитина мо-
жет снижаться, чем и объясняется на-
копление С Ж К в сыворотке крови 
(табл. 1). Предотвращение накопления 
ацилкарнитина под влиянием ТГП 
способствует сохранению макроэргов в 
миокарде и поддержанию энергетиче-
ского заряда в условиях повреждаю-
щего действия изопротеренола 
(табл. 2). 

DL-карнитин также предохраняет 
миокард от опосредуемого изопротере-
нолом накопления ацилкарнитина и на 
52 % компенсирует снижение содержа-
ния свободного карнитина. Данные ли-
тературы о влиянии экзогенного кар-
нитина на содержание ацилкарнитина 
в миокарде противоречивы. У свиней 

в условиях ишемии DL-карнитин вызы-
вает повышение содержания ацилкар-
нитина в миокарде, что объясняется 
угнетающим влиянием D-изомера на 
транспорт ацилкарнитина в митохонд-
рии [16]. У собак с лигатурой коро-
нарной артерии L-кариитин уменьшает 
аккумуляцию ацилкарнитина в ишеми-
ческой зоне, что может быть связано 
с усилением его транспорта в мито-
хондрии, катализируемого кариитин-
ацилкарнитиитранслоказой [13, 30]. 
В качестве механизма снижения кон-
центрации ацилкарнитина в миокарде 
обсуждается также возможность 
транспорта С Ж К из цитоплазмы в 
кровь в виде ацилкарнитина [17]. 
У крыс L - или DL-карнитин не улуч-
шает функциональные показатели ише-
м из ирова иного миокарда и не влияет 
на концентрацию ацил-КоА и ацилкар-
нитина в условиях ишемии. Отсутст-
вие эффективности в этом случае объ-
ясняется низкой скоростью транспор-
та карнитина в клетки миокарда крыс 
[ 2 0 , ] . 

Все эти результаты с различными 
изомерами карнитина были получены 
при их разовом применении при вве-
дении в перфузат. Наши результаты, 
полученные в условиях хронического 
введения DL-карнитина, свидетельст-
вуют о том, что экзогенный кариитин 
способен компенсировать возникаю-
щий при введении изопротеренола де-
фицит эндогенного карнитина у крыс. 

Предотвращение накопления ацил-
карнитина можно объяснить стимуля-
цией его транспорта в митохондрии, 
т. е. вовлечением С Ж К в процессы ме-
таболизма. В пользу этого свидетель-
ствует снижение аккумуляции С Ж К в 
сыворотке крови (см. табл. 1). Воз-
можно также угнетающее влияние 
карнитина на липолиз, опосредуемое 

Т а б л и ц а 1 

Влияние ТГП и DL-карнитина на вызываемые изопротеренолом изменения содержания СЖК в мио 
карде и сыворотке крови крыс 

СЖК 
Группа 

животных Условия опыта 
миокард, мкмоль/г сыворотка, мкмоль/мл 

1-Я 
2-я 
3-я 
4-я 

Контроль 
Изопротереиол 
ТГП -j- изопротереиол 
DL-карнитин + изопротереиол 

12,7 (10,4—15,0) 
13,2 (10,0—15,1) 
9,6 (7,4—13,0)5"* 
9,2 (6,9—11,2)** 

0 ,3 (0,2—0,5) 
1,6 (1,4—1,8)* 
2,1 (1,2—2,7)* 
0,9 (0,3—1,4)* 

П р и м е ч а и и е. Одна звездочка — р < 0 ,05 по сравнению с 1, 2 и 3-й группами ^две звез-
дочки — р < 0 ,05 по сравнению со 2-й группой. Здесь и в табл. 2 в скобках — пределы колебаний. 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние ТГП и DL-карнитина на вызываемые изопротеренолом изменения содержания АТФ, АДФ 
и АМФ (в мкмоль/г) и величины энергетического заряда в миокарде крыс 

Г
ру

пп
а 

6 ; 
: 
5 л 
: $ 

Условия опыта АТФ АДФ АМФ 
Энергетический 

заряд 

l-i 
2-5 
3-j 

4-5 

f 
4 
>\ 

л 

Контроль 
Изопротереиол 
ТГП + изопро-

тереиол 
DL-карнитин • | 

+ изопротере-
иол 

2,9 (2,3—3,4) 
1.4 (0,6—1,9)* 

2,2 (1,2—2,7)*,** 

1.5 (0,8—1,7)* 

1,1 (0,8—1,5) 
1,1 (0,9—1,4) 

1,0 (0,7—1,6) 

0 ,8 (0,4—1,2)* 

0,7 (0,4—0,9) 
1,0 (0,7—1,3)* 

0 ,6 ( 0 , 4 - 0 , 8 ) * * 

0,7 (0,4—1,3) 

0,77 (0,72—0,85) 
0,58 (0,39—0,77)* 

0,70 ( 0 , 6 0 - 0 , 7 9 ) * * 

0,60 (0,48—0,80)* 

П р и м е ч а и и е. Одна звездочка — р < 0 ,05 по сравнению с 1-й группой, две — р < 0 ,05 
по сравнению со 2-й и 4-й группами. 

путем образования ацилкарнитина. 
Аргументом против осуществления та-
кого механизма действия служит не-
обходимость использования в экспери-
ментах высоких концентраций карни-
типа — 5 мМ [9]. 

В целом на основании полученных 
результатов нельзя постулировать од-
нозначный механизм снижения концен-
трации ацилкарнитина под влиянием 
DL-карнитина у крыс. Однако в отли-
чие от предыдущих данных показано, 
что при хроническом введении DL-кар-
нитин влияет на метаболизм ацилкар-
нитина (см. рис. 2 и табл. 1). Несмот-
ря на это, введение DL-карнитина не 
способствует улучшению энергетиче-
ского метаболизма миокарда в усло-
виях адренергического воздействия 
(см. табл. 2). 

Отсутствие защитного эффекта у 
DL-карнитина может быть объяснено 
усилением под его влиянием метабо-
лизма С Ж К при вызываемой изопро-
теренолом ишемии миокарда у крыс. 
Ранее было показано снижение обра-
зования АТФ в миокарде крыс, полу-
чавших внутрь экзогенный кариитин в 
дозе 200 мг/кг в течение 10 дней на 
фоне богатого жирами рациона [4]. 

Сопоставляя данные литературы с 
полученными нами результатами, нель-
зя не обратить внимания на то, что в 
основе влияния экзогенного карнитина 
па миокард в условиях ишемии у со-
бак, свиней и крыс лежат различные 
механизмы. 

Проведенные исследования указыва-
ют на возможность регуляции метабо-
лизма жирных кислот в миокарде 
крыс ингибитором кариитиизависимо-
го окисления — ТГП и DL-карнити-

ном. Применение ТГП в отличие от 
действия DL-карнитина сопровождает-
ся кардиопротекторным эффектом в 
условиях адренергического поврежде-
ния миокарда у крыс. 
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E F F E C T S O F D,L-CARN1TINE A N D 3-(2,2,2,-
T R I M E T H Y L H Y D R A Z I N I U M ) P R O P I O N A T E 
A S I N H I B I T O R O F y - B U T Y R O B E T A I N E HYD-
ROXYLASE O N I S O P R O T E R E N O L - I N D U C E D 
A L T E R A T I O N S IN M Y O C A R D I U M M E T A B O -

L I S M 

B. Z. Simkhovich, D. V. Meirena, Zh. V. Shu.~ 
tenko, Я. B. Hagi, Ya. L. Briede, /. Ya. Kal-

vinsh, E. Ya. Lukevics 

In s t i t u t e of O r g a n i c Syn thes i s , A c a d e m y of 
Sciences of the L a t v i a n S S R , Riga 

3- (2 ,2 ,2- t r imethyl h y d r a z i n i u m ) p r o p i o n a t e 
( T H P ) is known as an inhibi tor of v -bu ty robe -
ta ine h y d r o x y l a s e in r a t liver t issue. At the 
s a m e time, T H P , admin i s t e r ed per os a t a dose 
of 100 m g / k g wi th in 10 days , p reven ted the 
i sopro te renol - induced ( subcu t aneousy , 50 m g / 
kg) acy lca rn i t i ne accumula t ion . This e f fec t of 
T H P , accompan ied by a d is t inc t decrease of 
f ree ca rn i t i ne in ra t m y o c a r d i u m , occurred due 
to inhibi t ion of c a r n i t i n e b iosyn thes i s f rom y~ 
bu ty robe ta ine . T H P protec ted the m y o c a r d i u m 
ene rge t i c s a g a i n s t i sopro terenol act ion as the 
d r u g preven ted the acy lca rn i t ine accumula t i on . 
A l though D,L-ca rn i t ine (200 m g / k g , per os, 
10 days) inhibi ted a lso the i sopro te reno l - s t imu-
lated acy lca rn i t ine accumula t ion in ra t myoca r -
d ium and f a t t y ac ids of blood serum, in did 
not exhibi t a n y f a v o u r a b l e e f fec t on m y o c a r d i u m 
bioenerge t ics . Unef f i c iency of D, L-carn i t ine a s 
ca rd iopro tec t ive d r u g m a y be a resul t of inten-
s i f icat ion of f a t t y ac ids me tabo l i sm o c c u r r i n g 
s imu l t aneous ly wi th i sopro te reno l -media ted myo-
ca rd ium ischemia. Use of inh ib i tors of carn i t ine-
dependen t ox ida t ion of f a t t y ac ids ox ida t ion ( a s 
exempl i f ied by T H P ) in o rde r to correct myo-
ca rd ium metabo l i sm is of i m p o r t a n c e espec ia l ly 
in relatiort to i m p a i r i n g e f fec t s caused by cate-
cho lamines . 
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И. Ф. Гуринович, JJ. А. Грубина, С. Ф. Некрсииевич, Р. М. Ремизова, 
С. И. Шишпоренок 

К О Л И Ч Е С Т В Е Н Н Ы Й И К А Ч Е С Т В Е Н Н Ы Й С О С Т А В П О Р Ф И Р И Н О В 

В Э Р И Т Р О Ц И Т А Х О Н К О Л О Г И Ч Е С К И Х Б О Л Ь Н Ы Х 

Институт физики AIT Б С С Р , Минск, Минский городской онкологический диспансер 

Рост злокачественных новообразова-
ний приводит к существенному изме-
нению характера биохимических про-
цессов, протекающих в организме, из 
которых наименее изученным является 
биосинтез порфиринов. Вопросы взаи-
мосвязи его с опухолевым ростом в 
литературе освещены недостаточно и 
нуждаются в дальнейшей конкретиза-

ции. Наши предыдущие исследования 
показали, что развитие злокачествен-
ных новообразований сопровождается 
изменением количественного содержа-
ния копропорфирина в моче [1]. Дан-
ная работа посвящена изучению коли-
чественного и качественного состава 
порфиринов в крови. 
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М е т о д и к а 

Д л я обнаружения порфиринов в крови ис-
пользовали упрощенную нами методику [3]. 
У больного или донора брали 10 мл крови в 
пробирку с 1 мл антикоагуляита . Пробу крови 
центрифугировали в течение 30 мин на центри-
фуге ОПМ-З и отделяли плазму от эритроци-
тов, которые затем растирали в ступке пести-
ком, постепенно добавляя смесь этилацетата 
с ледяной уксусной кислотой в соотношении 
4 : I. Д л я полноты экстракции полученную 
смесь выдерживали в холодильнике в течение 
18- 20 ч, после чего ее фильтровали. Фильтрат 
помещали в делительную воронку, а осадок 
на фильтре многократно промывали смесыо 
этилацетата с уксусной кислотой ( 4 : 1). Про-
мывные воды добавляли к основному фильтра-
ту | и затем промывали д в а ж д ы в 25 мл 5 % 
раствора ацетата натрия, предварительно до-
бавив туда одну каплю 10 % раствора йода 
для окисления порфириногеиов. Заключитель-
ны^ этапом была экстракция порфиринов 3 и. 
соляной кислотой. Полноту экстракции порфи-
ринов контролировали по люминесценции рас-
твора. Количественный и качественный состав 
экстрагированных порфиринов определяли с 
номощыо машинной обработки спектров флю-
оресценции смеси путем сравнения их со спек-
трами эталонов. Чувствительность метода со-
ответствовала 1,5 мкг/л . 

Содержание копро- и протопорфирипов ис-
следовали в эритроцитах 92 человек, из кото-
рых 40 были здоровыми, а 52 — больными с 
опухолями в области женской половой сферы, 
госпитализированными в онкологический дис-
пансер. Д л я обследования выбирали больных, 
пе подвергавшихся ранее хирургическому, лу-
чевому или химиотерапевтическому лечению. 
Диагноз ставили после гистологического иссле-
дования опухолей. Сведения о нормальном со-
держании порфиринов в эритроцитах были по-
лучены на основании обследования здоровых 
людей. Кровь от 40 доноров получали в Бело-
русском Н И И переливания крови. 

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

Сведения о содержании порфиринов в 
крови малочисленны и часто несопо-
ставимы. В ряде случаев у здоровых 
людей соответствующие параметры от-
личаются па несколько порядков. Вме-
сте с тем считается достоверно уста-
новленной неизменность количествен-
ного содержания копро-, прото- и уро-
порфиринов в эритроцитах здоровых 
людей в разные сезоны года независи-
мо от пола и возраста, а также нали-
чие их в следовых количествах или 
полное отсутствие в плазме крови [2, 
3 | . Повышение уровня эритроцитар-
ных порфиринов наблюдается при 
миогих заболеваниях (порфирии, свин-
цовые интоксикации, заболевания пе-
чени и т. д.) . Отмечается повышенное 
содержание порфиринов в крови боль-
ных анемией, а также животных с при-
витыми опухолями. 

Наши данные о содержании копро-
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и протопорфиринов в эритроцитах здо-
ровых и больных людей приведены в 
таблице. Анализ стандартных отклоне-
ний показывает, что оба показателя 
изменяются в широких пределах как у 
допоров, так и у больных. Вместе с 
тем выявляется определенная законо-
мерность. Так, в контрольной группе 
при колебании крайних значений от 12 
до 140 мкг/л и от 0 до 20 мкг/л для 
концентраций соответственно прото- и 
копропорфиринов можно выделить до-
статочно узкие интервалы наиболее ве-
роятных величин (vY+a), которые 
встречаются более чем у 70 % обсле-
дованных. В эти интервалы попадают 
и средние значения содержания в 
эритроцитах обоих порфиринов. Обра-
щает на себя внимание и такое харак-
терное свойство, как заметное превы-
шение уровня протопорфирина над 
уровнем копропорфирииа. Д л я боль-
шинства доноров их отношение равно 
приблизительно 6. 

Изучение результатов обследования 
больных раком показывает, что преде-
лы изменения крайних значений кон-
центраций обоих порфиринов расши-
ряются по сравнению с контролем: 
для протопорфирина 36—660 мкг/л, 
для копропорфирииа 0—75 мкг/л. Од-
нако и в этом случае легко найти 
средние величины и интервалы наибо-
лее вероятных значений содержания в 
эритроцитах каждого порфирина. Как 
видно из таблицы, они существенно 
отличаются от аналогичных парамет-
ров у здоровых людей. Д л я большин-
ства больных со злокачественными 
опухолями характерно повышение 
уровня обоих порфиринов по сравне-
нию с контролем примерно в 2—4 ра-
за (в единичных случаях отмечается 
еще более значительное повышение). 
Наиболее высокие концентрации про-
топорфирина наблюдаются у больных 
раком тела матки и раком яичников. 
Содержание копропорфирииа в мень-
шей степени зависит от вида опухоли. 

Такой же, как у здоровых людей, 
уровень в эритроцитах копропорфири-
иа регистрируется у больных с добро-
качественными опухолями (фибромио-
мы, полипы, дисплазии). Содержание 
протопорфирина в этих случаях повы-
шается. 

Сравнение всех рассмотренных ха-
рактеристик для различных обследо-
ванных групп позволяет выявить опре-
деленную тенденцию. Как интервалы 

наиболее вероятных значений, так и 
среднестатистические значения содер-
жания прото- и копропорфиринов в 
1 л эритроцитов у здоровых лиц и у 
больных с опухолями существенно 
различаются. Так, достоверность раз-
личия средних значений (Р) содержа-
ния протопорфирина у доноров и боль-
ных со злокачественными и доброка-
чественными новообразованиями со-
ставляет соответственно 0,001 и 0,01. 
Менее чувствительным показателем 
является уровень копропорфирииа, по 
содержанию последнего в крови раз-
личаются только 1-я и 2-я группы 
(/?<0,001); 2-я и 3-я группы четко 
различаются по обоим параметрам 
(/?<0,001). У больных с доброкачест-
венными опухолями отмечается близ-
кий по сравнению с контролем показа-
тель содержания копропорфирииа и 
повышенный уровень протопорфирина. 
У больных с злокачественными ново-
образованиями оба параметра заметно 
возрастают. Соотношение между уров-
нями прото- и копропорфиринов в кро-
ви больных выше, чем у здоровых лю-
дей. Приведенные результаты свиде-
тельствуют об изменении порфирино-
вого метаболизма при наличии новооб-
разований и позволяют предположить, 
что происходит снижение активности 
ряда ферментов в цепи биосинтеза те-
ма. Вероятно, самым слабым звеном 
в этой цепи является гемсинтетаза -
фермент, регулирующий превращение 
протопорфирина в его комплекс с же-
лезом. Изменение его активности име-
ет место при любых опухолевых про-
цессах, однако при злокачественных 
опухолях оно выражено в большей 
степени. Повышенный уровень копро-
порфирииа свидетельствует об измене-
нии активности двух ферментов — ко-
синтетазы и дезаминазы, что наблю-
дается только вследствие роста злока-
чественных опухолей. 

О специфичности отмеченных зако-
номерностей для рассмотренной пато-
логии можно будет судить лишь в со-
вокупности с данными биосинтеза пор-
фиринов при других заболеваниях. 
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C o n t e n t of сорго- and p r o t o p o r p h y r i n s w a s 
s tudied in e ry th rocy t e s of w o m e n wi th t u m o r 
of gen i t a l s . Dis t inct increase in con ten t of 
these porphyr ins , especia l ly of p ro topo rphy r in , 
w a s detected in e ry th rocy t e s of the p a t i e n t s 
wi th m a l i g n a n t t u m o r s a s compared with the 
p a t t e r n s of hea l thy pe rsons . 
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Острая почечная недостаточность 
(О ПН) — тяжелый патологический 
процесс, приводящий к значительным 
и многообразным нарушениям в орга-
низме и представляющий серьезную 
угрозу для жизни [4, 5]. Д л я выясне-
ния патогенеза ОПН, разработки мето-
дов терапии существенное значение 
имеет изучение метаболических изме-
нений в почках при данной форме па-
тологии. 

Известно, что белки играют важную 
роль в деятельности почек и, в част-
ности, в транспортной функции клеток 
канальцев [3]. 

Целью настоящей работы явилось 
изучение обмена белков в почках при 
ОПН. 

При проведении исследований ис-
пользовали глицериновую модель 
ОПН, воспроизводимую на белых бес-
породных крысах, которая по характе-
ру морфологических и функциональ-
ных изменений близка к соответствую-
щему патологическому процессу, на-
блюдаемому в клинике, и поэтому на-
шла широкое применение в различных 
лабораториях [7, 9, 12]. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на белых беспородных 
крысах массой 200—250 г. О П Н воспроизво-
дили введением под эфирным наркозом внут-
римышечно 5 0 % раствора глицерина [11 | . 
Контрольным ж и в о т н ы м вводили физиологи-
ческий раствор. 

Исследовали скорость синтеза и распада 
белков, их с о д е р ж а н и е в почках. Об интенсив-
ности синтеза белков судили по скорости вклю-
чения в них и С - в а л и и а , который вводили 
внутрибрюшинно в дозе 9 мкКи на 100 г мас-
сы тела . Через 4 ч животных дека цитировали, 

почки гомогенизировали в 5 % растворе три-
хлоруксусиой кислоты (ТХУ). Гомогенат 
центрифугировали . Осадок 5 -кратно промыва-
ли этим ж е раствором, а затем — спиртом и 
эфиром и растворяли его в 1 М N a O H при 
нагревании до 7 0 — 8 0 ° С . Определяли о б щ у ю 
и удельную радиоактивность (соответственно 
О Р и У Р ) белков с помощью ж и д к о с т н о г о 
сцинтилляционного счетчика на а п п а р а т е 
СБС-2 . О Р в целой почке рассчитывали на 
100 г массы тела, У Р — на 1 мг белка. Содер-
ж а н и е белков определяли по методике [10] . 
Общее количество белков в целой почке и ее 
массу рассчитывали на 100 г массы тела , кон-
центрацию белков — на 1 г почечной ткани. 
Об интенсивности распада белков судили по 
скорости выведения из них радиоактивной мет-
ки [2, 8 | . Д л я этого определяли динамику из-
менений О Р белков в целой почке. Крысам 
д в у к р а т н о (с интервалом 24 ч) внутрибрюшин-
но вводили 14С-валим из расчета 18 мкКи на 
100 г массы тела . Д л я уменьшения реутилиза-
ции 1 4С-валина через 1 сут после второго его 
введения и в последующем ежедневно ж и в о т -
ным п о д к о ж н о инъецировали 1 2С-валин из рас-
чета 30 мг на 100 г массы тела [8]. 

Через 48 ч после повторного введения ра-
диоактивного валима часть животных декапи-
тировали и исследовали у них исходную радио-
активность белков. Остальных ж и в о т н ы х раз-
делили на 2 группы: опытную и контрольную. 
У ж и в о т н ы х опытной группы в ы з ы в а л и О П Н 
внутримышечным введением глицерина, крысам 
контрольной группы вводили физиологический 
раствор . Через различные сроки после воспро-
изведения О П Н (на 3, 7, 13 и 20-й день) у 
подопытных и контрольных животных исследо-
вали радиоактивность белков почек. На всех 
этапах эксперимента определяли радиоактив-
ность кислоторастворимого фонда свободных 
аминокислот . 

Вычисляли период полураспада белков 
( Т у ) , время их кругооборота (t) и процент 
замещения [2, 6] . 

Д л я оценки в ы р а ж е н н о с т и О П Н в крови 
исследовали с о д е р ж а н и е креатииина . 

Полученные результаты обработаны стати-
стически с использованием критериев t и U. 
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Основные показатели обмена белков в нормальной почке и при ОГ1Н (М ± т ) 

Показатель 
Условия 
экспери-

мента 

День после воспроизведении ОПН 

Показатель 
Условия 
экспери-

мента 1-й 3-й 7-й 
1 

14-й 30-й 

У Р белков, Опыт 6 4 6 ± 3 7 * 504 ± 2 1 * 592 ± 2 2 * 4 7 8 ± 16 4 4 3 ± 2 5 
ими/100 с/мг Контроль 499ib 8 432 ± 1 1 4 4 9 ± 2 3 4 6 0 ± 18 4 9 6 ± 2 2 

ОР белков, 
Контроль 

ими - 10V100 с / Опыт 4 6 ± 2 * 45 ± 3 ' " 5 3 ± 5 * 3 4 ± 2 * 3 0 ± 1 
100 г Контроль 3 1 ± 2 30ч= 1 2 8 ± 2 2 8 ± 2 2 8 ± 1 

Масса почки, Опыт 4 2 6 ± 1 4 * 5 7 5 ± 1 9 * 644 ± 5 7 * 459 ± 4 * 3 6 0 ± 1 * 
мг/100 г Контроль 3 4 4 ± 1 2 3 5 0 ± 13 366=1= 15 3 3 9 ± 2 3 1 4 ± 2 

Общее содержание Опыт 7 4 ± 3 * 8 9 ± 6 * 8 9 ± 6 * 71 ± 4 * 70 ± 1 * 
белков, мг/100 г Контроль 6 3 ± 4 70 ± 3 6 4 ± 4 60 ± 2 5 9 ± 2 

Концентрация Опыт 171 ± 6 1 5 6 ± 9 * 1 4 4 ± 5 * 1 6 0 ± 7 * 1 9 0 ± 8 
белков, мг/1 г Контроль 1 8 2 ± 7 202 ± 7 181 ± 10 1 7 8 ± 7 1 8 6 ± 8 

Ч и с л о животных Опыт 17 13 16 20 18 
Контроль 10 10 8 11 10 

П р и м е ч а и и е. Звездочка — величины, достоверно отличающиеся от контрольных. 

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

Внутримышечное введение глицери-
на вызывает возникновение выражен-
ной ОПН. У подопытных животных 
отмечали значительное нарастание в 
крови содержания креатинина, свиде-
тельствующее о развитии азотемии. 
На следующий день концентрация 
креатинина превысила контрольный 
уровень в 2,8 раза, а на 3-й день — в 
8,6 раза. В почках при этом выявля-
лись изменения дистрофического и не-
кротического характера. Около 20 % 
животных погибли при явлениях уре-
мии. Вместе с тем у остальных живот-
ных О П Н носила обратимый харак-
тер. С 7-го дня содержание креатинина 
в крови у них начало снижаться, а к 
30-му оно нормализовалось. 

В почках при О П Н выявляются за-
метные изменения белкового метабо-
лизма. Характер изменений в обеих 
почках был одинаковым. В работе 
приведены результаты исследований 
правой почки. 

Как видно из таблицы, при О П Н по-
вышается интенсивность синтеза по-
чечных белков, о чем свидетельствует 
увеличение скорости включения в них 
меченой аминокислоты. 

В 1-й день развития О П Н величины 
УР и О Р белков были выше контроль-
ного уровня соответственно па 29 и 
4 8 % . Увеличение УР сохранялось в 
течение 1-й недели, О Р — на протяже-
нии 14 дней. В последующем эти пока-
затели нормализовались. Повышение 
скорости белкового синтеза сопровож-
далось увеличением массы почки и со-

держания в ней белков (см. таблицу). 
В 1-й день развития О П Н указанные 
параметры были повышены на 24 и 
17%. Наиболее выраженное их увели-
чение отмечено на 7-й день. В этот 
срок они составляли соответственно 
176 и 139% от контрольных величин. 
В последующем масса почки и содер-
жание в ней белков постепенно снижа-
лись, однако на 30-й день они были за-
метно выше контрольных величин. 

Обращает на себя внимание тот 
факт, что на фоне увеличения общего 
содержания белков в целой почке кон-
центрация их в почечной ткани при 
О П Н снижается, наиболее заметно — 
на 3-й и 7-й дни. Последнее, как пока-
зали проведенные нами исследования, 
обусловлено развитием отека почек, 
увеличением содержания в них воды. 
Восстановление концентрации белков 
в почках происходит к 30-му дню. По-
вышение при О П Н интенсивности 
синтеза белков сопровождается умень-
шением скорости их распада. Как вид-
но на рисунке, у животных опытной 
группы О Р белков в почке снижается 
медленнее, чем у контрольных крыс. 
У контрольных животных радиоактив-
ность белков на 3, 7, 13 и 20-й дни 
была ниже исходной величины соот-
ветственно на 21,2, 39,2, 63,2 и 77 ,8%. 
У подопытных животных на 3-й день 
радиоактивность белков существенно 
не изменилась, а на 7, 13 и 20-й дни 
она уменьшилась соответственно на 
21,2, 43,9 и 58 ,5%. При О П Н имело 
место увеличение периода полураспа-
да и повышение времени кругооборота 
белков соответственно с 9 и 13 до 16 
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Д и н а м и к а распада белков почки в норме и 
при О П Н . 

По оси абсцисс — время (в сут), по оси ординат (в 
полулогарифмической шкале) — ОР в целой почке 
(в ими • 10 4/100 с). 1 — контроль, 2 — опыт. Исследо-
вания проведены на 90 крысах. Различия между опы-

том и контролем на всех сроках достоверны. 

и 23 сут, а также уменьшение процен-
та их замещения с 7,7 до 4,3 в сутки. 

Из приведенных данных следует, 
что в механизме увеличения содержа-
ния белков в почках при ОПН играет 
роль как интенсификация их синтеза, 
так и ограничение распада. 

Можно полагать, что указанные из-
менения белкового метаболизма име-
ют адаптивное значение. Повреждение 
почек при О П Н сопровождается нару-
шением структуры и функции их бел-
ков. В частности, как показали прове-
денные ранее исследования, при дан-
ном патологическом процессе сущест-
венно снижается активность АТФаз, 
играющих важную роль в транспорт-
ной функции почечных канальцев [1 | . 

Увеличение в этих условиях интен-
сивности синтеза белков в сочетании 
с уменьшением скорости их распада, 
по-видимому, можно рассматривать 
как один из механизмов саиогенеза, 
который направлен на увеличение в 
почках содержания функционально ак-
тивных белковых молекул (ферментов, 
переносчиков и др.), что имеет суще-
ственное значение для активации репа-
ративных процессов и восстановления 
почечной деятельности. 
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Acute k idney insuf f ic iency w a s s imula ted in 
r a t s by m e a n s of i n t r a m u s c u l a r a d m i n i s t r a t i o n 
of glycerol . In tens i ty of prote in b iosyn thes i s 
and con ten t of p ro te ins were increased , whi le 
their ca t abo l i sm w a s decreased in k idney u n d e r 
these condi t ions . At the s ame t ime, hal f - l i fe and 
a period of the p ro te ins t u rnove r were e longa -
ted, w h e r e a s the r a t e of their subs t i tu t ion w a s 
decreased. 
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И З М Е Н Е Н И Е С О Д Е Р Ж А Н И Я И С В Я З Ы В А Н И Я Х О Л Е С Т Е Р И Н А 

В Т К А Н Я Х М О Р С К И Х С В И Н О К П Р И Э Т А Н О Л О В О Й 

И Н Т О К С И К А Ц И И И Х О Л Е С Т Е Р И Н О З Е 

Н И И неврологии и психиатрии, Харьков 

Известно, что этанол способен ин- ний, связанных с атеросклерозом [7, 
дуцировать или значительно обострять 9]. Однако широкое распространение 

ечение сердечно-сосудистых заболева- получило представление об антиате-
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рогенном действии алкоголя [8]. Мно-
гочисленные гипотезы атерогенеза так 
или иначе учитывают значение гипер-
холестеринемии (ГХС); согласно од-
ной из гипотез, атеросклероз рассмат-
ривается как осложненный холестери-
ноз. Подразумевается, что главная 
причина атеросклероза — накопление 
холестерина (ХС) в тканях. Доля ХС 
крови составляет около 8 % от его 
общего содержания в организме и, 
следовательно, может не отражать из-
менение его уровня в тканях [5]. 
В связи с этим мы исследовали содер-
жание ХС и величину его связывания 
различными тканями при избытке ХС 
в пище, этаноловой интоксикации и 
сочетанном действии этих факторов. 

М е т о д и к а 
Подопытными животными служили самцы 

морских свинок 5—8-месячиого возраста, мас-
сой 400—500 г. Животных разделяли на 
4 группы по 4—9 особей в каждой : контроль-
ные, ежедневно получавшие ХС (0,5 г/кг), 
этанол (4 г /кг) , подвергавшиеся сочетаиному 
действию указанных факторов. Подопытные и 
контрольные животные в течение всего време-
ни экспериментов находились в условиях лабо-
раторного вивария и получали одинаковый в 
качественном и количественном отношении ра-
цион (овощи, сено, хлеб, молоко) . Применяли 
дозы этанола средней токсичности, которые 
наиболее часто используют при исследовании 
экспериментального алкоголизма. 30 % раствор 
этанола вводили вертикально удерживаемым 
животным по одной капле per os при помощи 
шприца с насадкой из полихлорвиииловой 
трубки. Суспензию ХС в молоке вводили таким 
ж е способом перед кормлением. 

Концентрацию ХС определяли по ранее 
описаиному методу в сыворотке крови, пече-
ни, сердце, почках, надпочечниках и ткани го-
ловного мозга через 30, 60 и 90 сут после воз-
действия перечисленных факторов [2]. Сыво-
ротку собирали после центрифугирования кро-
ви при 2000 об/мин в течение 10 мин при тем-
пературе 4 °С. Печень и сердце перфузировали, 
а другие ткани ополаскивали охлажденным 
физиологическим раствором, удаляли круп-
ные сосуды и гомогенизировали. Гомогенат 
обрабатывали при кратковременном кипя-
чении смесью спирт — эфир ( 3 : 1), охлаж-
дали и фильтровали. Экстракт выпарива-
ли и полученный осадок растворяли в 
хлороформе. Часть раствора использовали 
для определения концентрации ХС [4]. 4 мл 
полученного раствора вносили в счетные фла-
коны, выпаривали и к осадку добавляли то-
луоловый сцинтиллятор. Неопределенно ме-
ченный [ 3 Н]-холестерин («Изотоп», СССР) 
удельной активности 14 М Б к на 1 мг ХС вво-
дили внутрибрюшинно за 2 ч до начала экспе-
римента в количестве 8 М Б к на 100 г массы 
тела. Радиоактивность измеряли на счетчике 
СБС-2 с 33 % эффективностью и рассчитывали 
удельную радиоактивность в распадах в мину-
ту на 1 мг ХС. 

Содержание Л П Н П и Л П В П определяли 
после дифференциального осаждения полиэти-

ленгликолем и электрофореза в линейном гра-
диенте концентрации ПААГ. 

Использовали реактивы отечественного 
производства марки х. ч. или ос. ч. 

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводили по методу Фишера — Стыо-
дента [6]. Различие м е ж д у сравниваемыми 
группами считали статистически значимым (до-
стоверным), если вероятность его случайного 
происхождения не превышала 5 % ( р < 0 , 0 5 ) . 
При значении р в области 0,1—0,05 делали 
вывод о наличии тенденции. 

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

Результаты исследования распреде-
ления ХС в тканях интактных морских 
свинок, представленные в табл. 1, со-
гласуются с данными литературы. 
Длительное поступление стероида с 
пищей приводило, как это обычно на-
блюдается, к значительному увеличе-
нию его количества в сыворотке крови 
[5]. В этих условиях в печени ХС на-
капливался по сравнению с началь-
ным уровнем примерно с такой же 
интенсивностью, как в крови. Величи-
на отношения ХС печени/ХС крови у 
подопытных животных была больше 
на 37%, чем у контрольных [однако 
в динамике экспериментов она прак-
тически не изменялась (табл. 3 ) ] . Та-
ким образом, при холестеринозе по 
крайней мере в течение 90 сут сохра-
няется равновесие между концентра-
цией ХС в печени и сыворотке крови. 
В мозге через 30 сут после начала 
опытов содержание ХС было ниже, 
чем в контроле (см. табл. 1). Это 
могло быть обусловлено угнетением 
синтеза стероида на фоне избыточного 
поступления с пищей, однако удельная 
активность [ 3Н|-холестерина в тех же 
условиях не изменялась (табл. 2). 
В других исследованных тканях не 
удалось обнаружить существенных 
изменений. 

Хроническая этаноловая интоксика-
ция сопровождалась увеличением со-
держания ХС в мозге, почках и серд-
це. В надпочечниках, напротив, значе-
ние этого параметра через 30 сут 
после начала экспериментов уменьша-
лось. В сыворотке крови не удалось 
обнаружить изменений по сравнению 
с контролем (см. табл. 1). 

Анализ результатов совместного 
действия изучаемых факторов позво-
ляет сделать заключение о том, что 
уровень ХС повышался во всех иссле-
дованных тканях, за исключением над-
почечников. Важно подчеркнуть, что в 

40 



Т а б л и ц а 1 

Изменение концентрации ХС в сыворотке крови (в мг/мл) и тканях (в мг на 1 г сырой ткани) 
морских свинок при ГХС, этаноловой интоксикации и сочетанном их действии ) 

Время 
исследо-

вания, 
сутки 

Концентрация ХС 
Время 

исследо-
вания, 
сутки Ч

ис
ло

 
оп

ы
то

в 

в печени в надпо-
чечниках в почках в мозге в сердце в сыворот-

ке крови 

Отношение 
Л ПИП/Л П В П 

30-е 
60-е 
90-е 

30-е 
60-е 
90-е 

3 , 2 ± 0 , 2 I 6 1 , 7 ± 10,21 

Контроль 

4 , 2 ± 0 , 9 I 28,0=1=2,4 

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

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

7 8 , 6 ± 6 , 3 
87,1 ± 7 , 5 
9 8 , 0 ± 12,0 

ГХС 

3 , 6 ± 0 , 4 
3,3=1=0,3 
4 , 2 ± 0 , 2 

2 0 , 1 ± 0 , 1 * 
2 1 , 3 ± 1,6 
22,9=L-2,4 

Эта нолов а я и н токсинация 

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

6 , 3 ± 0 , 2 * 
10,4 I (),<)* 
(),;м о,;и 

35,3=1=1,7* 
57 ,2=t3 ,4* 
39,4=1=3,4* 

1,8=1=0,2 I 0 , 4 ± 0 , 0 8 I 2,0=1=0,1 

1,7=1=0,3 
1 , 9 ± 0 , 3 
3,0=1=0,3* 

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

1,1 ± 0 , 0 8 * 
1 , 4 ± 0 , 1 0 * 
1 , 9 ± 0 , 0 7 * 

0,4 I 0 ,03 
0 , 5 ± 0 , 0 4 
0 , 5 ± 0 , 0 5 

Сочетание ГХС и этаноловой интоксикации 

30-е 8 1 5 , 6 ± 1,4* 6 8 , 2 ± 4 , 5 5 , 2 ± 0 , 5 32,2=1=4,7 2 , 8 ± 0 , 2 * 0 , 8 ± 0 , 0 3 * 
60-е 8 2 2 , 8 ± 2 , 3 * 90,7 1 Г), 9 8 , 0 ± 0 , 4 * 4 4 , 9 ± 3 , 8 * 3 , 6 ± 0 , 4 * 1 , 2 ± 0 , 1 0 * 
90-е 9 2 9 , 2 ± 4 , 7 * 7 4 , 0 ± 0 , 7 9,1 =±=0,9* 4 4 , 3 ± 1,6* 5,1 ± 0 , 7 * 1 , 7 ± 0 , 1 8 * 

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

2 , 5 ± 0 , 4 
3,5=1=0,4* 
2 , 5 ± 0 , 5 

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

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: звездочка г—изменение статистически значимо по срав-

нению с контролем, х — среднее арифметическое, S- — среднеквадратичная ошибка среднего ариф-

метического. 

сердце через 30 сут изолированное 
действие обоих факторов не давало 
эффекта, в то время как при сочетан-
ном — концентрация ХС увеличива-
лась. В печени при этой постановке 
экспериментов за первые 60 сут на-

блюдали своеобразную аддитивность: 
количество ХС суммировалось при со-
вместном действии обоих факторов. 
Однако через 90 сут прирост ХС пре-
вышал эффекты изолированного воз-
действия. Отношение ХС печени/ХС 

Т а б л и ц а 2 

Изменения удельной радиоактивности (в расп/мин на 1 мг ХС- К)-3) | : ]Н]-холсстерина тканей жи-

вотных при ГХС, этаноловой интоксикации и сочетанном их действии (л: ± S - ) 

Время 
исследо-
ван и я, 
сутки 

Удельная радиоактивность, расп/мин на 1 мл ХС -1 0 ~ 8 
Время 

исследо-
ван и я, 
сутки 

Число 
опытов печень надпочеч-

11 и к и почки мозг сердце сыворотка 
крови 

30-е 
60-е 
90-е 

30-Е 
60-е 
90-е 

30-е 
60-е 
90-е 

7 , 7 ± 1,5 

4 3 , 2 ± 0 , 7 * 
4 2 , 3 ± 0 , 6 * 
5 1 , 5 ± 0 , 5 * 

Контроль 

1 , 5 ± 0 , 2 I 10,1 ± 0 , 3 I 1 , 1 ± 0 , 0 5 

ГХС 

0 , 8 ± 0 , 3 0 
0 , 3 ± 0 , 0 6 * 
2 , 0 ± 0 , 8 0 

9 , 5 ± 4 , 1 I 1 , 0 ± 0 , 1 
8 , 0 ± 4 , 1 I 1 , 4 ± 0 , 6 

1 4 , 2 ± 4 , 6 1 , 3 ± 0 , 4 

Этаноловая интоксикация 

8 3 , 2 ± 0 , 5 * 0 , 5 ± 0 , 0 3 * 
7 3 , 5 ± 0 , 3 * 0 , 7 ± 0 , 0 1 * 
7 6 , 5 ± 3 , 0 0 , 7 ± 0 , 0 2 * 

Сочетание ГХС 

8 1,1 ± 0 , 0 7 * 1 , 0 ± 0 , 0 9 
8 1 , 3 ± 0 , 4 3 * 1 , 3 ± 0 , 1 4 
9 1 , 8 ± 0 , 6 0 * 1,0=1=0,12 

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

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

п этаноловой интоксикации 

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

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

8 , 2 ± 1,5 

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

3 , 4 ± 0 , 6 * 
2 , 6 ± 0 , 9 * 
3 , 9 ± 0 , 6 

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

1 , 5 ± 0 , 9 

0 , 7 ± 0 , 3 
0 , 6 ± 0 , 1 
0 , 4 ± 0 , 1 

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

1,1 ± 0 , 1 
1 , 2 ± 0 , 1 
1 , 0 ± 0 , 1 
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Т а б л и ц а 3 

Величина отношения ХС ткани/ХС крови в ди-

намике гиперхолестеринемии (ГХС) 

Время исследования, сутки 

Условия опытов 
30-е 60-е 90-е 

Печень 

Г Х С 
Сочетание Г Х С 

11,6=1=0,2 11,1 ± 0 , 2 11,0=1=0,2 

и этаноловой 
интоксика-
ции 19,5=1=0,3 

Сердце 

19,0=1=0,3 17,1=1=0,3 

Г Х С 
Сочетание Г Х С 

1,5=1=0,04 1,4=1=0,04 1,6=1=0,05 

и этаноловой 
интоксика-
ции 3,5=1=0,06 3,0=1=0,06 3,0=1=0,06 

крови при сочетанном действии возра-
стало почти на одну и ту же величи-
ну за каждый исследованный период 
времени по сравнению с изолирован-
ным влиянием избытка стероида в пи-
ще (табл. 3). Полученные результаты 
дают основание полагать, что в этом 
случае также устанавливалось равно-
весие между концентрацией ХС пече-
ни и сыворотки крови, однако проис-
ходил сдвиг в направлении кровь — 
печень. Подобное изменение величины 
отношения ХС ткани/ХС крови наблю-
дали и в сердце. 

Как видно из табл. 2, в печени 
удельная активность [3Н]-холестерина 
при избытке стероида в пище за все 
исследованные периоды была меньше, 
чем в контроле. На основании полу-
ченных данных можно предположить, 
что в условиях холестерииоза обнов-
ление ХС в печени понижалось. Через 
60 сут после начала исследования это 
уда.лось отметить также в надпочеч-
никах. 

Хроническая этаполовая интоксика-
ция приводила к значительному умень-
шению удельной активности [ 3 Н] -хо-
лестерина во всех исследованных тка-
нях в течение практически всего изу-
ченного интервала времени экспери-
ментов. Лишь в печени и сердце в 
конце исследования наблюдали тен-
денцию к восстановлению. 

На основании результатов исследо-
вания совместного применения изучае-
мых факторов можно судить о том, 
что в печени этанол по крайней мере 

не препятствовал снижению удельной 
активности | 3Н]-холестерина на фоне 
ГХС. В отличие от этого в надпочеч-
никах, сердце, почках и мозге эффект 
этанола ослаблен по сравнению с изо-
лированным его влиянием. 

В условиях холестерииоза в сыво-
ротке крови наблюдалось увеличение 
отношения Л П Н П / Л П В П (см. табл. 
1). Под влиянием этанола величина 
этого отношения увеличивалась лишь 
через 60 сут (после чего имела место 
нормализация) . В результате совмест-
ного воздействия избытка ХС в пище 
и этанола через 30 сут после начала 
исследования отношение Л П Н П / 
Л П В П не изменялось, однако в даль-
нейшем возрастало. На основании по-
лученных результатов можно заклю-
чить, что этанол на фоне ГХС через 
30 сут препятствовал относительному 
увеличению доли ат.ерогенных ,липо-
протеинов, однако через 60 и 90 сут 
этот эффект отсутствовал [1]. 

Согласно концепции холестерииоза, 
патогенная значимость избытка ХС за-
ключается в конденсации лигшдиого 
слоя плазматических мембран клеток, 
что влечет за собой структурно-функ-
циональные нарушения регул яторных 
молекул, локализованных в наружных 
мембранах [5]. Полученные результа-
ты свидетельствуют, что хроническая 
алкоголизация способствует развитию 
холестерииоза. Во многих тканях на-
ряду с возрастанием содержания ХС 
замедлялось его обновление. Посколь-
ку известно, что значительная доля 
ХС клеток сосредоточена в плазмати-
ческих мембранах, можно предполо-
жить, что накопление его в тканях со-
провождается увеличением содержа-
ния ХС в этих клеточных структурах. 
Нарушение структуры и функции мем-
бран, обусловленное изменением со-
держания ХС, рассматривают как 
один из факторов патогенеза алкого-
лизма [2]. Таким образом, получен-
ные результаты согласуются с пред-
ставлением о неблагоприятной роли 
этаноловой интоксикации в развитии 
холестерииоза и связанных с ним па-
тологических состояний. 
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C H A N G E S IN C O N T E N T A N D T H E RATE O F 
C H O L E S T E R O L B I N D I N G IN T I S S U E S O F 
G U I N E A P I G S W I T H E T H A N O L INTOXICA-

TION A N D C H O L E S T E R O S I S 

G. Kh. Bozhko, P. V. Voloshin, V. S. Tchursina 

In s t i t u t e of N e u r o l o g y and Psych ia t ry , Kha rkov 

C o n t e n t of cholesterol and b i n d i n g of its 
labelled a n a l o g u e w a s s tudied in gu inea p igs 
t i s sues a f t e r hypercholes te ro lemia , e thanol into-
xicat ion and their combined act ion wi th in 30, 
60 and 90 days . L o n g - t e r m consumpt ion of cho-
lesterol and chronic a lcohol iza t ion caused accu-
mula t ion of the s teroid but in a b u n d a n c e of 
e x o g e n o u s cholesterol i ts concen t r a t i on w a s in-
c reased ma in ly in liver t i s sue and blood serum, 
whole in e thanol in toxica t ion — in bra in and 
k idney t i ssues . Chron ic a lcohol iza t ion contr i -
buted to choles te ros i s deve lopment ; the increase 
in cholesterol con ten t w a s accompanied by a 
decrease in i ts r enova t ion , especial ly d is t inct in 
liver and hea r t t i ssues . Combined ef fec t of cho-
lesterol and e thano l on liver t i ssue w a s detec-
ted wi th in 60 days ; a t the s ame time, s imul ta -
neous ef fec t of cholesterol a n d e thanol caused 
m o r e p ronounced i m p a i r m e n t s in liver t i ssue 
within 90 d a y s a s compared with the indivi-
dual act ion of these d r u g s . Concen t r a t i on of 
cholesterol w a s not a l te red in hea r t musc le af-
ter a d m i n i s t r a t i o n ei ther choles terol or e thanol , 
whi le i ts con ten t w a s increased a f t e r the d r u g s 
s i m u l t a n e o u s effect . 

УДК (316.155.25-008.1 -02:«16 152.71' 

В. А. Кузнецов, /7. И. Мордвинцев. E. X. Данк, В. Л. Юркие, 
А. Ф. Ванин 

Н И З К О М О Л Е К У Л Я Р Н Ы Е И Б Е Л К О В Ы Е Д И Н И Т Р О З И Л Ь Н Ы Е 

К О М П Л Е К С Ы Н Е Г Е М О В О Г О Ж Е Л Е З А К А К И Н Г И Б И Т О Р Ы 

А Г Р Е Г А Ц И И Т Р О М Б О Ц И Т О В 

Институт химической физики А Н С С С Р , Институт эпидемиологии А М Н СССР, Москва 

Установлено [2], что дииитрозиль-
ные комплексы железа ( Д Н К Ж ) с 
различными анионными лигандами 
(тиосульфатом, цистеином, фосфатом) 
способны предотвращать агрегацию 
тромбоцитов, индуцируемую различ-
ными агентами (АДФ, адреналином, 
коллагеном). Эта активность объясня-
ется наличием у Д Н К Ж окиси азота, 
являющейся мощным активатором од-
ного из ключевых внутриклеточных 
регуляторных ферментов — гуанилат-
циклазы (ГЦ) [4, 6, 7]. Активация 
ГЦ в тромбоцитах, приводящая к на-
коплению в них циклического гуаио-
зинмонофосфата (цГМФ), ослабляет 
образование диацилглицерида — акти-
ватора протеиикиназы С, что и явля-
ется непосредственной причиной по-
давления способности тромбоцитов к 
агрегации [7, 10]. 

Настоящая работа — продолжение 
исследования ингибирующего действия 
Д Н К Ж на агрегацию тромбоцитов. 
В работе [2 | опыты проводили на 
тромбоцитах, находившихся в плазме 
крови. Д л я исключения возможного 
влияния компонентов последнего на 
механизм действия Д Н К Ж в настоя-
щей работе эксперименты проводили 
на тромбоцитах, суспендированных в 
синтетической небелковой среде (сре-
да хранения) . Определяли влияние 
Д Н К Ж на агрегацию тромбоцитов, 
индуцированную тромбином и ионофо-
ром Са2-1" — А23187, а также измене-
ние при этом содержания цГМФ в 
тромбоцитах. 
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М е т о д и к а 

Тромбоциты выделяли из свежей донорской 
крови по методу [5], суспендировали в среде 
хранения, содержащей 136 мМ. NaCl, 5,4 мМ. 
КС1, 0,44 мМ К Н 2 Р 0 4 , 0,34 мМ N a 2 H P 0 4 , 
11,2 мМ глюкозы, 10 мМ Hepes рН 7,4; содер-
жание клеток 2 • I О8 на 1 мл. Р я д опытов про-
ведем на тромбоцитариой плазме при том ж е 
содержании тромбоцитов. Кинетику агрегации 
тромбоцитов регистрировали по увеличению 
светопропускапия суспензии при длине волны 
600 им в агрегометре, собранном на основе 
спектрофотометра («Spectronic», США), в тср-
мостатируемой кювете вместимостью 0,5 мл. 
Спектры электронного парамагнитного резонан-
са (ЭПР) снимали на радиоспектрометре 
ER-200D («Bracket», Ф Р Г ) . Д Н К Ж с тиосуль-
фатом или восстановленным глутатиоиом син-
тезировали по методике, описанной в работе 
[1;|. Комплексы в объеме 0,01 мл вводили в 
суспензию тромбоцитов за 2—3 мин до введе-
ния индуктора агрегации — тромбина или 
иоиофора А23187. Конечная концентрация этих 
индукторов в суспензии тромбоцитов составля-
ла соответственно 0,1 и 1 мкМ. 

Экстракцию цГМФ проводили этиловым 
спиртом. Содержание цГМФ определяли ра-
диоиммунологическим методом с использова-
нием наборов реактивов («Amersham», Анг-
лия) . 

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

Выделенные из крови человека тром-
боциты, суспендированные в среде 
хранения, обладали высокой агреги-
рующей активностью, индуцируемой 
тромбином или ионофором А23187 
(рис. 1). Д Н К Ж с тиосульфатом или 
глутатиоиом в равной мере иигибиро-
вали эту агрегацию, причем их актив-
ность была выше аналогичной ингиби-
рующей активности нитропруссида 
натрия — наиболее эффективного из 
известных в настоящее время ингиби-
торов агрегации тромбоцитов [6—9]. 

6 
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Рис. 1. Влияние Д Н К Ж с тиосульфатом на 
агрегацию тромбоцитов в среде хранения. 

а — агрегацию индуцировали тромбином (0,1 мкМ), 
в — ионофором А23167 (I мкМ). 1 , 5 — контрольная 
запись в отсутствие ингибитора агрегации, 2—4 — в 
присутствии соответственно 7 - 1 0 - 8 , 1,5 • 10 - 7 , 7 • Ю-7 

МОЛЬ/МЛ, 6—8 — в присутствии соответственно 6-Ю-0, 
1,4-10-8 и 2 ,8-ю-8 М О Л Ь / М Л Д Н К Ж с тиосульфатом 
Здесь и на рис. 2 и 3 по оси абсцисс — время (в 

мин), по оси ординат — пропускание. 

Рис. 2. Влияние Д Н К Ж с тиосульфатом 
( 3 - Ю " 7 моль/мл) на агрегацию тромбоцитов, 

индуцированную тромбином (0,1 мкМ). 
a: J — агрегация в отсутствие Д Н К Ж (контроль); 
4 — в присутствии ДЫКЖ; 2, 3 — препарат 4, отмы-
тый от ДНКЖ, суспендированный затем в свежей 
среде хранения и через 40 мин (2) и 20 мин (3) под-
вергнутый действию тромбина, б: 1 — сигнал ЭПР 
препарата тромбоцитов, обозначенного на а как 4; 
2 — сигнал ЭПР препаратов, обозначенных на а как 
2 и 3. Запись сигналов при 290 К, относительное уси-

лие радиоспектрометра соответственно 1 и 300. 

Агрегация тромбоцитов, вызванная 
ионофором А23187, подавлялась более 
низкими дозами Д Н К Ж , чем в случае 
индукции агрегации тромбином. 

Д л я проверки токсического дейст-
вия Д Н К Ж на тромбоциты были про-
ведены следующие опыты. Тромбоци-
ты, суспендированные в среде хране-
ния или в плазме, выдерживали в те-
чение 10—15 мин в присутствии 
Д Н К Ж , затем отмывали от этих ком-
плексов, суспендировали в среде хра-
нения и определяли их агрегационную 
активность. О наличии в среде и тром-
боцитах Д Н К Ж 

о 

Агг2 
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Рис. 3. Индуцированная тромбином (0,1 мкМ) 
агрегация тромбоцитов. 

a: J — тромбоциты, выделенные из интактной плаз-
мы; 2 — из плазмы, содержащей Д Н К Ж с тиосуль-
фатом (3 • 107 моль/мл), б: 1 — сигнал ЭПР препа-
рата, обозначенного на а как 2, перед выделением из 
плазмы, 2 — после суспендирования в среде хранения. 
Запись сигналов при 290 К, относительное усиление 

радиоспектрометра соответственно 1 и 300. 

судили по сигналу 

д--2.037 2012 
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Э П Р . После введения низкомолекуляр-
ных Д Н К Ж с тиосульфатом в суспен-
зию тромбоцитов в среде хранения 
или в тромбоцитарную плазму в этих 
комплексах при комнатной температу-
ре наблюдали соответственно либо 
симметричный узкий сигнал Э П Р с 
к в интет ной сверхтонкой структурой 
(СТС) при g = 2,03 (рис. 2) , либо ши-
рокий анизотропный сигнал с g j . = 
= 2,037, g„ =2 ,012 (рис. 3) . Судя по 
параметрам первого сигнала, он был 
обусловлен самим Д Н К Ж с тиосуль-
фатом, второй — Д Н К Ж с парными 
тиоловыми группами белков плазмы 
[3]. Образование белковых Д Н К Ж , 
так называемых «комплексов 2,03» 
[1], было обусловлено переносом 
Fe(NO) 2 - rpyr in из вводимых низкомо-
лекулярных Д Н К Ж с тиосульфатом 
на парные RS-группы белков [1]. Низ-
кая подвижность последних при ком-
натной температуре не была достаточ-
ной для усреднения анизотропии g-
фактора и СТС комплексов 2,03, что 
имело место в случае низкомолекуляр-
ных Д Н К Ж (см. рис. 2 и 3) . Д Н К Ж 
не связывались с тромбоцитами. Пос-
ле центрифугирования их суспензии 
низкомолекулярные Д Н К Ж или комп-
лексы 2,03 обнаруживали только в 
надосадочной жидкости (см. рис. 2 и 
3 ) . Таким образом, эта процедура 
приводила к полному отделению 
Д Н К Ж от тромбоцитов, что и позво-
лило нам выяснить, оказывают ли эти 
комплексы токсическое влияние на 
тромбоциты. Эксперименты показали, 
что после отделения последних от плаз-
мы, содержащей комплексы 2,03, и 
суспендирования их в среде хранения 
тромбоциты сразу ж е проявляли ис-
ходную способность к агрегации (см. 
рис. 3) . У тромбоцитов, отделенных от 
среды хранения, содержавшей низко-
молекулярные Д Н К Ж , эта активность 
восстанавливалась не сразу, а посте-
пенно, по мере выдерживания тромбо-
цитов в этой среде (см. рис. 2) . При-
чина такой задержки неясна, но тем 
не менее можно говорить, что резуль-
таты поставленных опытов позволяют 
предполагать отсутствие токсического 
действия Д Н К Ж на тромбоциты. Та-
кой ж е вывод был сделан и в рабо-
те [2]. 

Содержание цГМФ в тромбоцитах, 
суспендированных в среде хранения, 
резко увеличивалось под действием 
Д Н К Ж . Уровень цГМФ зависел от 

времени инкубирования тромбоцитов 
с Д Н К Ж . Через 1 мин после добавле-
ния Д Н К Ж с тиосульфатом (0,7 мМ) 
в суспензию тромбоцитов при 37 °С со-
д е р ж а н и е цГМФ возрастало в 20— 
25 раз, через 5 мин инкубирования с 
Д Н К Ж уровень цГМФ был на поря-
док выше исходного. К 10-й минуте 
инкубирования уровень цГМФ был 
ниже, но все еще превышал исходное 
значение в 3—4 раза . Таким образом, 
накопление цГМФ в тромбоцитах кор-
релировало с резким ослаблением их 
способности к агрегации, в связи с 
этим можно согласиться с авторами, 
которые полагают [6—8], что именно 
этот циклический нуклеотид является 
медиатором ингибирующего влияния 
Д Н К Ж на агрегацию тромбоцитов. 
Имеющиеся в литературе данные [4, 
6—8] позволяют думать, что актив-
ным началом в Д Н К Ж является окись 
азота, высвобождающаяся из этих 
комплексов — низкомолекулярных или 
связанных с белками. Поскольку в са-
мих тромбоцитах образования таких 
комплексов не наблюдалось, окись 
азота могла поступать в эти клетки 
только из Д Н К Ж , локализованных в 
среде. 

В заключение остановимся на фак-
те ингибирующего действия Д Н К Ж на 
агрегацию тромбоцитов, индуцирован-
ную ионофором А23187. Этот агент 
резко повышает содержание свободно-
го кальция в тромбоцитах, что и при-
водит к агрегации последних [8 | . По-
скольку Д Н К Ж нейтрализует возни-
кающую при этом агрегацию, можно 
думать, что агрегирующее действие 
кальция на тромбоциты, как и в слу-
чае других индукторов — АДФ, тром-
бина и др., в основном обусловлено 
распадом фосфолипидов, приводящим 
к образованию диацилглицерида , по-
давляемого цГМФ. Этот вывод спра-
ведлив, если цГМФ влияет на агрега-
цию только на этой стадии метаболи-
ческих процессов. Следует отметить, 
что ингибирующее влияние окиси азо-
та на агрегацию тромбоцитов, индуци-
рованную ионофором А23187, отмеча-
лось и в работе [7], однако этот факт 
в ней не обсуждается . 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Ванин А. Ф. Нитрозильные комплексы не-
гемового железа в тканях животных и 
микроорганизмах: Дис. . . . д-ра 'биол. наук.— 
М., 1979. 

45 



2. Мордвинцев Л. И., Руднева В. ГВанин 
А. ф. и д р . / / Б и о х и м и я . — 1986. — Т. 51, 
№ П . — С . 1851. 

3. Мордвинцев П. И., Клещев А. Л., Ванин 
А. Ф. / / Б и о ф и з и к а . — 1986. — Т. 30, № 5. — 
С. 877—881. 

4. Arnold W. P., Mittal С. К., Katsuki S., Ми-
rad F.// P roc . n a t . Acad . Sci. USA. -
1977. Vol. 74. — P . 3203. 

5. Gerrard J. M. / / Me th . E n z y m o l . — 1982. — 
Vol. 86. — P . 642. 

6. Mellion В. Т., Ignarro L J., Ohlstein E. H. 
et a l . / / B l o o d . — 1 9 8 1 . — V o l . 57, N 5 . -
P . 946. 

7. Nishikawa M., Kawamori M., Hidaka H. / / J . 
P h a r m a c o l , exp. Ther . — 1982. — Vol. 220, 
N 1. — P . 183. 

8. Nishizuka У . / / N a t u r e . — 1984,—Vol. 308.— 
P. 693. 

9. Saxon A., Kattlove H. E.// B lood .—1976.— 
Vol. 47, N 5. — P. 957. 

10. Takai Y., Kaibachi /<., Sato /<., Nishizuka 
Y . / / J . B iochem. (Tokyo) . — 1982. — Vol. 91, 
N 2. — P. 403. 

Поступила 11.04.87 

LOW M O L E C U L A R A N D P R O T E I N D I N I T R O -
SYL C O M P L E X E S O F N O N - H E M F E R R U M 
A S I N H I B I T O R S O F T H R O M B O C Y T E S A G -

G R E G A T I O N 

V. A. Kuznelsov, P. /. Mordvinlsev, E. Kh. Dank, 
1/. A. Yurkiv, A. F. Vanin 

I n s t i t u t e of Chemica l Phys ics , A c a d e m y of 
Sc iences of the U S S R , I n s t i t u t e of Epidemio lo-
gy, A c a d e m y of Medica l Sc iences of the U S S R , 

M o s c o w 

Din i t ro sy l complexes of f e r r u m with th iosu l -

f a t e or r educed g l u t a t h i o n e w e r e f o u n d to inhi-

bit comple te ly a g g r e g a t i o n of h u m a n th rombo-

cytes , s u s p e n d e d in a r t i f i c ia l p r o t e i n - f r e e me-

dium. The inh ib i to ry e f fec t a p p e a r s to occur a s 

a r e su l t of a c t i v a t i n g ac t ion of n i t r o g e n ox ide 

der ived f r o m the complexes a n d a f f e c t i n g the 

t h r o m b o c y t e g u a n y l a t e cyclase . 

УДК 615.385.1.0i 5.2:577.152.311J .07 

E. А. Селиванов, M. M. Вязьменская, И. M. Быстрова 

О С О С Т А В Е И Н Е К О Т О Р Ы Х С В О Й С Т В А Х П Р Е П А Р А Т А 
А Ц Е Т И Л Х О Л И Н Э С Т Е Р А З Ы Э Р И Т Р О Ц И Т О В Ч Е Л О В Е К А 

Н И И гематологии и переливания крови, Л е н и н г р а д 

В последние годы обсуждается во-
прос о необходимости создания лечеб-
ной формы препарата фермента аце-
тилхолинэстеразы (АХЭ), эффектив-
ность которого выявлена в экспери-
ментах на животных [1, 2]. Особый 
интерес представляет аллогенный пре-
парат АХЭ эритроцитов человека 
(препарат АХЭЧ) как наиболее фи-
зиологичный для организма больного. 
Имеются достаточные ресурсы сырья 
для получения препарата АХЭЧ — не-
реализованная эритроцитная масса до-
норской крови, остающаяся после от-
деления и использования плазмы. 

Выпускаемый предприятием Перм-
ского Н И И вакцин и сывороток 
(ПермНИИВС) препарат АХЭЧ име-
ет удельную активность 1—4 Е/мг, со-
держит до 12 % гемоглобина, большое 
количество групповых изоагглютиноге-
нов А и В [3] и не пригоден для ме-
дицинских целей. 

В настоящее время на базе Ленин-
градского Н И И вакцин и сывороток 
( Л е н Н И И В С ) в производственных ус-
ловиях получены совместно с В. Ф. Бо-
рейко, К. В. Лапицким, В. А. Само-
кишем, О. И. Смирновым, Е. Е. Сочи-
линой опытные партии нового препа-

рата АХЭЧ, который в перспективе 
предполагается использовать в лечеб-
ной практике. 

В данной работе приведены резуль-
таты исследований электрофоретиче-
ского разделения и ионообменной хро-
матографии препарата АХЭЧ, изготов-
ленного в Л е н Н И И В С . Определено 
содержание в препарате гемоглобина, 
групповых изоагглютиногенов А и В и 
тромбопластических веществ. Прове-
ден также анализ состава нового пре-
парата в сравнении с выпускаемым 
ранее. 

М е т о д и к а 

И с с л е д о в а н ы о б р а з ц ы препарата АХЭЧ с 
удельной активностью 26 Е/мг . Активность 
АХЭ в пробах определяли при 25 °С методом 
гютеициометрического т ит рова ния [10] с авто -
матической регистрацией скорости гидролиза 
ацетилхолина на установке , состоящей из рН-
метра 121 и потенциометра К С П - 4 . С о д е р ж а -
ние белка о п р е д е л я л и по L o w r y [13]. 

Д и с к - э л е к т р о ф о р е з в П А А Г проводили по 
мет од у [7] на приборе П Э Ф А - 1 ( завода «Физ-
прибор», г. Фрунзе ) с использованием реакти-
вов ф и р м ы «Reana l» ( В Н Р ) . Полосы АХЭ-ак-
тивиости п р о я в л я л и по м е т о д у [12] . О к р а ш е н -
ные гели с к а н и р о в а л и на денситометре Д М - 1 
(объедииеиие «Красногвардеец» , Л е н и н г р а д ) . 
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И о н о о б м е н н у ю х р о м а т о г р а ф и ю раствора 
п р е п а р а т а о с у щ е с т в л я л и па колонках 3 X 2 5 см 
D E A E - с е ф а д е к с о м А-50 при скорости элюции 
12—15 мл/ч. Емкость геля с о с т а в л я л а 
200 Е/см 3 . В качестве основного раствора ис-
пользовали 0,05 М буфер трис-HCl рН 8,3, со-
д е р ж а щ и й 0,03М хлорида магния . Д е с о р б ц и ю 
белков с геля Осуществляли хлоридом магния 
в г р а д и е н т е концентраций . С о д е р ж а н и е гемо-
глобина в п р е п а р а т е о п р е д е л я л и ацетои-циан-
г и д р и и о в ы м методом [4]. 

Н а л и ч и е в п р е п а р а т е АХЭЧ веществ , обла -
д а ю щ и х тромбопластической активностью, оп-
ределяли по изменению времени рекальцифи-
крции и тромбинового времени [3] . Оценку 
изоаитигениых свойств препарата проводили с 
п о м о щ ь ю истощении групповых сывороток 
[Б] с агглютинацией последних э р и т р о ц и т а м и 

групп А ( П ) и В ( Ш ) . Д о з у АХЭЧ на 1,0 мл 
п л а з м ы рассчитывали , исходя из АХЭ-активио-
сти 1,0 мл эритроцитов человека , что составля -
л о 10 Е /мл . 

Полученные д а н н ы е в ы р а ж а л и как Л 4 ± т 
и определяли достоверность различий с исполь-
з о в а н и е м непараметрических критериев \2\. 

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

Из рис. 1 видно, что препарат при 
электрофорезе в ПААГ дает четкую 
картину разделения. Белковый спектр 
препарата состоит из 5 полос, 2 из ко-
торых (полосы 1 и 2) совпадают с по-
лосами ферментной активности. В пре-
парате с удельной активностью фер-
мента 26 Е/мг наряду с АХЭ содер-
жатся и другие эритроцитные белки, 
которым соответствуют полосы 3, 4 
и 5. 

Сравнивая полученные результаты 
с картиной электрофоретического раз-
деления препарата АХЭЧ производст-

5 

4 

I 
Рис . 1. Д е и с и т о г р а м м ы гелей при электро-

форезе в П А А Г п р е п а р а т а АХЭЧ. 
й — окраска на белок, б — окраска на холииэстераз-

ную активность. 

Рис. 2. П р о ф и л ь градиентной элюции препа-
рата А Х Э Ч при ионообменной х р о м а т о г р а ф и и 

на Д Е А Е - с е ф а д е к с е А-50. 
I, 2, .7 — фракции взятые для рехроматографии (см. 

рис. 3). Л — активность АХЭ, Е/мл. Здесь и на рис. 
3 — прерывистая линия — градиент концентраций 

MgCI2; по оси абсцисс — объем элюата, мл. 

ва Пермского Н И И вакцин и сыворо-
ток [6], необходимо отметить, что в 
последнем содержится значительно 
больше балластных примесей (11— 
12 белковых полос), чем в препарате 
АХЭЧ, полученном в Л е н Н И И В С . 

Известно, что АХЭ, выделенная в 
водорастворимом виде, имеет несколь-
ко изоэнзимных форм [11, 14]. В на-
ших экспериментах наличие изоформ 
у АХЭЧ было выявлено при ионооб-
менной хроматографии раствора пре-
парата на ДЕАЕ-сефадексе А = 50 
(рис. 2). Представленные данные по-
казывают, что белок элюировался с 
геля двумя неоднородными фракция-
ми: при концентрации хлорида магния 
0,05—0,08М наблюдалась десорбция 
белка с максимальной экстиикцией 
при 280 им 9,2. При концентрации со-
ли 0,1—0,13М происходила элюция 
белка с максимальной экстиикцией 

Рис. 3. П р о ф и л ь градиентной элюции фрак-
ций АХЭЧ (7, 2, 3) при ионообменной рех-

р о м а т о г р а ф и и на Д Е А Е - с е ф а д е к с е А-50. 
а, б, в — фракции, взятые для электрофореза (см. 

рис. 4). 



Рис. 4. Денситограммы гелей при электро-
форезе в ПЛАТ фракций а, б, в, получен-
ных при ионообменной рехроматографии фер-

мента АХЭ на ДЕАЕ-сефадексе А-50. 

при 280 им 7,1. Все белковые фракции 
содержали АХЭ, однако пик фермен-
тативной активности не совпадал ни 
с одним из белковых пиков, и наи-
большая активность определялась во 
фракциях с наименьшим количеством 
белка. 

Судя по растянутой элюции фер-
мента с геля и форме кривой активно-
сти АХЭ, отличающейся от кривой 
распределения индивидуального веще-
ства, можно предположить, что в пре-
парате имеется несколько изоэнзим-
ных форм. Это подтверждается и ре-
зультатами исследований фракций 1, 
2 и 3, отмеченных на рис. 2, в одних 
и тех же условиях (рис. 3). Профили 
кривых активностей на рис. 3 не сов-
падают между собой. Кривая 1 в от-
личие от других имеет форму, близ-
кую к гауссовскому распределению. 
Кривая 2 показывает, что во фракции 
2 присутствуют все 3 изоформы АХЭ. 
Так, левое плечо кривой 2 полностью 
повторяет левое плечо кривой 1, вер-
шина ее не совпадает с вершинами 
других пиков, а правое плечо расши-
ряется от вершины в сторону пика 3. 
Вершина пика 3, в свою очередь, зна-
чительно удалена от вершин других 
пиков активности АХЭ, однако растя-
нутость левого плеча кривой 3 также 
свидетельствует о наличии в этой 
фракции других изоэнзимных форм. 

На рис. 4 представлены результа-
ты диск-электрофореза в ПААГ фрак-
ций а, б, в (см. рис. 3), денситограм-
мы гелей которых окрашены на холин-
эстеразиую активность. Фракция а при 
электрофорезе давала только одну по-
лосу ферментной активности, по под-
вижности совпадающую с полосами 2 

Результаты определения тромбоиластических 
свойств препарата АХЭЧ (М ± т) 

Проба 
Время 

рекальци-
цинации, с 

J ромбиновое 
время, с 

Контроль ( я = 5 ) 
Опыт ( я = 5 ) 

8 7 , 8 ± 1,6 
9 0 , 1 ± 1 , 1 

2 9 , 8 ± 0 , 7 
3 2 , 0 ± 1,2 

гелей б и в , которые имели по 2 фер-
ментные полосы. Однако соотношение 
этих полос в гелях фракций б и в бы-
ло различно: на денситограмме б пре-
обладала полоса 2, а на денситограм-
ме в — полоса 1. 

Поскольку при ионообменной хро-
матографии фракции 2 (см. рис. 3) 
выявилось наличие 3 изоформ АХЭ, 
можно было ожидать, что при элек-
трофорезе фракции б будут также по-
лучены 3 изоэнзимные полосы. В дей-
ствительности этого не наблюдалось. 
Вероятно, это можно объяснить тем, 
что третья изоформа АХЭ по электро-
форетической подвижности не отлича-
ется от проявляемых ферментных по-
лос / и 2. 

Выделенные из эритроцитов крови 
препараты АХЭ зачастую содержат ге-
моглобин или его дериваты [1, 15]: 
В этой связи в образцах нового препа-
рата АХЭЧ определяли содержание 
гемоглобина ацетон-циангидри новым 
методом. Результаты определения по-
казали, что гемоглобин в препарате 
АХЭЧ не содержится. 

В препарате, получаемом из эритро-
цитной массы всех групп донорской 
крови, могут присутствовать изоагглю-
тиногены А и В, представляющие со-
бой высокомолекулярные гликопротеи-
ды. Чтобы определить наличие изоаг-
глютиногенов А и В в препарате 
АХЭЧ, последним истощали контроль-
ные сыворотки, после чего проводили 
агглютинацию с эритроцитами А ( П ) 
и В ( I I I ) . Титры агглютининов а и (i 
контрольной сыворотки после раство-
рения в ней препарата АХЭЧ не изме-
нились, что свидетельствовало об от-
сутствии в препарате изоагглютиноге-
нов А и В. 

П р е д н а з н а ч е и н ы й для м е д и ц и н с к и х 
целей препарат не должен содержать 
и тромбопластических веществ, всегда 
имеющихся в нативных эритроцитах 
крови. В таблице представлены ре-
зультаты определения времени рекаль-
цификации и тромбинового времени 
контрольной плазмы и плазмы с раст-
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воренным в ней препаратом АХЭЧ. 
Как видно из полученных данных, 

показатели свертывающей системы 
крови в контрольных и опытных про-
бах практически не различаются, что 
доказывает отсутствие тромбопласти-
ческих веществ в препарате. 

Таким образом, препарат АХЭЧ 
полностью лишен гемоглобина, тром-
бопластических и изоантигенных ве-
ществ, что является необходимым ус-
ловием для дальнейшего использова-
ния его в медицинских целях. 
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ON THE C O M P O S I T I O N AND SOME PRO-
P E R T I E S O F A C E T Y L C H O L I N E S T E R A S E 

F R O M HUMAN ERYTHROCYTES 

E. A. Selivanov, M. M. Vyaz'menskaya, I. AL 
Bysirova 

Ins t i tu te of Hemato logy and Blood Transfusion, , 
Len ingrad 

Composi t ion and some propert ies of human 
erythrocyte acetylchol inesterase prepared for use 
in medical practice were studied. After electro-
phoresis 5 protein bands, two of which exhibi-
ted the enzymat ic activity, were detected in the 
p repara t ion . Three isoenzyme forms of acetyl-
cholinesterase, dissimilar in their electrophorc-
tic mobili ty, were detected in the prepara t ion by 
ion exchange c h r o m a t o g r a p h y on DEAE Sepha-
dex A-50. The prepara t ion did not conta in 
hemoglobin, thromboplas t ic subs tances and. 
g roup i soagg lu t i nogens A and B. 

УДК 612.352.2.014.46:615.31:547.262+616.36-008.939.22-02:615.31:547.262 

M. И. Селевич 

М Е Т А Б О Л И Ч Е С К И Е Э Ф Ф Е К Т Ы Э Т А Н О Л А 
В П Е Ч Е Н И К Р Ы С 

И О Б М Е Н Л И П И Д О В 

Институт биохимии АН БССР, Гродно 

Несмотря на многочисленные ра-
боты, посвященные метаболическим 
нарушениям при алкогольном отравле-
нии, многие стороны патогенеза его до 
сих пор не выяснены. Известно, что 
хроническое потребление животными 
5 % раствора алкоголя в качестве 
единственного источника жидкости в 
течение 3, 6 и 9 мес приводит к нару-
шению метаболизма жирных кислот в 
печени [1]. Введение алкоголя чело-
веку и экспериментальным животным 
вызывает увеличение триацилглицери-
иов в печени и плазме крови [14, 16], 
изменяет фосфолипидный состав в пе-
ченочной ткани [6]. 

Известно, что активность в печени 
а-глицерофосфатдегидрогеназы и гли-
церолкиназы (ферментов, участвую-
щих в образовании а-глицерофосфа-
та — непосредственного предшествен-
ника синтеза триацилглицеринов и 
фосфолипидных фракций) при 40- и 
80-дневном алкогольном отравлении 
повышается. В этих условиях 40-диев-
ная алкогольная интоксикация приво-
дит к увеличению, 80-дневная — к сни-
жению содержания а-глицерофосфата 
в печени [4 | . 

Показано, что скорость синтеза три-
ацилглицеринов в печени лимитирова-
на содержанием в ней а-глицерофос-
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ф а т а [9 | и Длинноцепочечных жирных 
кислот [11]. Являясь связующим зве-
ном между углеводным и липидным 
обменом в тканях, а-глицерофосфат вы-
ступает в роли регулятора процессов 
липогенеза и глюконеогенеза [17]. 

В абсолютном большинстве работ 
метаболическое действие этанола на 
биосинтез липидов в печени изучалось 
в основном только по включению ме-
ченых предшественников в суммарные 
•фракции липидов (общие фосфолипи-
ды, триацилглицерины и др.) . В лите-
ратуре встречаются лишь единичные 
сообщения [8] о влиянии алкоголя на 
биосинтез отдельных компонентов, 
входящих в состав сложных липидов 
(жирные кислоты, глицерин, азотистые 
основания). 

Нами исследовано влияние алко-
гольной интоксикации не только на со-
держание липидных фракций и вклю-
чение в них 1-14С-ацетата, но и на био-
синтез отдельных фрагментов тех ли-
пидов, у которых различия между дву-
мя экспериментальными группами бы-
ли достоверно значимы. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали белых крыс-самок 
массой 160 180 г. Ж и в о т н ы м внутрибрюшии-
1Ю вводили 25 % раствор э т а н о л а в д о з е 2 г 
па 1 кг массы тела па п р о т я ж е н и и 7 дней, 
к о н т р о л ь н ы м — 0,9 % раствор х л о р и д а натрия . 
В к а ж д у ю группу включено по 8 крыс. Ж и в о т -
ных с о д е р ж а л и па обычном рационе в и в а р и я . 
З а сутки д о д е к а п и т а ц и и их л и ш а л и пищи, 
о с т а в л я я доступ к воде. 1- 1 4 С-ацстат вводили 
п о д к о ж н о в дозе 0,2 м к К и на 1 г массы за 3 ч. 

Получение лииидиого э к с т р а к т а и его очист-
ку проводили по методу [10] . С о д е р ж а н и е 
о б щ и х липидов , холестерина , общих фосфоли-
пидов и триацилглицеринов о п р е д е л я л и по об-
щепримятым методикам [7] , а - г л и ц е р о ф о с -
ф а т — но | 4 | . 

Н е й т р а л ь н ы е л и п и д ы р а з д е л я л и в тонком 
с л о е силикагеля в системе растворителей гек-
с а и - - диэтиловый эфир — л е д я н а я уксусная 
кислота (73 : 25 : 2 ) , фосфолипидиы е ф р а к -
ции — используя систему х л о р о ф о р м — мета-
пол — вода ( 6 5 : 2 5 : 4 ) . Д л я определения 
у д е л ь н о й р а д и о а к т и в н о с т и г и д р о ф о б н о й и гид-
рофильной частей липидных ф р а к ц и й проводи-
ли кислотное д с а ц и л и р о в а н и е [5] . 

Удельную р а д и о а к т и в н о с т ь ф р а к ц и й липи-
д о в (общие фосфолипиды, холестерин, д и а ц и л -
глицерины, триацилглицерины, эфиры холесте-
рина) и з м е р я л и с п о м о щ ь ю автоматического 
ж и д к о с т и о - с ц и п т и л л я ц и о н п о г о счетчика M a r k - I I 
(«Nuc lea r Ch icaqo» ) . 

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

При 7-дневной алкогольной инток-
сикации отмечено увеличение в печени 

Т а б л и ц а 1 

Содержание общих липидов, холестерина, общих 
фосфолипидов, триацилглицеринов (в мг%), 
фосфолипидный спектр (в %) печени крыс при 

алкогольной интоксикации ( М ± т ) 

Исследуемый 
показатель Контроль Опыт Р 

Общие ли-
II иды 7626=1=399 10 209=1=1008 < 0 , 0 2 
Холестерин 2 9 7 ± 8 361 ± 9 < 0 , 0 0 1 
Триацил-
глицерины 1717=Ь197 3492 ± 4 2 4 < 0 , 0 0 1 
Общие фос-
фолипиды 3231 ± 1 9 2 3 5 6 5 ± 5 1 3 > 0 , 5 
Лизофосфа-
тидилхолин 8,0=1=0,6 9 , 8 ± 0 , 8 < 0 , 0 5 
Сфингомие-
лин 1 4 , 1 ± 0 , 9 1 2 , 5 ± 1 , 0 > 0 , 2 
Фосфати-
дилхолии 42,5=h 1,3 3 5 , 4 ± 1 , 5 < 0 , 0 1 
Фосфати-
дилэтано-
ламин 26,1=1=1,3 2 8 , 9 ± 1 , 0 > 0 , 1 
Кардио-
липии 8,7=1=0,4 1 0 , 9 ± 1,1 < 0 , 0 5 

содержания общих липидов, в основ-
ном за счет повышения уровня холе-
стерина и триацилглицеринов (табл. 
1). Повышение содержания холестери-
на происходит, по-видимому, за счет 
избыточного накопления ацетил-КоА, 
образовавшегося из этанола, и за счет 
индукции ферментов эндоплазматиче-
ской сети, участвующих в биосинтезе 
данного липида [12]. 

Накопление триацилглицеринов в 
печени при алкогольной интоксикации 
связывают с увеличением синтеза жир-
ных кислот в условиях накопления в 

Т а б л и ц а 2 

Удельная радиоактивность липидов (в имп/мг 
за 1 мин), фосфолипидных фракций (в имп/мин 
на 1 г-атом Р-10?) печени крыс при алкогольной 

интоксикации (М ± tn) 

Исследуемый 
показатель Контроль Опыт р 

Общие фосфоли-
пиды 2 0 4 ± 16 2 5 5 ± 14 < 0 , 0 2 

Холестерин 3 6 6 ± 4 6 264 1 42 > 0 , 2 
Д и а ц и л г л и ц е р и и ы 4 1 ± 7 5 5 ± 14 > 0 , 2 
Триацилглицери-

ны 366 ± 3 2 154 ± 2 4 < 0 , 0 0 1 
Эфиры холестери-

на 1 7 4 ± 9 6 6 ± 9 < 0 , 0 0 1 
Лизофосфатидил-

холии 7 8 ± 16 7 2 ± 14 > 0 , 5 
Сфингомиелин 1 1 7 ± 14 87 ! 1 1 > 0 , 2 
Фосфатидилхолип 2 0 9 ± 18 1 3 8 ± 14 < 0 , 0 1 
Фосфатидилэтано-

ламин 2 0 3 ± 2 1 1 1 0 ± 5 < 0 , 0 0 1 
Кардиолипии 3 5 ± 8 2 8 ± 5 > 0 , 5 
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Т а б л и ц а 3 

Удельная радиоактивность отдельных частей триацилглицерина (в имп/мг за 1 мин), фосфатидил-
холина и фосфатидилэтаноламина (в имп/мин на 1 r-атом Р 1 0 3 ) печени крыс при алкогольной ин-

токсикации 

I Фракция 

J 

Гидрофобная часть Гидрофильная часть 

I Фракция 

J 
контроль опыт Р контроль опыт Р 

) 
Триацилглицерин 1 6 0 ± Ю 4 8 ± 8 < 0 , 0 0 1 1 3 7 ± 6 1 2 9 ± 4 > 0 , 2 
Ф осфатидилх ол и и 2 4 ± 3 1 5 ± 2 < 0 , 0 2 2 1 2 ± 2 3 181 ± 10 > 0 , 2 
Ф осфати д и л эт а нол ами н 6 2 ± 7 3 2 ± 5 < 0 , 0 1 381 ± 2 4 3 2 5 ± 4 6 > 0 , 2 

цитоплазме гепатоцитов ацетил-КоА и 
Н А Д Ф Н и мобилизации их из жиро-
вых тканей, а также со снижением 
окисления жирных кислот, повышени-
ем уровня а-глицерофосфата, наруше-
нием образования и катаболизма ли-
попротеидов очень низкой плотности, 
ответственных за перенос триацилгли-
церинов из ткани печени в кровь [13]. 

Исходя из того, что уровень а-гли-
церофосфата как фактора, лимитирую-
щего скорость синтеза триацилглице-
ринов в печени [9], у эксперименталь-
ных крыс не отличается от контроль-
ного (1,831 ± 0 , 3 1 3 и 1,8284:0,152 
мкмоль на 1 г ткани, /?>0,5) , следует 
считать, что в данной ситуации этот 
факт не является ведущим звеном в 
возникновении гипертриацилглицери-
демии. Одним из факторов повышения 
концентрации триацилглицеринов яв-
ляется, по-видимому, замедленный вы-
ход их из ткани печени в кровь. Это 
подтверждается литературными дан-
ными, указывающими на то, что эта-
нол в дозе 2 г/кг тормозит выведение 
данной фракции липида из ткани [19]. 

Увеличенное содержание триацил-
глицеринов в печени может происхо-
дить из-за усиленного периферическо-
го липолиза в результате выброса под 
влиянием алкоголя катехоламинов, что 
приводит к усилению поступления 
жирных кислот в печень. И действи-
тельно, активность (липопротеидлипа-
зы) жировой ткани после приема эта-
нола увеличена в несколько раз, в то 
время как синтез жирных кислот в 
ней замедлен [15]. 

Включение 1-14С-ацетата в триацил-
глицерины печени алкоголизирован-
ных животных достоверно ниже, чем 
в контроле (табл. 2), причем сниже-
ние удельной радиоактивности проис-
ходит в основном за счет жирно-кис-
лотного компонента, а не глицерино-
вого фрагмента (табл. 3). Таким об-

разом, происходит снижение под дей-
ствием алкоголя синтеза из ацетата 
жирных кислот, входящих в состав 
триацилглицеринов, причем увеличе-
ние содержания триацилглицериновой 
фракции при одновременном уменьше-
нии ее удельной радиоактивности сви-
детельствует об угнетении их катабо-
лизма этанолом. 

Алкогольная интоксикация приво-
дит к снижению в печени относитель-
ного уровня фосфатидилхолииа, увели-
чению концентрации лизофосфатидил-
холина и кардиолипина (см. табл. 1). 
Эти результаты вполне согласуются с 
данными других авторов [6]. Содер-
жание фосфатидилхолииа может сни-
зиться в связи с его деацилированием 
в лизофосфатидилхолин, количество 
которого в экспериментальной группе 
достоверно выше (см. табл. 1). 

Прием этанола сопровождается сни-
жением включения 1-14С-ацетата в-
фосфатидилхолии и фосфатидилэта-
иоламии печени (см. табл. 2). При 
проведении кислотного гидролиза ус-
тановлено, что уменьшение удельной 
радиоактивности фосфатидилхолииа и 
фосф ати дилэта нол а м ина п роисходит 
главным образом за счет жирно-кис-
лотной части (см. табл. 3). 

Понижение относительного уровня 
фосфатидилхолииа с одновременным 
снижением включения меченого ацета-
та в данный фосфолипид свидетельст-
вует о том, что под влиянием этанола 
происходит замедление его синтеза. 
Это соответствует данным других ис-
следователей об угнетающем действии 
алкоголя на биосинтез фосфолипидных 
фракций печени [3]. 

Уменьшение удельной радиоактивно-
сти фосфатидилэтаноламина и его 
жирно-кислотной части свидетельству-
ет об ингибировании этанолом синтеза 
жирных кислот из-за дефицита субст-
ратов для их образования, т. е. аце-
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тил-КоА, так как известно, что при 
острой (4 г/кг) [2] и хронической 
[15] алкогольной интоксикации сни-
жается активность как ацетил-КоА-
-синтетазы, так и АТФ-цитратлиазы. 

Несколько противоречивым кажется 
то положение, что при снижении 
удельной радиоактивности фосфати-
дилхолииа и фосфатидилэтаноламина, 
составляющих 70—80 % суммы всех 
фосфолипидов, включение 1-14С-ацета-
та в общую фосфолипидную фракцию, 
наоборот, возрастает (см. табл. 2). 
Это несоответствие, по-видимому, объ-
ясняется тем, что мы не изучали наи-
более быстро обменивающиеся фрак-
ции фосфолипидов моно-, ди- и три-
фосфоииозитидов. Некоторые авторы 
указывают, что алкоголь приводит к 
увеличению включения in vivo мечено-
го ацетата в общие фосфолипиды пе-
чени [18]. 

Снижение включения 1-14С-ацетата 
в триацилглицерины, эфиры холесте-
рина, фосфатидилхолин и фосфатидил-
эта пола мин печени эксперименталь-
ных животных, получавших этанол, 
могло произойти вследствие разведе-
ния 1-14С-ацетата немеченым ацета-
том, образующимся после катаболиз-
ма алкоголя. 

Анализ представленных данных сви-
детельствует о существенных разли-
чиях в метаболизме липидов при ал-
ко го л ь но й и нто кс и к а ц и и, вы р а ж а ю -
щихся в уменьшении включения 1-14С-
ацетата в жирно-кислотные компонен-
ты сложных липидов (фосфатидилхо-
лин, фосфатидилэтаноламин, триацил-
глицерины) . Эти изменения, по-види-
мому, обусловлены тем, что этанол ин-
гибирует синтез жирных кислот на 
уровне ферментных систем, ответствен-
ных за биосинтез ацетил-КоА, в част-
ности ацетил-КоА-синтетазы и АТФ-
цитратлиазы. 
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M E T A B O L I C E F F E C T S O F E T H A N O L AND 
L I P I D M E T A B O L I S M IN RAT LIVER TIS-

S U E 

M. J. Selevich 

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

Effec t of e thanol intoxicat ion of lipid meta-
bolism in ra t liver t issue w a s studied a f te r 
daily in t raper i tonea l admin i s t r a t ion of 2g 
e thanol per kg of body m a s s within a week. 
Admin i s t ra t ion of e thanol led to an increase 
in conten t of to ta l lipids, cholesterol and tr ia-
cylglycer ides in liver t issue as well as to 
e levat ion of relat ive content of lysophosphat i -
dyl choline and cardiol ipine and to a decrease 
of phosphat idyl choline. Under condi t ions of 
the intoxicat ion incorporat ion of I-1 4C-acetatc 
into t r iacylglycerides , phospat idyl choline and 
phosphat idyl e thano lamine w a s decreased 
main ly as a resul t of a decrease in specific 
radioact iv i ty of f a t ty acids of these lipids. 



УДК (i 18.2-07 :[6 Mi. 153:577.1 12.853]-074 
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К О М П Л Е К С Н Ы Й А Н А Л И З У Г Л Е В О Д Н Ы Х К О М П О Н Е Н Т О В 
А С С О Ц И И Р О В А Н Н О Г О С Б Е Р Е М Е Н Н О С Т Ь Ю 

0С2-ГЛ И КО П Р О Т Е И НА 

Новокузнецкий институт усовершенствования врачей 

Изучение углеводного состава гли-
копротеииов и иных полимеров подоб-
ной природы до сих пор является до-
вольно трудной задачей, так как для 
этих целей необходимо полностью 
очистить от примесей указанные со-
единения. В процессе очистки неиз-
бежны потери некоторых минорных 
компонентов и частичная денатурация 
гликопротеинов. Новый подход к ре-
шению этой задачи связан с исполь-
зованием аффиноиммуноэлектрофоре-
за, который не требует очистки угле-
водсодержащих соединений [2—5, 7]. 
Однако данный метод позволяет дать 
лишь ориентировочную оценку содер-
жания углеводов. Целыо настоящей 
работы было сочетанное применение 
аналитических методов и аффиноим-
муноэлектрофореза для изучения угле-
водных компонентов ассоциированно-
го с беременностью аг-гликопротеина 
(АБГ) , обладающего выраженной им-
мунорегуляторной активностью и сход-
ного по составу с а-макроглобулином 
[13, 16]. 

М е т о д и к а 

Д л я изучения А Б Г и его выделения исполь-
зовали сыворотку крови беременных женщин 
(III триместр беременности). В последнем слу-
чае ее подвергали дробному осаждению суль-
фатом аммония гельхроматографии на колон-
ке TSK-геля Toyopearl HW-55S («Тоуо Soda», 
Япония) в рециклиническом режиме на хрома-
тографе Ul i roRack (LKB, Швеция) и негатив-
ной аффинной хроматографии на колонке 
циаибромированиой сефарозы 4В («Pha rma-
cia», Швеция) , к которой были присоединены 
ослиные антитела против сывороточных белков 
человека [1]. Очищенный А Б Г удовлетворял 
основным требованиям к гомогенности: инду-
цировал у кроликов выработку моиоспецифи-
чсских антител при длительной иммунизации, 
образовывал одну полосу при электрофорезе в 

, полиакриламидиом геле в иедеиатурирующих и 
денатурирующих условиях, а т а к ж е одну по-
лосу преципитации при реакции с козьей поли-
валентиостью аитисывороткой против сыворо-
точных белков человека [1]. Очищенный А Б Г 
использовали для получения моиоспецифиче-
ской антисыворотки путем виутрикожиой им-
мунизации кроликов [1, 6]. Содержание гексоз 
в составе препаратов А Б Г оценивали при по-
мощи антропового метода [17]. Концентрацию 

ацетиламиногексоз определяли после трехчасо-
вого гидролиза в ЗМ растворе соляной кисло-
ты [12]. Содержание сиаловых кислот изуча-
ли при помощи тиобарбитурового метода [18]. 
Концентрацию фукозы устанавливали на осно-
ве ее реакции с гидрохлоридом цистеина [8]. 
Общее содержание белка в препаратах А Б Г 
оценивали по методу Лоури [9]. 

Углеводные радикалы А Б Г изучали т а к ж е 
при помощи перекрестного аффииоиммуиоэлект-
рофореза [7]. Отличия от перекрестного имму-
ноэлектрофореза состояли в том, что в гель 
первого направления электрофореза вводили 
лектины — белки, способные избирательно 
реагировать с определенными углеводами [6]. 
Д л я этих целей использовали коммерческие 
препараты коиканавалина A («Pharmacia» , 
Швеция) и фитогемагглютинииа Р («Биолар», 
С С С Р ) . Лектины семян гороха (P isum sati-
vum) и бобов (Vicia faba) выделяли при помо-
щи аффинной хроматографии на сефадексе 
G-200 («Pharmacia» , Швеция) [5]. Галактозо-
специфичные лектины арахиса (Arahis Hipo-
gae) и фукозоспецифичный лектии икры оку-
ня (Perca f luviat i l is) очищали при помощи 
афиниой хроматографии соответственно на га-
лактозил-эпокси- и фукозилэпоксикрахмале 
[10]. Лсктииы картофеля (So lanum tubero-
sum) и ячменя (Hordeum vu lgare ) выделяли 
посредством сочетания ионообменной и гель-
хроматографии [5, 11] Полученные препараты 
лектииов дополнительно характеризовали по 
углеводной специфичности с помощью реакции 
угнетения агглютинации эритроцитов человека 
[5]. Д л я проведения аффиноиммуиоэлектрофо-

реза лектина вводили в 1 % агарозный гель 
(Calbiochem, США) до конечных концентраций 
0,1—2 мг/мл. Обработку готовых иммуиоэлект-
рофореграмм проводили по общепринятым ре-
комендациям [6, 7] . Реакции А Б Г с лектинами 
считали достоверными при изменениях формы, 
площади и степени окрашивания преципитатов. 

В работе использованы следующие реакти-
вы: DEAE — Toyopearl 650S, СМ — Toyopearl 
650S («Тоуо Soda», Япония) , DEAE-ссфадекс 
А-50, QAE-сефадекс А-50, сефадекс G-25 
(«Pharmacia , Швеция) , Ы-ацетил-О-глюкоза-
мип, Ы-ацетил-Э-галактозамин, N-ацстилнейра-
миновая кислота, L-фукоза, маиноза, галакто-
за («Мегск», Ф Р Г ) . Остальные реактивы были 
отечественного производства. 

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

Общее содержание углеводов в очи-
щенном препарате АБГ составило 
10,9% (гексозьг — 6,8 %, аминосаха-
ра - 1,7%, сиаловые кислоты — 2,1 %, 
фукоза — около 0 , 3 % ) . Это достаточ-
но хорошо согласуется с данными ли-
тературы [14—16]. 
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Реакции А Б Г с лектинами. 
« — контрольная иммуноэлектрофореграмма; б— реакция с лектином бобов; в — реакция с лекти-
ном гороха; г — реакция с )<онканавалином А; 0 — реакция с лектином арахиса;! е — реакция 
с лектином картофеля; ж — реакция с фитогемагглютинином Р; з — реакция с лектином ячменя; 
и — реакция с лектином икры <оКуня. / — лунка для внесения образца; 2 — гель первого направ-
ления имм у ноэл е|ктрофореза; 3—;ге)ль второго направления имм у н!оэ л ак,трофореда., содержащий 
2 % антисыворотки против АБГ. Условия иммуноэлектрофореза: электрофорез в первом направле-
нии в течение 1 ч при градиенте потенциала 10 В/см; электрофорез во втором направлении в те-

чение 16 ч при градиенте потенциала 2 В/см. Анод вверху. 

При реакции с лектином бобов пло-
щадь преципитата АБГ резко возра-
стала, а сам преципитат смещался к 
аноду (см. рисунок). Лектин гороха 
способствовал смещению преципитата 
г л и копр оте и н а в п р от и во пол ож н у ю 
сторону, а также резкому снижению 
четкости его контуров и увеличению 
его площади. В ходе реакции с конка-
павалином А преципитат АБГ исчезал, 
но у лунки формировался темно-окра-
шенный аффинный преципитат. Лек-
тин арахиса способствовал лишь уве-
личению площади преципитата АБГ. 
Лектин картофеля вызывал как уве-
личение площади преципитата, так и 
катодную его асимметрию. При реак-
ции с фитогемагглютинином Р у лунки 
формировался катодно ориентирован-
ный аффинный преципитат, тогда как 
преципитат АБГ смещался в площадь 
геля второго направления иммуно-
электрофореза, хотя и не изменял 
площади. Лектин ячменя способство-
вал максимальному увеличению пло-
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щади преципитата АБГ и максималь-
но снижал его четкость. Лектин икры 
окуня вызывал наиболее выраженную 
катодную асимметрию преципитата 
изучаемого гликопротеина (см. рису-
нок) . 

Конканавалин А, лектины бобов и 
гороха имеют идентичную углеводную 
специфичность — они реагируют в по-
рядке убывания аффинитета с маино-
зой, глюкозой и ацетилглюкозамином 
[5]. Лектин ячменя реагирует с ами-
носахарами, а лектин картофеля — с 
олигомерами ацетиламиносахаров [51. 
Лектины арахиса и фитогемагглюти-
нин Р относятся к галактозоспецифич-
ным, а лектин икры окуня — к фуко-
зоспецифичным [5]. Таким образом, 
на основе данных аффииоиммуноэлек-
трофореза легко установить, что АБГ 
содержит гексозы, аминосахара и фу-
козу. Это полностью соответствует ре-
зультатам химического анализа соста-
ва этого белка. Однако аффиноимму-
ноэлектрофорез открывает дополии-
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тельные возможности анализа гли-
цидных компонентов АБГ. Так, увели-
чение площади преципитатов АБГ сви-
детельствует о блокировании его ан-
тигенных детерминант при реакции с 
лектинами. В этом случае аффинитет 
моноспецифической антисыворотки к 
нему снижается и происходит реакция, 
сходная с реакцией частичной анти-
генной идентичности [3, 6, 7]. Следо-
вательно, антигенность АБГ во мно-
гом определяется его глицидными 
компонентами. 

Большая часть использованных лек-
тииов реагирует с АБГ подобно моно-
клональным антителам и не образует 
«решетки», необходимой для форми-
рования аффинных преципитатов. Сле-
довательно, их рецепторы представле-
ны в молекуле гликопротеина прост-
ранственно разобщенными едииичиы-
ми углеводными звеньями [3, 4, 7]. 
Катодная асимметрия преципитатов 
АБГ при реакции с лектинами карто-
феля и икры окуня может свидетель-
ствовать лишь о гетерогенности этого 
белка. Действительно, результаты хи-
мического анализа АБГ в плазме кро-
ви как убедительно демонстрируют на-
личие полимеров этого белка, так и 
предполагают их образование при 
связывании протеолитических фермен-
тов [13]. В то же время микрогете-
рогенность АБГ может быть связана 
и с ко и ф ормацион н ы Mir и з м е н е н и я м и, 
в результате которых глицидные ком-
поненты могут не только маскировать-
ся, но и высвобождаться. 

Проведенное нами исследование по-
казало, что сочетание химического 
анализа углеводов гликопротеииов с 
аффииоиммуиоэлектрофорезом дает 
более полную информацию, чем каж-
дый из этих методов в отдельности. 
Аффииоиммуиоэлектрофорез позволя-
ет работать с неочищенным материа-
лом и дает возможность установить 
«топографию» углеводов в структуре 
[макромолекул. Этот метод позволяет 
подобрать оптимальные лектины для 
создания сорбентов, пригодных для 
эффективной очистки гликопротеииов 
от примесей. 
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C O M P L E X ANALYSIS O F CARBOHYDRATE 
C O M P O N E N T S IN A L P H A 2 - G L Y C O P R O T E I N , 

RELATED TO P R E G N A N C Y 

N. A. Zorin 

Ins t i tu te for P o s t g r a d u a t e Tra in ing of Phy-
sicians, Novokuznetsk 

Conten t and dis t r ibut ion of ca rbohydra t e s 
in s t ruc ture of a l p h a 2 - g l y c o p r o t e i n , re lated to 
p regnancy , were s tudied by m e a n s of chemi-
cal ana lys i s and af f in i ty immunoelect rophore-
sis. The data obta ined us ing both these proce-
dures correlated well. Aff in i ty Immunoelectro-
phores is could be used in s tudies of the carbo-
hydra t e componen t s in crude p repa ra t ions of 
glycoproteins , whereas chemical ana lys i s w a s 
more effect ive for h ighly purif ied prepara t ions . 
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Т Р А Н С П О Р Т С Т Е Р О И Д Н Ы Х Г О Р М О Н О В Л И П О П Р О Т Е И Д Л М И 
С Ы В О Р О Т К И К Р О В И 

Институт клинической и экспериментальной медицины С О А М Н С С С Р , Новосибирск 

Основная функциональная роль ли-
п о п р о т е и д о в (ЛП) с ы в о р о т к и крови 
состоит в т р а н с п о р т е липидов. Кроме 
т о г о , Л П могут связывать и транспор-
тировать ксенобиотики [5, 16], жиро-
растворимые витамины [8, 14] и, воз-
можно, тиреоидные гормоны [1]. Спо-
собность связывать н е к о т о р ы е стероид-
ные соединения впервые была показа-
на [3]. Возможность связывания непо-
лярных соединений типа тестостерона 
сывороточными Л П была показана в 
экспериментах с растворением стерои-
дов в липемической сыворотке [13]. 
Позднее обнаружили связывание тес-
тостерона суммарной фракцией Л П 
низкой и очень низкой плотности 
( Л П Н П и Л П О Н П соответственно), 
выделенной из сыворотки крови свиньи 
с помощью полианионной преципита-
ции | 11]. 

В настоящей работе изучали связы-
вание меченых стероидных гормонов 
Л П сыворотки крови, а также распре-
деление их между ЛП-фракциями, ис-
пользуя методы ультрацентрифугиро-
вания и гель-фильтрации. Д л я выяс-
нения п р и р о д ы связывания стероидов с 
Л П применяли метод тушения флюо-
р ее це н ци и трип то ф а и а. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на к р ы с а х - с а м к а х Вистар 
массой 180—200 г. Бензол -^танольные раство-
ры Д б - [4 - 1 4 С]-прегненолона , дезокси [ 1 а , 2 а ( / г ) -
3 Н ] -кортикостерона , [ 1 а , 2 а (п) - 3 И] -кортизола , 
[ 1 а , 2 а (/г) - 3 Н] -кортикостерона и [ 1 а , 2 а ( / г ) -

Я Н]-прогестерона фирмы «Амершам» (Англия) , 
в ы п а р и в а л и в токе а зота при 40—50 °С, д о б а в -
л я л и 10 мкл абсолютного э т а н о л а и р а з в о д и -
ли 0,15 М NaCl до концентрации 100 м к К и / м л . 
Меченые кортикостсроиды вводили ж и в о т н ы м 
в н у т р и б р ю ш и н н о в д о з е 25 мкКи на 100 г мас-
сы. Ж и в о т н ы х з а б и в а л и через 30 мин после 
введения метки. К полученной крови д о б а в л я -
ли 1Ма2-ЭДТА в количестве 1 мг/мл. Сыворот -
ку получали ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м при 2000 g 
в течение 20 мин. П р е п а р а т и в н о е выделение 
Л П о с у щ е с т в л я л и методом у л ь т р а ц е н т р и ф у г и -
р о в а н и я с д о б а в л е н и е м сухого КВг [9] на 
центрифуге «L-75 Beckman» , ротор 75 Ti. 
Полученные Л П О Н П (плотность менее 
1,006 г/см1 '), Л П Н П (пло.тность 1,006— 
1,063 г /см 3 ) и Л П В П (плотность 1,063— 

1,21 г /см 3 ) оценивали на с о д е р ж а н и е р а д и о а к -
тивности. 

Р а с п р е д е л е н и е кортикостероидов м е ж д у от-
дельными ф р а к ц и я м и Л П в опытах in v i t ro 
изучали при добавлении в сыворотке крови 
человека или крысы меченых гормонов в дозе 
1 м к К и / м л . С ы в о р о т к у инкубировали 30 мин 
при 37 °С и 60 мин при 4 °С. Н е с в я з а в ш у ю с я 
метку у д а л я л и с помощью д е к с т р а н и р о в а и н о г о 
угля («Амершам», А н г л и я ) , который д о б а в л я -
ли в количестве 50 мг/мл. Ф р а к ц и и Л П выде-
л я л и с п о м о щ ь ю у л ь т р а ц е н т р и ф у г и р о в а и и я и 
измеряли в них р а д и о а к т и в н о с т ь . 

В другой серии опытов выделенные Л П ин-
к у б и р о в а л и с мечеными стероидными г о р м о н а -
ми, смесь р а з д е л я л и с п о м о щ ь ю гель -фильтра -
ции. К о н ц е н т р а ц и ю Л П доводили до 0,5 мг 
белка в 1 мл. К 0,5 мл Л11 д о б а в л я л и 1 мкКи 
меченых гормонов ( Ю - 1 0 — 1 0 ~ п моль) и инку-
бировали в течение 1 ч при 37 °С. Смесь нано-
сили на колонку ( 1 , 6 X 3 0 см) с сефадексом 
G - 2 5 ( « Ф а р м а ц и я » , Ш в е ц и я ) и э л ю и р о в а л и 
0,02 М трис-НС1-буфером р Н 8,0, с о д е р ж а щ е м 
5 м М № 2 - Э Д Т А и 5 мМ 2-меркаптоэтаиола , . 
со скоростью 40 мл/ч. П р о ф и л ь элюции регист-
р и р о в а л и на УФ-детекторе «Увикорд И» фир-
мы Л К Б ( Ш в е ц и я ) . 

Меченые стероиды экстрагировали из Л П до-
бавлением 20-кратного о б ъ е м а х л о р и д а мети-
лена с п о с л е д у ю щ и м интенсивным в с т р я х и в а -
нием в течение 3 мин. Верхнюю водную ф а з у 
у д а л я л и , счет р а д и о а к т и в н о с т и проводили пос-
ле у п а р и в а н и я метиленхлоридного э к с т р а к т а . 
И с п о л ь з о в а л и сцинтиллятор , с о д е р ж а щ и й 4 г 
Р Р О и 0,04 г Р О Р О Р в 1 л т о л у о л а . Р а д и о -
активность измеряли на ж и д к о с т н о м счетчике 
( « I n t e r t e c h n i q u e SL-ЗО», Ф р а н ц и я ) . Э ф ф е к т и в -
ность счета с о с т а в л я л а 40 %. 

Анализ белковой к о н ф о р м а ц и и т р и п т о ф а и -
с о д е р ж а щ и х апопротеинов проводили на спект-
р о ф л у о р и м е т р е М П Ф - 4 (фирма «Хитачи»,, 
Япония) при длине волны в о з б у ж д е н и я 
285 им и эмиссии — 336 нм. И с п о л ь з о в а л и 
спиртовые р а с т в о р ы кортизола и кортикосте-
рона в 50 % этаноле . Тушение флюоресценции 
регистрировали на самописце при д о б а в л е н и и 
10 мкл стероида ( 2 , 8 - Ю - 2 М) к 2 мл раствора 
Л П в т е р м о с т а т и р у е м ы х кюветах при 4 ° С . 
К о н ц е н т р а ц и я белка в к а ж д о м из классов Л П 
в 0,05 М трис -ацетатном б у ф е р е (рН 8,0) со-
с т а в л я л а 0,01—0,05 мг/мл. И с х о д н у ю величину 
флюоресценции р а с т в о р а Л П принимали за 
100 %. Р а с с ч и т ы в а л и снижение величины 
флюоресценции в процентах после д о б а в л е н и я 
стероида . К о н ц е н т р а ц и я этанола в р а с т в о р е 
Л П не п р е в ы ш а л а 0,5 %• 

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

Введение животным ^ - к о р т и к о с т е -
рона показало, что через 30 мин 14,6 % 
меченого кортикостерона было связа-
но с ЛП. При этом среди ЛП-фракций 
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Распределение меченых кортикостсроидов между фракциями ЛП сыворотки крови в опытах in vivo 
и in vitro (в % от общей радиоактивности) 

Кортикостероид 

Радиоактивность 

ЛПОНП ЛПНП ЛПВП 
Верхний фло-

тирующий слой 

Ко рти костер он 
Кортизол 

Прегненолои 
Д езо кс и корти костер о 11 
Кортизол 
Корти костерон 

In vivo 

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

4,28=1=0,61 
2,<S3 I О,(il 

In vitro 

1 8 , 4 3 ± 1,15 
14,44 ± 0 , 9 0 
1 8 , 3 5 ± 1 , 1 2 
1Г),()Г) I (),.48 

12.13dz0.53 
7,70щЬ0,32 

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

3 , 1 9 ± 0 , 1 2 
2.98=Ь0,14 

8 , 1 7 ± 0 , 2 4 
5 , 0 0 ± 0 , 2 2 
8 , 7 9 ± 0 , 1 7 
(>,97 ! 0,И) 

8 5 , 4 0 ± 0 , 6 1 
82,24 ± 0 , 1 1 

61.26zfc0.21 
7 2 , 8 6 ± 0 , 7 3 
58 .47zfc l . l2 
6 6 , 2 8 ± 1 , 2 1 

П р и м е ч а и и е. В опытах in v i t r o с прегненолоиом, дезоксикортикостероном и к о р т и з о л о 
использовали сыворотку человека , а в опытах с кортикостероном — крысы. 

распределение было следующим: 
7,13 % составляла радиоактивность 
Л П О Н П , 4,28 % — радиоактивность 
Л П Н П и 3,19 % — радиоактивность 
ЛПВГТ. 85,4 % радиоактивности сыво-
ротки обнаруживалось в верхнем фло-
тирующем слое. 

Известно, что у крыс основным глю-
кокортикоидным гормоном является 
кортикостерон, а уровень кортизола в 
крови этих животных составляет менее 
I мкг/100 мл [6]. Распределение 3Н-
кортизола между ЛП-фракциями в сы-
воротке крыс было сходным с 3Н-кор-
тикостероном. Однако отмечалось бо-
лее высокое содержание метки во 
фракции Л П О Н П (см. таблицу) . 

Связывание стероидов с Л П наблю-
дали также в опытах in vitro при ин-
кубировании меченых стероидов с сы-
вороткой человека и крысы. Установ-
лено, что в условиях in vitro степень 

С2Я0 

18 

/ / 

1,0 

0.6 

0,2 

40 60 80 мл 

Рис. 1. Гель -фильтрация смеси Л П О М П ( / ) 
и 3 Н - к о р т и к о с т е р о н а (2) на сефадексе G-25. 
Сплошная линия — поглощение при 280 им, пунктир-

ная — радиоактивность фракций (в имп/мин). 

связывания метки несколько больше, 
чем в опытах in vivo. 

Д л я доказательства связывания сте-
роидных гормонов с Л П использовали 
метод гель-фильтрации (рис. 1). Пред-
варительно выделенные Л П крыс инку-
бировали с мечеными стероидами и с 
помощью хроматографии отделяли от 
несвязавшейся метки. Наибольшее 
связывание стероидных гормонов отме-
чено для Л П О Н П , несколько меньше 
связывали метку Л П В П и Л П Н П . 

Известно, что в плазме крови основ-
ная часть глюкокортикоидов (80— 
90 %) связана с белками, главным об-
разом с кортикостероидсвязывающим 
глобулином (транскортином). По дан-
ным [12], в плазме крови человека 
89—90 % кортизола связано с белка-
ми. Другие авторы [15] приводят сле-
дующие цифры: 78 % кортизола связа-
но с транскортином, 13 % — с альбу-
мином и только 9 % находится в сво-
бодном состоянии, т. е. являются био-
логически активными. 

Рис. 
в 

2. Тушение флюоресценции т р и п т о ф а н а 
Л П сыворотки крыс кортизолом. 

/ — ЛПНП, 2 — ЛПОНП, 3 — ЛПВП. По оси орди-
нат — флюоресценции (в %); по оси абсцисс — вре-

мя (в мин). 
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Транскортин представляет собой г л и-
копротеид с мол. м. 52 000 [4]. Этот 
белок синтезируется на рибосомах ге-
патоцитов, а затем гликозилируется 
[2]. Поскольку большая часть белков 
Л П (апопротеинов) также является 
гликопротеидами, есть основание пред-
полагать, что связывание стероидов с 
Л П происходит за счет апопротеи-
нов, содержащих глюкозаминогликаны. 
С другой стороны, нельзя исключить 
и возможность связывания стероидов 
липидными компонентами Л П. fB ча-
стности, известно, что степень связы-
вания стероидов с искусственными фос-
фолипидными мембранами коррелиру-
ет с растворимостью стероидных гор-
монов в липидах [10]. 

На рис. 2 представлены кривые ту-
шения флюоресценции триптофана в 
Л П сыворотки крови крыс при добав-
лении кортизола. Характерно, что из-
менения величин флюоресценции для 
каждого класса ЛП имели существен-
ные различия. Наибольшее снижение 
флюоресценции отмечено для Л П В П . 
Слабее этот эффект был выражен при 
добавлении кортизола к Л П О Н П и 
особенно к ЛПН11. Снижение флюорес-
ценции можно расценивать как резуль-
тат образования комплекса апопроте-
ин — кортизол, сопровождающееся из-
менением коиформации белка в ЛП. 
Кроме того, выявленные различия сви-
детельствуют, что в Л П В П большая 
часть белка расположена на поверх-
ности ЛП-частиц или вблизи поверх-
ности. В Л П Н П триптофансодержащие 
участки белковой молекулы погруже-
ны в липидный слой и отдалены от за-
ряженных полярных групп фосфолипи-
дов, что подтверждается другими ис-
следованиями [7], 

Получен н ы е резул ьтаты поз во л я ют 
предполагать участие Л П в транспорте 
кортикостероидов в организме и по-но-
вому оценить из известных в настоя-
щее время регулятор и ых эффектов Л П. 
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Bind ing and dis t r ibut ion of g lucocor t icoids 
as well as of some of their p recursors in lipo-
protein f rac t ions of h u m a n and ra t blood 
serum were studied. B ind ing of the corticoste-
roids with blood serum l ipoproteins w a s shown 
by u l t r acen t r i fuga t ion and gel f i l t rat ion. The 
b inding of cor t icosteroids with l ipoproteins 
w a s accompanied by a l t e ra t ions in the apopro-
tein conformat ion , detected by m e a n s of quen-
ching of t ryp tophane fluorescence. The da ta 
obta ined sugges t tha t the l ipoproteins are in-
volved in t r anspo r t of cort icosteroids. 
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В Л И Я Н И Е Э М О Ц И О Н А Л Ь Н О - Б О Л Е В О Г О С Т Р Е С С А 
НА С К О Р О С Т Ь С И Н Т Е З А Д Н К В К Л Е Т К А Х С Е Р Д Ц А 

И П Е Ч Е Н И 

Н И И общей патологии и патологической физиологии А М Н СССР, Москва 

Известно, что при однократном 
ст^рессорном воздействии вслед за отно-
сительно короткой фазой угнетения 
синтеза Р Н К и белков возникает дли-
тельная фаза активации биосинтеза 
э-гих макромолекул [8]. Выявлено, что 
при интенсивном стрессорном воздей-
ствии в начале происходит поврежде-
ние Д Н К ядер в клетках ряда внутрен-
них органов с последующей вспышкой 
её репаративного синтеза [4, 5]. Оче-
видно, что молекулярная целостность 
Д Н К и ее матричная активность со-
ставляют необходимую предпосылку 
для сохранения структуры и функции 
органов в процессе жизнедеятельности 
и адаптационных реакций организма. 
В связи с этим в настоящей работе 
было осуществлено сопоставление вли-
яния длительного эмоционально-боле-
вого стресса (ЭБС) на репликативный 
и репаративный синтез Д Н К в ядрах и 
митохондриях двух жизненно важных 
-органов — сердца и печени. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на крысах-самцах линии 
Вистар массой 200—220 г. ЭБС вызывали в 
форме тревоги невроза в течение б ч [18]. 
О скорости синтеза Д Н К судили по включе-
нию [3Н]-тимидина, введенного животным 
внутрибрюшинно из расчета 50 мкКи на 100 г 
массы. Время экспозиции составляло 2 ч. Ис-
следовали скорость репликации и репарации 
Д Н К в ядрах клеток сердца и печени, а т а к ж е 
скорость синтеза Д Н К в митохондриях. 

Д л я изучения репаративного синтеза ядер-
нрй Д Н К животным внутрибрюшинно вводи-
ли ингибитор репликации — оксимочсвину [16, 
17| из расчета 50 мг на 100 г массы за 30 мин 
до введения изотопа. Ядра клеток сердца и пе-
чени выделяли из соответствующего гомогсна-
тя, приготовленного на 0,32 М сахарозе, 
0,003 М MgCl 2 и 0,01 М трис-HCl (рН 7,6), 
осаждением при 2000 g. Митохондрии выделя-
ли из полученного супернатанта центрифугиро-
ванием при 12 000 g в течение 30 мин. 

Было выяснено, что удельная радиоактив-
ность Д Н К гомогената и ядер близка м е ж д у 
собой. Это соответствует данным, что основ-
ная масса Д Н К сосредоточена в ядрах [11]. 
В связи с этим при исследовании скорости реп-
ликации мы определяли радиоактивность Д Н К 
гЬмогената. 

Определение Д Н К в гомогепатах, ядрах и 
митохондриях проводили по методу [12]. Ра -
диоактивность образцов измеряли в жидкости 
Брея на сцинтилляционном счетчике и выра-
ж а л и числом распадов в 1 мин на 1 мг Д Н К . 

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

Как видно на рис. 1, в контроле ско-
рость репликации в ядрах клеток серд-
ца примерно вдвое ниже, чем в ядрах 
клеток печени. В результате ЭБС ско-
рость репликации ядерной Д Н К в 
клетках сердца резко возрастает. Это 
увеличение обнаруживается через 4— 
6 ч после завершения стрессорного воз-
действия и достигает своего максиму-
ма через 10—12 ч, превышая контроль-
ный уровень в 3,5 раза. Через 22—24 ч 
и в более поздние сроки после прекра-
щения стрессорного воздействия ско-
рость репликации в ядрах клеток серд-
ца возвращается к исходным величи-
нам. В ядрах клеток печени наблюда-
ется совершенно иная картина — в ре-
зультате ЭБС скорость репликации 
оказывается существенно подавленной. 
Непосредственно после прекращения 
стрессорного воздействия и в последу-
ющие 48 ч скорость репликации сни-
жена примерно вдвое по сравнению с 
контролем и д а ж е через 72 ч после за-

Рис. 1. Влияние Э Б С на репликативный син-
тез Д Н К в ядрах клеток сердца (1) и пе-

чени (2). 
Здесь и на рис. 2 и 3: по оси абсцисс — время после 
завершения стрессорного воздействия, ч; по оси орди-
нат — включение [3Н]-тимидина, в распадах в I мин 

на 1 мг ДНК. 
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Рис. 2. Влияние Э Б С на репаративный син-
тез Д Н К в ядрах клеток сердца (7) и пе-

чени (2) . 

вершения ЭБС она остается сниженной 
примерно на 20 %. 

В следующей серии экспериментов 
исследовали скорость репаративного 
синтеза Д Н К в ядрах клеток сердца и 
печени на фоне введения оксимочеви-
ны. Как известно, это соединение инги-
бирует репликацию ядерной Д Н К и 
почти не действует на ее репаративный 
синтез | 16, 17]. В наших опытах окси-
мочевина ингибировала синтез Д Н К в 
ядрах клеток сердца на 88 %, в ядрах 
клеток печени на 89 %. Эти результа-
ты сопоставимы с литературными дан-
ными, полученными при исследовании 
других клеток [14, 15]. Синтез Д Н К , 
протекающий в ядрах при введении 
оксимочевины, очевидно, отражает ско-
рость репаративного синтеза. 

Как видно на рис. 2, скорость репа-
рации Д Н К в клетках как сердца, так 
и печени в условиях ЭБС значительно 
возрастает. В клетках сердца скорость 
репаративного синтеза увеличивается 
непосредственно после завершения 
ЭБС в 2 раза, через 10—12 ч — на 
48 %, а через 24-—48 ч скорость репа-
рации Д Н К в ядрах сердца возрастает 
и превышает контрольный уровень на 
2 0 % . В контрольных опытах в ядрах 
печени скорость репаративного синтеза 
Д Н К в 1,6 раза выше, чем в ядрах 
сердца. В условиях ЭБС в первые 6 ч 

60у~ 

Рис. 3. Влияние Э Б С на синтез Д Н К в ми-
тохоидриях печени. 

после завершения стресса скорость ре-
парации Д Н К увеличена на 5 6 % , че-
рез 10—12 ч — на 64 %, а через 46— 
48 ч не отличается от нормы. Таким 
образом, непосредственно после стрес-
сорного воздействия в ядрах сердца и 
печени происходит вспышка репаратив-
ного синтеза Д Н К , обусловленная по 
современным представлениям повреж-
дениями в молекулярной структуре 
Д Н К . Существенно, что активация ре-
паративного синтеза в клетках сердца 
реализуется на фоне увеличения ско-
рости репликации, а в клетках пече-
ни — на фоне угнетения этого про-
цесса. 

На следующем этапе исследований 
изучали синтез Д Н К в митохондриях 
клеток сердца и печени. В соответствии 
с данными литературы [1 Г| было уста-
новлено, что удельная радиоактивность 
Д Н К митохондрий выше, чем таковая, 
для ядер. По современным представле-
ниям, высокая скорость включения 
предшественников в Д Н К митохондрий 
отражает ее репликативный синтез 
[19]. Было выяснено, что оксимочеви-
на — ингибитор репликации ядерной 
Д Н К — не оказывает действия на этот 
процесс в митохондриях. 

На рис. 3 представлены результаты 
исследования синтеза митохондриаль-
ной Д Н К в условиях ЭБС, свидетельст-
вующие, что ЭБС не влияет на репли-
кацию Д Н К в митохондриях клеток 
сердца, но резко угнетает этот процесс 
в клетках печени. Так, непосредствен-
но после прекращения ЭБС синтез 
Д Н К в клетках печени подавлен на 
60 °/о, через 4—6 ч — на 45 %, через 
10—12 ч — на 25 %. Только через 22— 
24 ч после завершения ЭБС скорость 
синтеза митохондриальной Д Н К в пе-
чени возвращается к исходным вели-
чинам. 

Таким образом, под влиянием ЭБС 
различные системы синтеза Д Н К в 
клетках двух жизненно важных орга-
нов — сердца и печени — изменяются 
неодинаково. В клетках сердца возра-
стает скорость репликации и репара-
ции ядерной Д Н К и не меняется ско-
рость синтеза Д Н К митохондрий. 
В клетках печени скорость реплика-
ции ядерной и митохондриальной Д Н К 
угнетается, а скорость репаративного 
процесса в ядрах также возрастает. 

Полученные данные позволяют выде-
лить некоторые основные положения. 
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1. При ЭБС в ядрах клеток сердца и 
печени наблюдается вспышка репара-
тивного синтеза, продолжающаяся око-
ло суток после прекращения стрессор-
ного воздействия. Это может быть свя-
зано с повреждением Д Н К свободны-
ми радикалами, образование которых 
увеличивается при активации перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) во вре-
мя стресса [9]. В пользу этого пред-
положения свидетельствует, во-первых, 
то, что вспышка реперативиого синтеза 
по времени совпадает со стрессорной 
активацией П О Л [7]; во-вторых, анти-
оксиданты, подавляющие ПОЛ, преду-
преждают увеличение репаративного 
синтеза [6]. 

2. При ЭБС в клетках печени проис-
ходит угнетение, а в клетках сердца — 
активация репликации ядерной Д Н К . 
Оценивая данный результат, следует 
иметь в виду, что скорость репликации 
Д Н К в таких дифференцированных 
клетках, как кардиомиоциты и гепато-
циты, очень низкая 113]. В то же время 
в активно пролифсрирующих клетках 
этих органов — фибробластах, макро-
фагах, клетках Купфера — скорость 
репликации значительно выше. По-
скольку количество пролиферирующих 
клеток в сердце составляет около 78 % 
[20], а в печени — около 36 % о т в с е й 
клеточной популяции органа [2], мож-
но считать, что гепатоциты печени по 
сравнению с кардиомиоцитами вносят 
относительно больший вклад в репли-
кативный синтез Д Н К . По-видимому, 
противоположная реакция систем реп-
ликации Д Н К в клетках сердца и пе-
чени обусловлена тем, что поврежде-
ние высокочувствительных к глюкокор-
тикоидам и катехоламинам гепатоци-
тов за счет нарушения их метаболиз-
ма приводит к подавлению синтеза 
Д Н К как собственно в гепатоцитах, так 
и в других клетках печени. В кардио-
миоцитах сердца таких глубоких нару-
шений не происходит,но активируется 
адренергически обусловленное функ-
циональное состояние этих клеток, ко-
торое, как это было показано [3], вле-
чет за собой увеличение скорости био-
синтеза Д Н К . В пользу этого предпо-
ложения свидетельствуют данные о 
том, что активация ПОЛ при ЭБС 
весьма значительна. Она выражается в 
увеличении содержания малонового ди-
альдегида (МДА) в 2 раза и сопро-
вождается повышением активности су-
пероксиддисмутазы (СОД) . При этом 

в сердце содержание МДА возрастает 
только на 7з> а активность СОД не ме-
няется (предварительные результаты). 
Это согласуется с представлением о 
большей уязвимости систем синтеза 
Д Н К в клетках печени по сравнению 
с клетками сердца. 

3. Синтез Д Н К в митохондриях пе-
чени под влиянием стресса снижается 
примерно в 2 раза, а в митохондриях 
сердца остается на уровне контроля. 
Популяция митохондрий гепатоцитов 
составляет 98,8 % общего числа этих 
органелл в печени [ Г|. Соответственно' 
и подавляющее большинство митохон-
дрий сердца локализовано в кардио-
миоцитах. Следовательно, в условиях 
ЭБС именно в гепатоцитах происходит 
угнетение биосинтеза митохондриаль-
ной Д Н К , в то время как в кардиомио-
цитах интенсивность репликации не ме-
няется. Выявленные различия также 
могут быть вызваны более значитель-
ной активацией П О Л в клетках пече-
ни при стрессе по сравнению с сердцем. 

Полученные результаты свидетель-
ствуют о глубоком нарушении под вли-
янием ЭБС различных систем репли-
кации Д Н К как в гепатоцитах, так и в 
непареихиматозных клетках. Угнетение 
репликации разных классов Д Н К в 
клетках печени при воздействии стрес-
са может быть причиной нарушения 
биосинтеза целого ряда белков, игра-
ющих существенную роль в метаболиз-
ме данного органа, в частности в об-
мене холестерина. С таким предполо-
жением согласуются данные [10] о 
возникновении под влиянием стресса 
выраженной атерогенной дислипиде-
мии. 
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E F F E C T O F E M O T I O N A L - P A I N F U L S T R E S S 
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Effect of a s ingle long- term (6 hrs) emo-
t ional -pa inful s t ress on DNA synthes is w a s 
s tudied in nuclei and mitochondr ia of hear t 
and liver cells. Var ious sys tems of DNA syn-
thesis in hear t and liver cells were shown to 
respond diss imilar ly to the stress. The r a t e s 
of replicat ion and repara t ive synthes is of nuc-
lear DNA were increased while synthes is of 
mi tochondr ia l DNA w a s unal tered in hear t 
cells within the f i rs t day a f te r the stress . 
In liver cells the repara t ive synthes is of nuc-
lear DNA w a s also increased, whereas the ra te 
of its replicat ion in nuclei and mi tochondr ia 
w a s dist inct ly inhibited for a long time. Thus, 
the sys tems of DNA synthes is in liver cells 
proved to be more sensi t ive to ext reme stress-
react ions as compared with hear t cells. Effec t 
of the s t ress on the sys tems of DNA synthe-
sis in specific and connect ive t issue cells of 
liver and hear t is discussed. At the same time, 
mi tochondr ia are localized in specialized cells 
of both hea r t and liver t issues. The da ta ob-
tained s u g g e s t tha t inhibition of the mito-
chondria l DNA synthes is is realized in hepato-
s e s . 
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В. К. Осипович, 3. А. Тупикова, А. В. Матвеенко, И. В. Крайник 

СИНДРОМ ЛИПИДНОЙ Г И П Е Р П Е Р О К С И Д А Ц И И 
У О Б О Ж Ж Е Н Н Ы Х И ЕГО К О Р Р Е К Ц И Я М Е Т О Д О М А У Ф О К 

Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова, Ленинград 

Известно, что в патогенезе ожоговой 
болезни важную роль играет интенси-
фикация процессов перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) [4, 9, 15]. Акти-
вация ПОЛ при ожогах приводит к 
уменьшению содержания в крови и тка-
нях естественных антиоксидантов, сни-
жению активности одного из основных 
ферментов антиоксидантной защиты -
супероксиддисмутазы [1 ,3 , 22] и таким 
нарушениям в организме, как измене-
ния проницаемости клеточных мембран 
и активности ферментов, разобщение 
окислительного фосфорйлирования, 
снижение митотической активности, уг-
нетение сердечно-сосудистой системы, 
нервно-психические расстройства [7, 8, 
10, 21, 42]. Токсичность продуктов 
ПОЛ настолько велика, что в ряде ис.-
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следований им отводится роль «ожого-
вых токсинов» [40]. 

Приведенные сведения отражают в 
основном результаты эксперименталь-
ных исследований, тогда как сообще-
ния о состоянии процессов ПОЛ у боль-
ных с ожогами крайне немногочислен-
ны [29]. В то же время детальное ис-
следование ПОЛ у обожженных в за-
висимости от тяжести и давности трав-
мы позволило бы не только расширить 
представления о патохимии термиче-
ской травмы, но и разработать новые 
патогенетически обоснованные методы 
се лечения. Это относится прежде все-
го к антиоксидантной терапии, внедре-
ние которой в клиническую практику 
происходит крайне медленно, хотя вы-
сокая эффективность антиоксидантной 



терапии при ожоговой болезни в экс-
перименте уже доказана [2, 3, 25, 26]. 

13 связи с этим нами предпринята по-
п ы тка исследовать дин а мику п роцес-
сов П О Л у пострадавших с ожогами 
различной глубины и площади. В целях 
коррекции выявленных сдвигов был 
применен метод аутотрансфузии УФ-
облучениой крови (АУФОК). 

М е т о д и к а 

Обследовано 74 пострадавших с ожогами 
пламенем: 30 пациентов с поверхностными 
(10 — до 10 % поверхности тела, 20 — более 
10 %) и 44 с глубокими Ш Б IV степени 
( 2 1 — д о 1 0 % поверхности тела, 23 — более 
1 0 % ) . Возраст больных был от 18 до 50 лет. 
31 пострадавшему на 2—15-е сутки проводи-
ли АУФОК. Облучение крови выполняли с по-
мощью аппарата «Изольда МД-73М» со ско-
ростью 6—20 мл/мин. Объем облучаемой кро-
ви составлял 1—2 мл на 1 кг массы тела. Д л я 
стабилизации крови использовали гепарин 
(500 ЕД. ) или 3,5 % цитрат натрия. В зависи-
мости от тяжести состояния обожженных и 
эффективности лечения количество сеансов 
АУФОК варьировало от 1 до 4 (иногда до 
12) с перерывами в 1 сут. 

О наличии у пострадавших синдрома по-
вышенной пероксидации судили по содержанию 
в плазме крови продуктов П О Л : малонового 
диальдегида (МДА) [43] и конъюгированных 
диенов ( К Д ) [11]. В качестве показателя, ха-
рактеризующего способность системы противо-
стоять избыточной пероксидации, исследовали 
антиоксидантиую активность (АОА) плазмы 
крови [39]. Результаты определения АОА вы-
р а ж а л и в процентах иигибироваиия сыворот-
кой крови больных спонтанного П О Л в гомоге-
натах головного мозга интактных мышей. Па-
раллельно в плазме крови определяли содер-
жание олигопептидов, так называемых «моле-
кул средней массы» (МСМ) [20]. Д л я изучения 
нормальных показателей были привлечены 
32 здоровых донора. 

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

Как видно из результатов, приведен-
ных в табл. 1, развитие ожоговой бо-
лезни сопровождалось значительным 
накоплением МДА в плазме крови. 
Степень и длительность сохранения вы-
сокого уровня МДА в целом соответст-
вовали тяжести ожоговой травмы. Од-
нако в отдельные сроки подобного со-
ответствия выявлено не было. Так, в 
течение 1-й недели у пострадавших с 
глубокими ожогами до 10 % поверх-
ности тела концентрация МДА была 
выше, чем у пациентов с глубокими об-
ширными ожогами. Однако нормализа-
ция (хотя и не всегда полная) этого 
показателя наступала тем позже, чем 
большей тяжестью характеризовалась 
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Т а б л и ц а 3 

Динамика содержания КД (в усл. ед.) в сыворотке крови пострадавших с ожогами различной тяжести 
(М ± т) 

Глубина поврежде-
Время после травмы, сут 

Глубина поврежде-
ния и площадь его 

поверхности 1 3 5 7 1 0 1 5 

Поверхностные, 
более 10% 1,134=0,11 1 , 1 0 ± 0 , 0 8 1 ,11±0 ,12 1 ,14±0 ,14 1,09=1=0,09 1,05=1=0,06 

(10) (8) (9) («) (9) (8) 
Глубокие, до 10% 1 ,47±0 ,13* 1 ,09±0 ,15 1 , 2 0 ± 0 , 1 6 * 1,274=0,24* 1,73=1=0,18* 1,41 ± 0 , 1 8 * Глубокие, до 10% 

(14) (12) (12) (10) (11) (9) 
Глубокие, более 

10% 1 ,64±0 ,21* 1 ,28±0 ,17 1 , 2 2 ± 0 , 1 8 1,59=1=0,12* 2 , 2 9 ± 0 , 1 9 * 1 ,60±0 ,17* 
(12) (Ю) (8) (10) (9) (8) 

П р и м е ч а и и е. Среднее содержание К Д в сыворотке крови 32 здоровых доноров (конт-
роль) — 0 , 8 8 ± 0 , 0 9 усл. ед. 

ожоговая травма. При глубоких об-
ширных ожогах уровень МДА оставал-
ся повышенным д а ж е через 2 мес после 
травмы, т. с. в период, когда другие 
виды эндогенной интоксикации (кроме 
б а ктер и а л ьной) пр а кти чески отсутст-
вовали. Наиболее резкое повышение 
уровня МДА у больных с поверхност-
ными ожогами отмечалось через 2— 
3 нед после травмы, у больных с глубо-
кими ожогами — уже с конца 1-й не-
дели. Повторное повышение содержа-
ния МДА в плазме крови совпадало с 
оперативным вмешательством с целью 
восстановления кожного покрова (см. 
табл. 1). 

Содержание К Д в плазме крови 
обожженных более соответствовало тя-
жести ожоговой травмы, чем концен-
трации МДА, однако различия в уров-
не К Д между разными группами боль-
ных были сравнительно невелики. Мак-
симальное увеличение этого показате-
ля при глубоких ожогах было отмече-
но в 1-е и 10-е сутки после ожога 
(табл. 2). 

Исследование АОА плазмы крови 
пострадавших с глубокими ожогами 
разной площади позволило выявить 
резкое снижение этого показателя — 
до 39 ,4±3 ,3 % (при норме 85,5=Ы,9 %; 
р< 0,001). 

Таким образом, результаты проведе-
ния биохимических исследований по-
зволяют сделать заключение о наличии 
у обожженных синдрома выраженной 
липидной гиперпероксидации, интен-
сивность и длительность которого за-
висят от тяжести ожоговой травмы. 
Одним из факторов, способствующих 
развитию синдрома, является резкое 
снижение АОА плазмы крови. К кли-
ническим проявлениям синдрома ги-
перпероксидации можно отнести затор-
моженность, вялость, потерю сна, арит-
мию дыхания, расстройства желудоч-
но-кишечного тракта, преобладание ди-
строфических процессов над регенера-
торными, изъязвления слизистой обо-
лочки глаз и носа | 14]. 

Результаты определения содержания 

Т а б л и ц а 3 

Изменение показателей ПОЛ и АОА плазмы крови обожженных в процессе курсового лечения 
АУФОК (М ± т ) * 

Исследуе-
мые пока-

затели 

Число сеансов АУФОК 
Исследуе-
мые пока-

затели 
1 2 3 4 Исследуе-

мые пока-
затели 

а | б | в а б в а | б в а б в 

КД. 
усл. ед. 
МДА. 
мкМ/л 
АОА, % 

1 , 99 
± 0 , 1 7 

11,4 
± 0 , 5 
28, 2 

± 2 , 3 

1.17 
± 0 , 16* 

7 , 3 
± 0 , 5 * 
33, 8 

± 3 , 2 * 

1,81 
± 0 , 1 6 

10,2 
± 0 , 6 * 
27,0 

± 2 , 6 

1 ,78 
± 0 . 20 

10,6 
± 0 , 4 
26, 3 

± 2 , 0 

1,15 
± 0 , 1 1 * 

6 .2 
± 0 , 3 * 
2 9 , 3 

± 1 , 7 

1 , 77 
± 0 , 2 1 

9 , 8 
± 0 , 4 * 
2 5 ,8 

± 3 , 1 

1 ,90 
± 0 , 2 0 

9 ,5 
± 0 , 6 * 
25 , 8 

± 4 , 2 

1 , 09 
± 0 , 1 2 * 

5 ,9 
± 0 , 1 * 
39,8 

± 6 , 4 * 

I , 85 
± 1 . 8 5 

7,8 
± 1 , 0 * 
3 1 . !> 

± 3 , 3 
I 

1 
1 , 04 

± 0 , 28* 
9 ,7 

± 0 , 5 * 
35 , 4 

± 1 1 , 5 

1 . 68 
± 0, 36 

6 . 4 
±0 ,3" ' 
5 9, 1 

± 1 0 , 4 * 

1 ,42 
± 0 , 1 3 * 

8 ,5 
± 1 , 6 * 
33,5 

± 1 0 , 5 

П р и м е ч а н и е . Число обследованных —от 3 до 31 . Момент регистрации показателе/1: а—до облу-
чении (контроль), б —сразу после облучении, в кювете аппарата; в —через 1—2 мин после АУФОК. 
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продуктов П О Л и АОА плазмы крови 
при АУФОК представлены в табл. 3. 

Как видно, содержание МДА и К Д 
в облученной крови снижалось как не-
посредственно после УФ-облучения, 
так и через несколько минут и I—2 сут 
(перед следующим сеансом) после ре-
инфузии УФ-облученной крови. Прове-
дение 3—4 сеансов АУФОК сопровож-
далось прогрессирующим уменьшени-
ем содержания МДА и КД. Наряду со 
с н и ж ен и ем содержания п р оду кто в 
П О Л в плазме крови после УФ-облу-
чения наблюдалось увеличение АОА 
сыворотки крови. Таким образом, в 
отличие от УФ-облучения других био-
логических субстратов, в том числе 
отмытых эритроцитов [10, 16, 23, 24, 
27, 36, 41], АУФОК не только не сти-
мулирует процессы ПОЛ, но и, на-
против, дает выраженный аитиокси-
да нтн ы й эффект. 

Полученные результаты согласуются 
с данными работы [30], где отмечена 
способность сыворотки крови блокиро-
вать П О Л в эритроцитах, инициирован-
ное УФ-облучением, на этой основе был 
предложен метод определения АОА 
сыворотки крови. Аитиоксидантное 
действие УФ-облучения на кровь под-
тверждается также данными других ав-
торов [17, 31, 35]. Так, применение 
АУФОК в комплексном лечении боль-
ных с лимфовенозной недостаточно-
стью нижних конечностей вызывает по-
вышение активности супероксиддисму-
тазы эритроцитов и оксидазной актив-
ности церулоплазмина с одновремен-
ным снижением содержания К Д в 
плазме крови [35]. Показано повыше-
ние активности каталазы и пероксида-
зы крови больных с ишемической бо-
лезнью сердца после сеанса АУФОК 
[17]. Следовательно, одним из меха-
низмов антиоксидантного действия 
АУФОК следует признать активацию 
ферментов аитирадикальной защиты. 

Наряду -с этим одним из факторов, 
способствующих торможению П О Л 
при АУФОК, может быть накопление в 
крови МСМ, аитиоксидантные свойст-
ва которых были показаны нами ранее 
[32, 33] и подтверждены другими ис-
следователями [34]. Как показали 
специальные исследования, сеанс 
АУФОК приводил к резкому увеличе-
нию содержания этих компонентов в 
плазме облученной крови. Их уровень 
увеличивался с 11044=151 до 2560ih 
± 3 0 5 мг/л (р<0,01). 

Возможным механизмом накопления 
МСМ, обладающих антиоксидантной 
активностью, в плазме облученной 
крови может быть десорбция пептид-
ных молекул с мембран эритроцитов, 
являющихся носителями МСМ [18, 19, 
38], «шелушение» мембран лимфоци-
тов и эритроцитов [5, 6, 28] или резо-
нансное поглощение квантов УФ-излу-
чеиия белками с последующим разры-
вом пептидных связей и образованием 
пептидных фрагментов [13, 37]. 

Результаты проведенного исследова-
ния позволяют заключить, что тече-
ние ожоговой болезни сопровождается 
развитием синдрома липидной гипер-
пероксидации, выраженность и дли-
тельность которого определяется тяже-
стью термической травмы. При этом 
эффективным средством купирования 
синдрома гиперпероксидации является 
АУФОК. 
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SYNDROME O F L I P I D P E R O X I D A T I O N IN 
P A T I E N T S W I T H B U R N S AND ITS COR 
R E C T I O N U S I N G A U T O T R A N S F U S I O N O F 

UV- IRRADIATED BLOOD 

V. к. Osipovich, Z. A. Tupikova, A. V Mat-
vie nko, 1. V. Krainik 

Medical Mi l i ta ry Academy, Len ingrad 

Dynamics of lipid peroxidat ion w a s s tudied 
in blood serum of pa t ien t s with bu rns ol 
va r ious severi ty and degree. The burns deve-
lopment w a s accompanied by syndrome of 
lipid hyperperoxida t ion , the in tens i ty and dura-
tion of which correlated with the disease se-
veri ty. The procedure of UV-i r radia ted blood' 
a u t o t r a n s f u s i o n w a s used to correct the impair-
men t s detected. High eff iciency of the pro-
cedure w a s demons t r a t ed by reduct ion of the 
lipid hyperperoxida t ion syndrome in pa t i en t s 
with burns . 
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И С С Л Е Д О В А Н И Я М И К Р О С О М А Л Ь Н О Г О О К И С Л Е Н И Я 

Институт биофизики Минздрава СССР, Москва 

В настоящее время изучение микро- Р-450, уже выходит за рамки чисто ис-
сомального окисления, катализируемо- следовательских целей. Будучи сосре-
го системой изоферментов цитохрома доточенной преимущественно в печени,, 
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эта система привлекает внимание кли-
ницистов возможностью оценки анти-
токсической функции печени. Основан-
ные на измерении скорости метаболиз-
ма определенных ксенобиотиков как 
принципиальном постулате конкретные 
исследования в этом плане развивают-
ся по нескольким направлениям. Кли-
ренсовые тесты проводятся путем опре-
деления клиренса крови после введе-
ния производных антипирина [8, 9, 13, 
26, 31, 34]. При дыхательных тестах 
регистрируется в динамике радиоак-
тивность выдыхаемого углекислого га-
за после введения 14С-амидопирина, 
14С-метацетина или 14С-фенацетина 
[10 - 1 2 , 17, 22, 29]. Эти тесты, успеш-
но применяемые за рубежом в клини-
ке, имеют свои недостатки. К недостат-
кам клиренсового метода относятся 
сложность и трудоемкость химическо-
го определения исходного вещества в 
крови, сопряженного с повторными ве-
непункциями, к недостаткам дыхатель-
ного геста — необходимость уникаль-
ной нестандартной аппаратуры и вы-
сокий потенциальный риск 14С, в связи 
с чем ,4С в СССР запрещен к приме-
нению в клинике. Недавно нами пред-
ложен экскреторный тест для опреде-
ления функции микросомального окис-
ления, основанный на измерении ско-
рости экскреции с мочой 1251-4-йодан-
типирина. Не уступая по точности и 
информативности клиренсовым и дыха-
тельным тестам, этот метод значитель-
но упрощает исследование [3]. В пред-
лагаемой работе экспериментально 
обосновывается вариант экскреторного 
метода с применением 1251-п-йодфен-
а м и н а. 

М е т о д и к а 

ющих немеченых соединений и Na l 2 5I без до-
бавления носителя при нагревании их в вод-
ном растворе в присутствии CuCl в течение 1 ч 
при 100°С. Меченые соединения очищали от 
соединений меди осаждением щелочью, выде-
ляли при подкислении реакционных смесей и 
растворяли в 1 % бикарбонате натрия. Раство-
ры меченых соединений получали с концентра-
цией 1—2 мг/мл, удельной активностью 10— 
20 М Б к / м л и примесыо радиойодид-ионов не 
более 3 %• Радиохимический выход составлял 
60-80 % . 

Эксперименты проведены на беспородных 
крысах-самках и кроликах-самцах средней мас-
сой 0,2 и 2,5 кг соответственно. ССЦ вводили 
внутрибрюшинно в 50 % растворе раститель-
ного масла в дозах 0,2—2,0 мл/кг за 24 ч до 
исследования. 12б1-п-фенол, 1251-4-амиио-3-йод-
беизойную кислоту и 1251-п-йодфенамии вводи-
ли внутривенно по 10 мкКи (0,37 МБк) па жи-
вотное. Радиоактивность органов и экскремен-
тов измеряли методом прямой радиометрии. 
Д л я индукции системы микросомального окис-
ления внутрибрюшинно вводили фенобарбитал 
3 раза в сутки по 100 мг/кг, метку вводили 
этим животным через 3 ч после последней инъ-
екции фенобарбитала. При иигибировании дан-
ной системы 1251-п-йодфсиамип вводили одно-
временно с внутривенным введением этилового 
спирта в дозе 3 мл/кг. Радиоактивность в об-
разцах мочи измеряли через 6 ч после введе-
ния 1251-п-йодфенамина. Микросомы выделяли 
методом дифференциального центрифугирова-
ния [2], содержание белка в микросомах опре-
деляли по методу Лоури [23]. Содержание 
цитохрома Р-450 в микросомах печени опре-
деляли по методу [27], а в микросомах по-
чек— по методу [19, 20]. Двумерную тонко-
слойную хорматографию мочи через 6 ч после 
введения 1251-п-йодфеиамина проводили на си-
луфоле [32]. Полученные результаты обраба-
тывали методом вариационной статистики с ис-
пользованием критерия Стыодеита. 

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

Результаты исследований о влиянии 
ССЦ на содержание цитохрома Р-450 
в печени и почках приведены в табл. 1. 
Соответственно использованным дозам 
ССЦ содержание фермента в печени 
снижается и составляет 47, 43 и 31 % 

1251-п-йодфенамин получали по методу [25] 
каталитическим изотопным обменом йода в 
п-йодфенамине при нагревании последнего с 
раствором Na , 2 5I без добавления носителя при 
рН 3,0—4,0 в присутствии C u S 0 4 и аскорбино-
вой кислоты. Реакцию проводили 30 мин при 
120°С. 1251-п-йод фенамин выделяли экстрак-
цией гексаном из реакционной смеси после под-
щелачивания и реэкстрагировали его в 0,1 М 
НС1 с последующим приведением к рН 5,5—6,5. 
Радиохимический выход составлял 80—85 %, 
примесь радиойодид-ионов не более 1 %. Полу-
ченный препарат представляет собой прозрач-
ный раствор с содержанием п-йодфеиамииа 
3,5 мг/мл и удельной активностью 9,5 МБк/мл. 

12Г)1-4-амино-3-йодбеизойиую кислоту и 1251~ 
и-йо!дофенол получали по аналогичным мето-
дикам каталитического изотопного обмена в 
ароматических соединениях [6] из соответству-

3* 

Т а б л и ц а 1 

Влияние ССЬ на содержание цитохрома Р-450 
в печени и почках крыс 

Цитохром Р - 4 5 0 , нмоль 
на 1 мг белка 

Доза С С Ь . мл/кг 

Цитохром Р - 4 5 0 , нмоль 
на 1 мг белка 

печень почки 

Контроль 
0,2 

Контроль 
0,5 

Контроль 
1,0 

0 , 4 7 ± 0 , 0 4 
0 , 2 2 ± 0 , 0 3 * 
0,42=1=0,04 
0 , 1 8 ± 0 , 0 1 * 
0 , 6 5 ± 0 , 0 4 
0,20zh0,02* 

0 , 1 4 ± 0 , 0 1 
0 , 1 2 ± 0 , 0 2 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2—4 
звездочка — р < 0,05 при п 4—7. 
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PuCj 

Рис. 1. Влияние CCJ4 
в дозе 1 мл/кг на 
экскрецию с мочой 
1251-н- амино-3- йод-
бензойной кислоты 
(1) и 1251-п-йодфеио-

ла (2) . 
По оси ординат: экскре-
ция с мочой (в % от вис-
денной дозы); по оси 
абсцисс: время после вве-
дения меток (в ч). Свет-
лые кружки — контроль, 

темные — CCU, м=10. 

Рис. 2. Влияние СС14 
в дозе 1 мл/кг на 
экскрецию с мочой 
1251- п- йодфенамина. 
Обозначения те же, что 

на рис. 1. 
Рис:2 ' 

от контрольных величин. При макси-
мальной дозе ССЦ содержание фер-
мента в почках не изменяется. 

Д л я оценки возможного воздействия 
ССЦ на экскреторную функцию почек 
изучали динамику экскреции с мочой 
1251-п-йодфеиола и 125-1-4-амино-3-йод-
бензойиой кислоты. Первое из этих со-
единений у млекопитающих не гидро-
ксилируется и выводится в виде глю-
куроновых и сульфатных коиъюгатов, 
а второе, также не гидроксилируясь, 
экскретируется примерно в равных со-
отношениях в виде глюкуроновых и 
ацетилироваиных форм и неизмененно-
го соединения [5, 33]. ССЦ не влияет 
на динамику выделения этих соедине-
ний с мочой и, следовательно, не ока-

Рис. 3. Содержание 1 2 51-п-йодфенамина в мо-
че (1) и крови (2) в зависимости от дозы 

ССЦ (фп=10). 
По оси ординат: радиоактивность (в % от введен-

ной); по оси абсцисс: доза CCU (и мл/кг). 

зывает тормозящего действия на про-
цессы конъюгации в печени и каналь-
циевую секрецию в почках, с помощью 
которой экскретируются данные соеди-
нения (рис. 1). Эти материалы служат 
решающим аргументом в пользу адек-
ватности использованной модели пора-
жения печени для поставленной цели. 

На рис. 2 показана динамика экскре-
ции 1251-п-йодфенамина у крыс при дозе 
ССЦ 1 мл/кг. Поражение печени суще-
ственно замедляет элиминацию метки 
с мочой, составляющую через 6 ч 29 % 
от контрольных значений. 

Взаимоотношения между содержани-
ем метки в крови и экскрецией с мочой 
представлены на рис. 3 и в табл. 2. 
ССЦ дозозависимо замедляет удаление 
метки из крови и выделение ее с мочой. 
Следует подчеркнуть, что экскретор-
ный тест с данным соединением гораз-
до демонстративнее клиренсового тес-
та — соответственно тестам удаление 
метки составляет при максимальной 
дозе ССЦ 32 и 52 % от контрольных 
значений. Поражение печени ССЦ со-
пряжено с резким снижением накопле-
ния 1251 в щитовидной железе и дозо-
зависимой тенденцией к задержке изо-
топа в печени (см. табл. 2). 

В табл. 3 представлены данные о 
распределении 1251-п-йодфенамина на 
протяжении 24 ч. Наибольшая радио-
активность обнаружена в легких, пече-
ни, желудочно-кишечном тракте и 
мышцах. ССЦ препятствует поступле-
нию метки в щитовидную железу и ее 
элиминации из печени, не влияя на 
распределение метки в других органах, 
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Т а б л и ц а 2 

Распределение 1 2 б1-п-йодфенамина у крыс через 3 \ ч после введения в зависимости от дозы ССЦ 

Радиоактивность, % от введенной 
Доза СС14, 

мл/кг кровь щитовидная 
железа печень почки моча 

Контроль 
0 ,2 
0 .5 
1,0 

2,504=0,40 
2,904=0,20 
4,004=0,50* 
4,804=0,30* 

0,104=0,01 
0,054=0,005* 
0,02 ± 0 , 0 0 4 * 
0 , 0 1 ± 0 , 0 0 2 * 

11,404=0,40 
12,604=1,10 
14,004=0,80 
16,604=0,80* 

2,604=0,20 
2,604=0,20 
2,604=0,20 
2,404=0,20 

6,604=0,60 
5,804=0,40 
3,604=0,50* 
2 , 1 0 ± 0 , 2 0 * 

т. е. ССЦ нарушает распределение ме-
ченого соединения только в тех орга-
нах, в которых осуществляются его ме-
таболизм и фиксация свободного 1251. 
Содержание 1251 в щитовидной железе 
минимальное и почти на 2 порядка 
меньше такового в случае введения 
свободного йода, что свидетельствует 
об отсутствии отщепления свободного 
125J 

При модифицирующих воздействиях 
на микросомальные окислительные 
ферменты получены следующие данные 
по экскреции с мочой 1251-п-йодфеиами-
на за 6 ч: контроль — 11,0±0,8 %, фе-
нобарбитал — 16,0±0,6 %, этиловый 
спирт — 4 ,0±0 ,3 % (я = 5; р< 
< 0 , 0 5 ) . Эти данные свидетельствуют 
о корреляции экскреторного теста с 
активностью цитохрома Р-450. 

На радиохроматограммах мочи об-
наружены 4 пятна, максимальное из 
которых идентифицировано как п-йод-
фенамин и составляет 40 % от общей 
радиоактивности мочи. Остальные 3 
иеидеитифицированных метаболита со-

держат примерно по 20 % радиоактив-
ности. 

В экспериментах с прижизненным 
измерением радиоактивности установ-
лено, что у кроликов в отличие от крыс 
ССЦ не подавляет экскрецию с мочой 
1251-п-йодфеиамина. Кроме того, ско-
рость экскреции метки с мочой у кро-
ликов существенно превышает таковую 
у крыс (табл. 4). 

Таким образом, экскреторный метод 
исследования функции микросомально-
го окисления ксенобиотиков в печени 
можно считать экспериментально обос-
нованным. При выраженном пораже-
нии печени скорость экскреции мече-
ного соединения и активность цито-
хрома Р-450 в печени снижаются в 
одинаковой степени и составляют при-
мерно 30 % от контрольных величин, 
т. е. экскреторный тест довольно точно 
отражает содержание цитохрома Р-450 
в печени. Это заключение может быть 
дополнено данными о том, что выбран-
ный в качестве модели поражения пе-
чени ССЦ и другие модифицирующие 

Т а б л и ц а 3 

Влияние ССЦ в дозе 1 мл/кг на распределение 12Г>1-п-йодфенамина у крыс через 2 и 24 ч после вве-
дения 

Радиоактивность, % от введенной 

Объект исследования контроль опыт 

через 2 ч через 24 ч через 2 ч через 24 ч 

Щитовидная железа 
Сердце 
Легкие 
Печень 
Селезенка 
Поч ки 
Ж е л удоч и о- к и шеч и ы й тракт 
Мышечная ткань 
Кровь 
Моча 
Кал 

0,154=0,02 
1,004=0,10 

16,604=0,80 
12,004=0,20 
2,604=0,20 
2 ,804-0 ,20 

1 4 , 4 0 ± 0 , 9 0 
32,004=3,10 

4,804=0,50 

0,504=0,08 
0,304=0,02 
6,504=1,00 
6,504=0,25 
1,004=0,10 
2,004=0,10 
9,254= 1,10 
3,00=1-0,20 
2,204=0,30 
60,84=2,5 
7,504=0,75 

0,054=0,002* 
1,004=0,10 

18,004=1,10 
14,404=0,60 
2,80-1=0,20 
2,804=0,20 

13,804= 1,30 
32,104=4,10 
10,004=1,20* 

0,104=0,01 * 
0,304=0,04 
7 ,504:1 ,00 

15,504=2,10* 
1,404=0,20 
2,504=0,20 

13,004=1,20 
3,504=0,70 
2,004=0,30 
45,04=4,2* 
5,254=0,55 

В с е г о . . . — 99,44=6,8 — 96,04=7,2 
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Т а б л и ц а 4 
Влияние ССЦ на экскрецию 12б1-п-йодфенамина у кроликов 

Радиоактивность мочи (в % от введенной) через 

Доза СС14, мл/кг 
2 ч 4 ч 6 Ч 

Контроль 
0 ,5 
1,0 
2 , 0 

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

Гибель животных 

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

7 3 , 0 0 ± 5 , 2 0 
7 7 , 5 0 ± 3 , 5 0 
88,00=Ы,50* 

агенты не влияют на содержание цито-
хрома Р-450 в экстрагепатических тка-
нях [18]. 

Выбор адекватного препарата для 
оценки системы микросомального окис-
ления с учетом видовых особенностей 
метаболизма является важным вопро-
сом. Предложенный нами тест эффек-
тивен у крыс, но не информативен у 
кроликов. У крыс главным путем био-
трансформации фенамина служит аро-
матическое гидроксилирование в 4-ок-
си-1-фенамин с минорным образовани-
ем бензойной и гиппуровой кислот. 
У человека, кролика и других живот-
ных, напротив, ароматического гидро-
ксилироваиия фенамина не происходит, 
а основной реакцией является окисли-
тельное дезаминирование в бензойную 
кислоту. Кроме того, относительно вы-
сока доля исметаболизированиого фен-
амина: у человека, например, она со-
ставляет до 50 % о т в с е х метаболитов 
мочи [15, 28]. Повышение экскреции 
препарата у кроликов при больших до-
зах ССЦ объясняется способностью по-
следнего стимулировать процессы 
конъюгации [18]. Следовательно 1251-п-
йодфенамин можно рассматривать 
только как прототип, но не как средст-
во исследования микросомальной окис-
лительной системы у человека. 

В литературе достаточно полно 
представлены сведения о видовых осо-
бенностях метаболизма ксенобиотиков, 
однако данные о сравнительной чувст-
вительности отдельных метаболиче-
ских реакций микросомальной окисли-
тельной системы при ее поражении 
практически отсутствуют. Аппелируя к 
представленным данным, можно утвер-
ждать, что при отравлении ССЦ пора-
жается реакция ароматического гидро-
ксилирования и не подавляются реак-
ции окислительного дезаминирования 
и глюкуроновой конъюгации. Воздей-
ствие ССЦ на крыс приводит к более 

существенному инактивированию гид-
роксилирования анилина, чем N-деме-
тилирования амидопирина и гидрокси-
лирования бензопирена, по-видимому, 
вследствие относительно селективного 
ингибирования фенобарбиталзависимо-
го изофермента цитохрома Р-450 [16]. 

Выбор потенциального препарата ос-
ложняется также множественностью 
изоферментов цитохрома Р-450. По 
способности к индукции различаются 
3 основных изофермента — индуциру-
емый фенобарбиталом (тип I), канце-
рогенными углеводородами (тип II) и 
этиловым спиртом (тип III) [1]. Сле-
дует отметить, что индукция типа III 
отмечается только при хроническом по-
треблении этанола, тогда как при ост-
ром алкогольном отравлении фермент 
инактивируется [17]. Субстратная спе-
цифичность этих изоферментов относи-
тельна и не распространяется на целый 
ряд соединений, например, таких, как 
антипирин, амидопирин и др. [9, 26, 
31, 33]. В настоящее время выделено 
около 20 изоферментов цитохрома 
Р-450, каждый из которых специфиче-
ски взаимодействует с определенной 
группой ксенобиотиков. В этом плане 
применение антипирина, фенацетина, 
амидопирина и теофиллина для мони-
торинга микросомального окисления не 
решает проблемы, так как эти агенты 
взаимодействуют с ограниченным чис-
лом изоферментов цитохрома Р-450 
[30]. В последнее время выделена и 
активно изучается система микросо-
мального окисления дебризохииа. Ге-
нетический дефект этой системы, свя-
занный с дефицитом минорной формы 
цитохрома Р-450, осуществляющей 4-
гидроксилирование дебризохииа, уста-
новлен у 7—10% популяции. При на-
личии этого дефекта содержание в мо-
че 4-оксидебризохина уменьшается бо-
лее чем в 50 раз, а общее содержание 
цитохрома Р-450 и скорость окисления 
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антипирина не изменяются. Установле-
но также около 30 соединений, метабо-
лизм которых зависит или не зависит 
от дебризохиновой системы [14, 21, 24]. 

Токсическое поражение печени ССЦ 
сопровождается нарушением системы 
цитохрома Р-450, тогда как при пов-
реждении печени галактозамииом, про-
текающем по типу вирусного гепатита, 
система микросомального окисления 
остается интактной [4, 7]. Определен-
ные выводы позволяют сделать и кли-
нические исследования. Клиренсовые 
тесты с антипирином и 1231-4-йоданти-
пирином у лиц, страдающих алкоголиз-
мом, существенно понижаются по мере 
развития патологии печени вплоть до 
3-кратного снижения при циррозе пе-
чени, причем алкогольной индукции 
микросомального окисления не отмеча-
ется [8, 13]. При проведении дыхатель-
ного теста, основанного на реакции 
окислительного деметилироваиия, по-
лучены примерно аналогичные данные. 
При оценке дыхательного теста с 
14С-амидопирином обнаружены нор-
мальные величины при первичном би-
лиариом циррозе печени и пониженные 
в 4 раза при алкогольном циррозе пе-
чени и хроническом активном гепатите 
в 2—5 раз [12, 29]. У больных с неак-
тивным алкогольным циррозом печени 
дыхательный тест с 14С-мстацетином 
или 14С-фенацетином снижен в 1,7 ра-
за, а при активном алкогольном цирро-
зе — в 3 раза [11, 22]. Следовательно, 
исследование микросомального окисле-
ния является важным инструментом 
дифференциальной диагностики пато-
логии печени. 

Представленные материалы и их ана-
лиз позволяют сформулировать требо-
вания к потенциальному препарату 
для исследования микросомального 
окисления в печени с помощью экскре-
торного теста. 1. Препарат должен 
окисляться в реакциях ароматического 
гидроксилирования, окислительного 
дезалкилирования или других специ-
фических реакций не менее чем на 
80% и в таком виде экскретировать-
ся с мочой в форме конъюгатов. 2. Пре-
парат должен обладать максимально 
широкой субстратной специфичностью 
по отношению к изоферментам цито-
хрома Р-450, по крайней мере не менее 
чем к двум изоферментам. 3. Препарат 
должен быть эффективен в условиях 
патологии не менее чем на двух видах 
экспериментальных животных с раз-

личным типом обмена ксенобиотиков. 
4. В процессе метаболизма радионук-
лид в составе препарата не должен 
отщепляться в свободной форме. В этом 
плане 123>1251-4-йодантипирин не соот-
ветствует последнему требованию, так 
как в результате реакции эпоксидиро-
вания по месту включения радиоактив-
ного йода последний высвобождается 
и накапливается в щитовидной железе 
[3, 13], 1251-п-йодфенамии не соответ-
ствует первому и третьему требова-
нию. 
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Ins t i tu te of Biophysics, Min i s t ry of Publ ic 
Hea l th of the USSR, Moscow 

Dynamics of d is t r ibut ion and excretion with 
ur ine of 1 2 5 I -p- iodophenamine were s tudied 
impa i rment of ra t liver t issue microsomal oxi-
dat ion by m e a n s of CC14 t r ea tment . This poison 
inhibited dis t inct ly metabol ism and excretion 
of the labelled compound in r a t s but not in 
rabbi ts , which w a s due to d i f ference in the 
mechan i sms of the compound b io t r ans fo rma-
tion. The requi rements for compounds sui table 
for s tudies of microsomal oxidat ion by m e a n s 
of excretory test were not met by 125I-p-iodo-
phenamine . 
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И З У Ч Е Н И Е П Р О Т Е И Н А З В Б Р О Н Х О Л Е Г О Ч Н О М А П П А Р А Т Е 
К Р Ы С С Б Р О Н Х И А Л Ь Н О Й А Н А Ф И Л А К С И Е Й 

Ленинградский химико-фармацевтический институт 

Д л я инфекциоино-аллергической 
формы бронхиальной астмы характер-
но наличие как воспалительного, так и 
анафилактического процесса в легких 
[1]. При воспалительных процессах 
протеолитическая активность резко 
возрастает, что связано с лизисом кле-
ток в очаге воспаления, а также со 
стимуляцией их секреции из жизне-
способных клеток [8]. Что касается 
бронхиальной анафилаксии, то ее 
влияние на протеолитический потен-
циал в легких до последнего времени 
оставался малоисследованным [7, 12]. 
Между тем представляется весьма ак-
туальным анализ вклада анафилаксии 
в суммарный эффект изменения про-
теолиза в бронхолегочном аппарате 
при бронхиальной астме. В представ-
ленной работе изучали общую протео-
литическую активность, а также свой-
ства и скорость обновления индиви-
дуальной протеиназы в броихоальвео-
лярном лаваже (БАЛ) и легочной 

ткани крыс с бронхиальной анафилак-
сией, которую рассматривали как экс-
периментальную модель бронхиальной 
астмы. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили па беспородных крысах-
самцах массой 180—200 г. Экспериментальную 
модель бронхиальной астмы создавали по ме-
тоду [19]. Д л я сенсибилизации животных ис-
пользовали яичный альбумин, который вводили 
внутрибрюшинно в дозе 2 мг на крысу с гид-
роокисью алюминия (200 мг) в качестве 
адъюванта . Р а з р е ш а ю щ у ю дозу яичного аль-
бумина (15 мг) вводили в яремную вену на 
1-4-й день после сенсибилизации. Забор брон-
хиального содержимого проводили на высоте 
бронхоспазма, через 15—20 мин после введе-
ния яичного альбумина. Материал для иссле-
дования получали путем введения в трахею 
1,5—2 мл 0,01 М трис-сахарозиого буферного 
раствора р Н 7,8 с последующей его аспирацией 
при помощи шприца в пробирку. Бронхиаль-
ный секрет центрифугировали при 5000 g в 
течение 20 мин. Полученный надосадок исполь-
зовали для дальнейших исследований. Измель-
ченную легочную ткань гомогенизировали в 
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Рис. 1. Иммунодиф-
фузия в 1 % агаре. 
/, 3 -- фракция БАЛ; 2 — 
альдолаза; 4 — каталаза; 

5 -р антисыворотка. 

10 объемах 0,01 М трис-сахарозного буфера 
р Н 7,8 и центрифугировали при 5000 g в тече-
ние 20 мин, осадок отбрасывали, а полученный 
иадосадок использовали для определения про-
теолитической активности. 

Протеолитическую активность оценивали 
двумя методами: по приросту свободных ами-
ногрупп, используя нингидриновую реакцию, и 
по накоплению радиоактивной метки в иадоса-
дочиых жидкостях после осаждения белка 
ТХУ [2, 9 ] . За единицу активности принимали 
количество фермента, которое в условиях опре-
деления приводило к высвобождению за 
120 мин Инкубации 1 мкМ амипиого азота. 
В качестве субстрата использовали денатури-
рованный гемоглобин, полученный по методу 
[14], и [ 3Н] -альбумин, выделенный из сыво-
ротки крови крыс. Инкубацию проб проводили 
при р Н 4,0 и 7,8, используя ацетатный и фос-
фатный буферные растворы соответственно. 
Содержание белка определяли по методу Лоу-
ри | 1 б | . Выделение и очистку протеиназы из 
Б А Л проводили при помощи аффинной хрома-
тографии на полисахаридном сорбенте. 

Ингибиторный анализ осуществляли при 
р Н 7,8 в фосфатном буфере, содержащем 
ЭДТА, фенилметилсульфонилфторид, п-хлор-
меркурибензоат натрия, соевый ингибитор 
трипсина в концентрации 5, 0,5, 1 и 0,2 мМ со-
ответственно. Результаты оценивали в про-
центах остаточной активности по сравнению с 
контрольной пробой, в которой ингибитор от-
сутствовал. 

Обогащенную фракцию сывороточного ин-
гибитора трипсина получали при гель-фильтра-
ции на сефадексе G-75. Кислотоустойчивый 
пизкомолекулярный ингибитор получали по 
методу [6]. Ипгибиторную активность оценива-
ли по степени торможения протеолиза, исполь-
зуя в качестве субстрата [ 3 Н] -альбумин и де-
натурированный гемоглобин. Константу инги-
бирования (КО рассчитывали по методу [5]. 

Молекулярную массу протеиназы определя-
ли методом диск-электрофореза в 10 % ПААГ 
с DDS-Na [20]. Пробу и маркерные белки ин-
кубировали в течение 10 мин при 100°С в 
0,1 М фосфатном буфере р Н 7,4, содержащем 
1 % DDS-Na, 4 М мочевину и 1 % меркапто-
этанол. Электрофорез проводили в течение 1 ч 

Как в легочной ткани, так и в брон-
хиальном секрете обнаружены кислые 
и щелочные протеиназы, причем изме-
нение их активности в динамике раз-
вития бронхиальной анафилаксии бы-
ло далеко не однозначным. 

при силе тока 5 мА па одну трубку. После 
окончания электрофореза гели обрабатывали 
50 % раствором ТХУ и окрашивали кумасси. 
Д л я оценки протсолитической активности в ге-
лях проводили специфическое выявление про-
теиназ [3] и определение протсолитической 
активности по всей длине геля, разрезая гель 
после окончания электрофореза на фрагменты 
величиной 4 мм с последующим определением 
протеинавной активности, используя в качестве 
субстрата денатурированный гемоглобин при 
I> 11 4,0 п 7,8. 

Д л я получения антител к протеимазе 
700 мкг антигена эмульгировали с равным 
объемом адъюванта (3 части вазелинового 
масла, 1 часть обезвоженного ланолина и 
50 мг Б Ц Ж ) и эмульсию вводили подкожно в 
область лопатки в несколько приемов кроли-
кам массой 2—2,5 кг. Через 3 нед проводили 
повторную иммунизацию через кровоток триж-. 
ды по 100 мкг антигена черс? день. Через 
10 дней после последней иммунизации отби-
рали кровь. Д л я обнаружения в сыворотке 
крови иммунизированного животного специфи-
ческих антител использовали метод иммуио-
диффузии в 1 % агаре [17] (рис. 1). Д л я изу-
чения интенсивности обновления протеиназы 
вводили [3Н] -лейцин крысам массой 200 г из 
расчета 500 мкКи на животное (удельная ра-
диоактивность 78 мКи/ммоль) . Константы ско-
рости синтеза (К») и деградации (Kri) про-
теиназы и полупериод жизни (Т % ) фермента 
оценивали по методу |11, 18]. Забор брон-
хиального секрета проводили через 1, 2, 3, 4, 
6, 12, 24 и 48 ч после введения [ 3 Н] -лейцина. 
Радиоактивность измеряли с. помощью 
жидкостного сцинтилляционного счетчика 
« M a r k - Ш » . 
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Т а б л и ц а 3 
Протеолитическая а к т и в н о с т ь в надосадках легочной ткани и Б А Л при р а з в и т и и бронхиальной 

а н а ф и л а к с и и 

Условии опыта 

Протеолитическая активность, мкМ на 1 мг белка 

Условии опыта легочная ткань БАЛ Условии опыта 

рН 4 ,0 рН 7,8 рН 4.0 рН 7.8 

К о н т р о л ь 
Б р о н х и а л ь н а я а и аф илаке и я : 

14-й день 
21-й д е н ь 
31-й день 

4 , 2 ± 0 , 1 8 

4 , 7 0 ± 0 , 1 2 * 
4 , 3 6 ± 0 , 2 3 * 
4 , 5 4 ± 0 , 2 5 * 

2,65=1=0,03 

4,66=1=0,18 
6 , 5 8 4 - 0 , 2 
5 , 0 3 ± 0 , 2 5 

21,32=1=0,22 

22,38=1=0,96* 
23,41=1=0,36 
22,3=1=0,63* 

17,21=1=0,33 

25,14=1=1,44 
33,96=1=2,66 
26,97=1=1,15 

П р и м е ч а н и е . З в е з д о ч к а — р > 0 , 0 5 . 

Как видно из табл. 1, активность 
кислых протеиназ в легочной ткани и 
БАЛ почти не изменялась, что указы-
вает на целостность клеток — проду-
центов протеиназ при сенсибилизации 
и анафилаксии. Что касается щелоч-
ных протеиназ, то как в легочной тка-
ни, так и в БАЛ отмечено достоверное 
увеличение их активности по мере раз-
вития патологического процесса. Это 
подтверждается также данными элек-
трофореза в ПААГ (рис. 2). Д л я бо-
лее детального изучения выявленного 
эффекта из БАЛ выделили индивиду-
альную протеиназу и исследовали ее 
физико-химические и биологические 
свойства. 

Электрофоретическая подвижность 
выделенного фермента соответствова-
ла зоне повышенной протеолитической 
активности при анализе БАЛ у крыс 
с бронхиальной анафилаксией (см. 
рис. 2, 3) . 

Исследование протеиназы по разра-
ботанному нами методу из БАЛ у 

16 24 36 44 52 60 68 

Р и с . 2. Э н з и м о г р а м м ы п р о т е и н а з р а з л и ч н ы х 
б и о л о г и ч е с к и х ж и д к о с т е й в 7 ,5 % П А А Г . 
По оси абсцисс — длина геля, мм; по оси ординат: 
протеолитическая активность, мкМ на 1 мг белка. /— 
БАЛ бронхиальной анафилаксии; 2 — БАЛ интакт-
ных крыс; 3 — надосадок легочной ткани при брон-
хиальной анафилаксии; 4 — надосадок легочной тка-

ни интактных крыс. 

крыс с бронхиальной анафилаксией 
показало, что данный фермент активи-
руется в 2 раза по сравнению с нор-
мой на 21-й день развития патологи-
ческого состояния. 

Д л я идентификации выделенной 
протеи [газы проводили ингибиторный 
анализ с использованием как синтети-
ческих, так и природных ингибиторов 
(табл. 2). Как видно, изучаемый фер-
мент является металлонезависимой 
сериновой протеиназой, чувствитель-
ной как к сывороточным, так и к мест-
носинтезируемым ингибиторам. Кроме 
того данная протеиназа имеет боль-
шее сродство к кислотоустойчивому 
ингибитору, выделенному из бронхи-
ального секрета. 

Субстратная специфичность фермен-
та была изучена по отношению к де-
натурированному гемоглобину и к аль-
бумину. Анализ констант Михаэлиса 
(7,64- 10~6 и 4,12- \ 0~5 М соответствен-
но для гемоглобина и альбумина) по-
казывает, что лучшим субстратом для 
данной протеиназы является денатури-
рованный гемоглобин. При изучении 

700 

600 

500 

400 J L J l_ 
8 16 24 36 44 52 60 68 

Рис . 3. Э н з и м о г р а м м а щ е л о ч н о й п р о т е и н а з ы 
из Б А Л в 7 , 5 % П А А Г . 

По оси абсцисс — длина геля, мм; по оси ординат — 
активность фермента, мкМ/мл. / — бронхиальная ана-
филаксия (21-й день сенсибилизации); 2 — интактиые 

крысы. 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние ингибиторов на протеиназу из БАЛ крыс 

Тип ингибитора % ингиби-
рования 

Фепилметилсуль-
фрнилфторид 

п -Хлормеркури-
бепзоат натрия 

Э Д Т А 
Соевый ингибитор 

трипсина 
Сывороточный ин-

гибитор трип-
сина 

Кислотоустойчи-
вый пизкомоле-
к у л я р л ы й ин-
гибитор 

66 

о 

О 

80 

69 

73 

4,8- 10 _ 8 М 

1,35- 10~9М 

действия протеиназы иа некоторые 
синтетические субстраты установлено, 
что фермент не проявлял активности 
по отношению к беизоил-аргииип-эти-
ловому эфиру и ацстил-тирозин-эти-
ловому эфиру — субстратам трипсина 
и химотрипсина. Молекулярная масса 
выделенной протеиназы была опреде-
лена посредством электрофореза в 
ПААГ и оказалась равной 39 кДа 
(рис. 4). 

Выделив индивидуальную протеина-
зу из БАЛ крыс и моноспецифичные 
антитела к ней, мы определили основ-
ные параметры обновления данного 
фермента в бронхолегочном аппарате. 
На рис. 5 показано включение [ 3 Н]-
леицииа в новосинтезироваииую про-
теиназу. Следует отметить, что макси-
мум радиоактивности приходится на 
4 ч после введения изотопа. 

Как видно, из табл. 3, концентра-
ция фермента в БАЛ при бронхиаль-
ной анафилаксии существенно не из-
меняется, а увеличение общей протео-

£дМч 

Рис. 4. Определение 4,8 
молекулярной массы 
протеиназы из Б А Л в 

1 0 % ПААГ. 
1 — каталаза (62,5 кДа); 
2 - t овальбумии (43 кДа); 
3 — протеиназа из БАЛ; 
4 __ трипсин (23,8 к Да); 4,4 
5—цитохром С (12,3 кДа). 

Рис. 5. Скорость 
включения [ 3 Н]-лей-
цина в протеиназу 

Б А Л . 4 0 
По оси абсцисс — прем я 
после введения [3Н]-лей-
цина, ч; по оси ординат— Рис.4 
радиоктивиость, имп/мин 

иа 1 мг белка. 

Т а б л и ц а 3 
Обновление протеиназы из БАЛ интактных и 

подопытных крыс (М ± т) 

Показатели обнов-
ления фермента j Норма 

Бронхиаль-
ная анафи-

лаксия 

Kd. ч - 1 

К я , мкг /мг-ч 
т : , / 2 , Ч 
Е, мкг/мг 

0,018=1=0,001 
2,0=1=0,31 

39,1=1=2,5 
111,7=1=18,1 

0,087=1=0,008 
10,42=1=0,86 

8,3=1=0,86 
119,8=1=10,0 

П р и м е ч а н и е . Е 
мента. 

концентрация фер-

литическои активности осуществляет-
ся, по-видимому, за счет поступления 
в БАЛ новосинтезированной протеина-
зы. Действительно, количество ново-
синтезированного фермента в БАЛ 
крыс с анафилаксией увеличивается в 
5 раз по сравнению с нормой. Избы-
ток протеиназы в определенной мере 
компенсируется значительно меньшим 
временем ее функционирования за счет 
интенсивной деградации фермента. 

Таким образом, нами выделена, очи-
щена и охарактеризована протеиназа, 
активность которой в БАЛ крыс с 
бронхиальной анафилаксией повыше-
на в 2 раза по сравнению с нормой. 
Этот фермент является сериновой 
протеиназой с молекулярной массой 
39 кДа, не содержит металл и не от-
носится к протеиназам типа трипсина 
или химотрипсина. Выделенный фер-
мент сходен с эластазой, продуцируе-
мой в БАЛ полиморфными лейкоци-
тами или альвеолярными макрофага-
ми [15]. 

Широко распространено мнение о 
том, что активация протеолиза при ле-
гочных заболеваниях обусловлена 
трансформацией системы протеина-
за — ингибитор [4, 10, 13]. Вместе с 
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тем выполненное нами исследование 
скоростей синтеза и распада, а также 
времени функционирования индивиду-
альной протеиназы из БАЛ крыс с 
бронхиальной анафилаксией показы-
вает, что существуют иные механизмы 
активации протеолиза при данном па-
тологическом состоянии. 
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P R O T E I N A S E S IN B R O N C H O P U L M O N A R Y 
SYSTEM O F RATS W I T H B R O N C H I A L ANA-

PHYLAXIS 

V. P. Komov, О. M. Spasenkova, M. A. Slrel-
kova 

Chemico-Pharmacolog ica l Ins t i tu te , Len ing rad 

Proteoly t ic act ivi ty w a s s tudied in broncho-
alveolar l avage in dynamics of ra t bronchial 
anaphylax is ; in the disease alkal ine pro te inases 
were act ivated. Physico-chemical proper t ies of 
an a lkal ine prote inase , isolated f rom the ra t 
lavage , were s tudied. Quan t i t a t ive metabolic 
p a t t e r n s of the enzyme metabol ism, involving 
the ra tes of i ts synthes is and decomposi t ion 
as well as a period of the newly synthesized 
protein func t ion ing , were eva lua ted . Under 
condi t ions of bronchial anaphy lax i s the para-
meters of the prote inase tu rnover were al tered 
in b ronchopu lmonary system. 

УДК 616.379-008.64-092.9-07: [616.831-008.64:577.175.82-}-616.831-076.5 :f576.315.42:577.213.3 

Л. В. Архипова, А. В. Куликов, О. Я. Озолинь 

Р Н К - С И И Т Е Р И Р У Ю Щ А Я С П О С О Б Н О С Т Ь Х Р О М А Т И Н А 
М О З Г О В О Й Т К А Н И К Р Ы С С Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы М 

А Л Л О КС А Н О В Ы! М Д И А Б ЕТОМ 

Институт биологической физики А Н СССР, Пущипо 

Вопросы молекулярной патологии 
сахарного диабета и в настоящее вре-
мя остаются недостаточно разработан-
ными. Неясна роль гипоинсулииемии в 
развитии патологических сдвигов в 
ЦНС. Несмотря на то, что исследова-
нию значения инсулина в развитии 
мозга |9, 10, 11] и его участию в ре-
гуляции различных ферментных про-
цессах посвящено значительное число 

работ [6, 12], связь между специфиче-
ской нейрохимической патологией и 
основными процессами синтеза в тка-
ни мозга при диабете продолжает 
оставаться неясной. 

Задачами настоящего исследования 
явились определение уровня иейроме-
диаторов в неокортексе и стволовой 
части мозга и изучение РНК-синтези-
рующей способности хроматина у крыс 
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с экспериментальным аллоксановым 
диабетом (ЛлД) . 

М е т о д и к а 

Реактивами служили норадреиалин (НА) , 
д о п а м и н ( Д А ) , серотонип или 5-окситрипта-
мии (5-OT), АТФ, ГТФ, Ц Т Ф , УТФ (фирма 
«Reahal» , Венгрия) , Ь-3 ,4-дигидроксифеиилала-
иин ( L - Д О Ф А ) , Э Д Т А , трис-HCl, актиномицин 
D, ортофтальдиальдегид (ОФА) , Д И К фа-
га T7, цистеии (фирма «Serva», « B H D » ) ; бы-
чий кристаллический альбумин ( « B H D » ) ; 
-Ч1-ДТФ, 14С-АТФ ( Л М О «Изотоп») , н-бутаиол, 
гептан, НС1, С Н 3 С О О Н , сульфит Na («Реа-
хим») . 

В опытах использовали самцов крыс Ви-
стар, массой 180—200 г. Д и а б е т вызывали 
виутрибрюшииным введением 150 мг/кг аллок-
сангидрата . Появление диабета тестировали 
измерением концентрации глюкозы в моче с 
помощью орто-толуидииового реактива с ре-
гистрацией окраски на спектрофотометре 
СФ-26 при длине волны 600 нм. С о д е р ж а н и е 
глюкозы в моче подопытных животных состав-
л я л о 3000 мг %. 

Определние 5 -ОТ и НА в иеокортексс и 
стволовой части мозга крыс проводили по ме-
тоду [3]. 

Хроматин из мозга крыс выделяли по мето-
д у [7], Р Н К - п о л и м е р а з у из Е. coli с удельной 
активностью 4000 ед. на 1 мг белка в 1 мии 
выделяли по методу |4 ] . Реакционная смесь 
для определения РНК-синтезирующей способ-
ности хроматина объемом 0,2 мл имела 
следующий состав: 0,01 М трис-HCl буфер 
р Н 8,0, с о д е р ж а щ и й 2 ммоль 2-мсркаптоэтано-
ла ; 0,01 М MgCl 2 ; 0,2 М NaCl; 10~4 М Э Д Т А ; 
по 0,2 мМ ГТФ, Ц Т Ф , УТФ; 0,02 мМ [ ; ,Н]-
АТФ (удельная активность 24,8 Ки/мМ) или 
| 1 4 С | - А Т Ф (удельная активность 47 Ки/мМ; 
10 мкг Р Н К - п о л и м е р а з ы из Е. coli. В целях 
изучения влияния катехоламинов и 5 - О Т на 
РНК-синтезирующую способность хроматина в 
пробы добавляли L -ДОФА, ДА, НА и 5-ОТ в 
концентрации 5 - 1 0 ~ 9 М, в отдельные пробы 
0,1 мкг актиномицииа D. Реакцию запуска-
ли добавлением 0,01 мл хроматина 
(или Д Н К ) , с о д е р ж а щ е г о около 10 мкг Д Н К . 
Время инкубации при 37 °С составляло 15 мин. 
Р е а к ц и ю останавливали перенесением проб в 
ледяную баню, д о б а в л я л и 1 мг альбумина, 
2 мл 5 % ТХУ и оставляли па 2 ч при темпе-
ратуре 0—2°С. Отмывку материала от ие-
вкшючившегося меченого нуклеотида проводи-
ли на фильтрах «Сынпор» № 6 20 мл 5 % ТХУ 
и 10 мл 96 % этанола . Радиоактивность под-
считывали на сцинтилляциоином счетчике «Ин-

тертехник» (Франция ) . Все растворы приго-
товляли иа тридистиллироваииой воде. Содер-
ж а н и е белка определяли по Л о у р и [9], Д Н К 
по Д и ш е [5]. 

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

Развитие диабетического синдрома 
у аллоксановых крыс сопровождается 
падением уровня НА в неокортексе и 
стволовой части мозга. Из табл. 1 
видно, что уменьшение НА в коре по 
сравнению с контролем составило 
70 %, в стволовой части мозга — 50 %. 
Измерение содержания 5-ОТ у крыс в 
стадии острого диабета показало зна-
чительное его снижение в неокортек-
се (в среднем па 5 0 % ) . В стволовой 
части мозга достоверных изменений не 
выявлено. 

При исследовании синтеза Р Н К in 
vitro обнаружено, что хроматин ткани 
мозга крыс с аллоксановым диабетом 
обладает повышенной РНК-синтези-
рующей способностью по сравнению с 
хроматином контрольных животных 
(уровень включения [1 4С]-АТФ в 
опытных пробах более чем в 3 раза 
превышает таковой контрольных, 
табл. 2). 

Поскольку при развитии диабетиче-
ского синдрома содержание иейроме-
диаторов катехоламиновой природы в 
мозге крыс снижалось, представлялось 
интересным выяснить, как будут вли-
ять нейромедиаторы, введенные в си-
стему синтеза РНК, на синтез Р Н К . 
Дозу нейромедиатора рассчитывали 
на основании физиологической концен-
трации их в мозге: Ю -8—10~9 М. Ве-
личину радиоактивности Р Н К получа-
ли после вычитания значения радио-
активности проб, инкубированных без 
РНК-полимеразы. Показано, что хро-
матин мозга диабетических крыс ста-
новился менее чувствительным к дей-
ствию иейромедиаторов (табл. 3). Ес-
ли в контроле добавление L-ДОФА, 

Т а б л и ц а 1 

Содержание МА и 5-ОТ в неокортексе и стволовой части мозга крыс с аллоксановым диабетом (мкг 
на 1 г ткани) : Ю - 3 

НА 5-ОТ 
Структура мозга 

контроль острый диабет контроль острый диабет 

Неокортекс / г = 6 
Ствол л = 6 

0 , 1 6 0 ± 0 , 0 0 8 
0,215=1=0,039 

0 , 0 4 5 ± 0 , 0 0 5 * * 
0,100=1=0,02* * 

0,282=1=0,034 
0 , 4 6 0 ± 0 , 0 5 4 

0,143=1=0,026* * 
0 , 4 3 7 ± 0 , 0 3 5 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 3 и 4 одна звездочка — Р < 0,01, две — Р < 0,001; п. — 
число животных. 
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Т а б л и ц а 3 
Активность ДНК-зависимой РНК-полимеразы 
Е. co l i по отношению к различным субстратам 

(ими на 1 мкг Д Н К в 1 мин) 

Субстрат Активность фер-
мента 

Д Н К ф а г а Т17 630 ± 5 2 
Хроматин из мозга кон-

трольных животных 5 5 4 ± 4 0 
Хроматин из мозга 

крыс с аллоксановым 
диабетом 2 5 5 2 ± 8 6 

ДА и НА в концентрации 5 - 10~9 М 
у в ел и ч и в а ет в к л ючен ие [ и С ] - AT Ф 
приблизительно на 40—50 %, то в 
опытных пробах активирующее дейст-
вие медиаторов выражено ие так силь-
но. В данном случае действие добав-
ленных моноамииов, по-видимому, не-
достаточно в силу уже отмеченного на-
ми снижения уровня нейромедиаторов 
в мозге диабетических животных. 
Альтернативным может быть предпо-
ложение о том, что уровень РНК-син-
тезирующей системы в мозге диабети-
ческих крыс максимален и добавление 
активирующих средств оказывается 
менее эффективным. 

Массовый выброс инсулина в кровя-
ное русло, наблюдавшийся в 1-е сутки 
острого экспериментального диабета, 
объясняется разрушением инсулярных 
клеток [1]. В связи с этим можно 
предположить, что усиление активно-
сти РНК-синтезирующей системы, изо-
лированной у аллоксановых крьтс, про-
исходит за счет прижизненного влия-
ния гиперпродукции инсулина. 

Интересно отметить, что 5-ОТ ока-
зывает ингибирующее влияние на 
РНК-синтезирующую способность хро-
матина. Доза экзогенного серотопипа 
5 -Ю" 9 М у интактных животных вы-
зывает снижение включения [1 4С]-АТФ 
на 60—65 %, а у диабетических 
крыс — на 20—25 %. Ингибирующее 
влияние 5-ОТ также можно объяснить 
исходя из определения содержания 

Влияние катехоламинов и 5-ОТ в концентрации 

этого медиатора в мозге диабетиче-
ских крыс. Пониженное его содержа-
ние приводит к меньшему избиратель-
ному эффекту включения [ И С]-АТФ в 
опытных пробах. 

В нейрофизиологической литературе 
в настоящее время разрабатываются 
направления по реципрокному дейст-
вию катехоламииэргической и серото-
нинэргической систем [2]. В наших 
опытах мы показали, что 5-ОТ и НА 
д а ж е на молекулярном уровне прояв-
ляют активность противоположного 
значения: НА активирует, а 5-ОТ ин-
гибирует уровень синтеза РНК. Одна-
ко 5-ОТ как и НА, оказывает мень-
шее влияние на РНК-синтезирующую 
систему диабетических крыс, чем на 
таковую контрольных животных. 

У диабетических крыс обнаружены 
также особенности влияния нейроме-
диаторов на синтез Р Н К в присутст-
вии актииомицина D. Оказалось, что 
добавление актииомицина D снижает 
включение [1 4С]-АТФ в контроле на 
30—35 %, в опытных пробах — на 60— 
65% (табл. 4). Преипкубация хрома-
тина контрольных животных с 
L-ДОФА нивелировала ингибирующее 
влияние актииомицина D па синтез. 
РНК. Однако в случае применения ак-
тииомицина D в РНК-синтезирующей 
системе диабетических крыс его ииги-
бирующая способность при предвари-
тельной инкубации хроматина с 
L-ДОФА частично сохранялась, что 
кажется вполне объяснимым с точки 
зрения патофизиологического состоя-
ния диабетических крыс. 

Исходя из результатов, полученных 
при исследовании РНК-синтезирующей 
способности хроматина мозга крьтс в 
стадии острого диабета, и контроль-
ных животных, можно сделать сле-
дующие выводы: 1) при развитии диа-
бетического синдрома в неокортексе и 
стволовой части мозга уровень НА 
снижается иа 70 и 50 % соответствен-
но, 5-ОТ — на 50 % в неокортексе; 

T а б л и ц а 3 

5 - I 0 - 9 М на синтез Р Н К (в % от контроля) 

Исследуемый материал L-ДОФА 
(5-10"» М) 

ДА 
(10"в М) 

НА 
(1 (Ги М) 

5 - О Т 
(5-10"» М) 

Хроматин мозга контрольных 
животных 

Хроматин мозга крыс с ал-
локсановым диабетом 

138=1=5,3* 

112=1=4,6* 

156=1=8,4** 

95=1=4,1 

148=1=9,2* 

113=1=5,2* 

32 ± 5 , 4 * * 

7 8 ± 5 , 9 * 
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Т а б л и ц а 3 
Влияние L-ДОФА на включение [ Ч С]-АТФ в присутствии актииомицина D (имп на 1 мкг Д Н К в 

1 мин) 

Хроматин из мозга контрольных животных Хроматин из мозга крыс с аллоксановым диабетом 

Интактный 
хроматии 

(контроль) 

Интактный 
хроматин -J-

актиноми-
цин D 

Хроматин после 
20 мин инкубации с 
L-ДОФА-}- актино-

мицин D 

Интактный 
хроматин 

(контроль) 

Интактный 
хроматин -

актиноми-
цин D 

Хроматин после 
20 мин инкубации с 
Ь-ДОФА-| - актино-

мицин D 

5 4 2 ± 2 2 3 8 0 ± 1 3 * * 5 0 7 ± 1 7 2 5 5 2 ± 8 6 1 1 5 3 ± 3 8 * * 1631±43** 

2) острый аллоксановый диабет крыс 
приводит к увеличению РНК-синтези-
рующей способности хроматина по 
•сравнению с контролем; 3) катехол-
амины (L-ДОФА, ДА и НА), активи-
рующие синтез Р Н К in vitro, оказыва-
ют более слабое влияние на синтез 
Р Н К у диабетических крыс; 4) 5-ОТ, 
в норме проявляющий ингибирующее 
действие па синтез Р Н К in vitro, ока-
зывает более слабое ингибирующее 
влияние при проведении эксперимента 
с мозгом диабетических крыс; 5) ин-
гибитор РНК-полимеразы — актино-
мицин D может быть нейтрализован 
L-ДОФА, активирующим в физиологи-
ческих дозах процесс синтеза Р Н К in 
vitro. 

В эксперименте с хроматином, выде-
ленным из мозга диабетических крыс, 
L-ДОФА не проявил в полной мере 
нейтрализующего действия на актино-
мицин D, следовательно последний 
оказывал более сильное ингибирующее 
действие иа активность РНК-синтези-
рующей системы диабетических крыс. 
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RNA S Y N T H E S I Z I N G ABILITY O F BRAIN 
C H R O M A T I N IN RATS W I T H ALLOXANE 

D I A B E T E S 

L .V. Arkhipova, A. V. Kulikov, O. N. Ozolin 

Ins t i tu te of Biological Physics , Academy of 
Sciences of the USSR, Puschino 

Conten t of no rad rena l ine w a s decreased in 
neocortex and bra in stem of r a t brain by 70 % 
and 50 %, respectively, and tha t of seroto-
n i n — by 5 0 % in the neocortex a f t e r deve-
lopment of the diabetic syndrome. At the same 
time, the RNA synthes iz ing abil i ty of brain 
chromat in f rom the exper imenta l an ima l s w a s 
3-fold h igher as compared with controls . Cate-
cholamines (L-DOPA, dopamine , noradrena l ine ) 
ac t iva ted the RNA synthes is in cont ro ls by 
40-50 %, whe rea s in the an ima l s with a l loxane 
d iabe tes the effect w a s dis t inct ly decreased. 
In v i t ro inhibi tory effect of serotonin on the 
RNA synthes is w a s markedly decreased in pre-
p a r a t i o n s of b ra in chromat in f rom diabet ic 
ra ts . Inhibi tory effect of act inornycine D on 
the RNA synthes is w a s neutra l ized completely 
in con t ro l s a f t e r pre incubat ion of the brain 
ch romat in with L-DOPA, while only par t ia l 
inf luence w a s detected in diabetic ra ts . 
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И З У Ч Е Н И Е Ц Е Л О С Т Н О С Т И М Е М Б Р А Н Н Ы Х С Т Р У К Т У Р 
К Л Е Т О К С Е Р Д Ц А П Р И И Ш Е М И И 

Ц Н И Л медицинского института, Каунас 

Митохондрии, выделенные из ише-
мичеекого миокарда, характеризуют-
ся структурными повреждениями их 
внутренней и наружной мембран, по-
вышенной их проницаемостью для про-
тонов (и других ионов) [12] и цито-
хрома с, а также, соответственно, де-
фицитом последнего [1, 2], понижен-
ной активностью сукцинатоксидазной 
системы, которая, однако, практически 
полностью восстанавливается добавле-
нием цитохрома с [1, 2]. Известно, что 
дефицит его может возникнуть при 
выделении митохондрий [13], особен-
но поврежденных ишемией, которые 
являются более хрупкими, нежели кон-
трольные [7]. Поскольку интактная 
наружная мембрана митохондрий не-
проницаема для цитохрома с [13], то 
это явление, очевидно, связано с ее 
повреждением. На основании обнару-
женных электроиио-микроскопически 
in situ ультраструктуриых изменений 
сердечных митохондрий и их мембран 
при ишемии миокарда [3] можно так-
ж е предполагать, что выход цитохро-
ма с из митохондрий возможен уже в 
ишемической клетке, т. е. до их выде-
ления. Изучению этого вопроса и по-
священа настоящая работа. Его реше-
ние является важным для экстраполя-
ции функциональных изменений изо-
лированных из ишемического миокар-
да митохондрий к условиям in vivo. 

М е т о д и к а 

В работе использовали кроликов массой 
2,5—3,5 кг. Перфузию изолированного сердца 
проводили по Лаигендорфу в изометрическом 
режиме модифицированным раствором Тироде 
[10] (144 мМ NaCl, 4 мМ КС1, 1,8 мМ СаС12, 
15 мМ трис-HCl, 5 мМ глюкозы, р Н 7,4), на-
сыщенным кислородом. После вскрытия груд-
ной клетки в левый желудочек сердца вводи-
ли 0,5 мл (2500 Е Д ) гепарина и быстро извле-
кали сердце, натягивали его на конец кашоли и 
закрепляли лигатурой. Затем сердце помещали 
в термостатируемую (37 °С) камеру и в течение 
20 мин промывали оксигсиированным перфу-
зионмым раствором, после чего начинали ре-
циркуляториую перфузию. Контрольную пер-
фузию проводили при давлении 80 см вод. ст., 
ишемическую — при 16 см вод. см. Продолжи-
тельность перфузии 3 ч. В течение всего этого 

периода регистрировали силу и частоту сер-
дечных сокращений, а т а к ж е измеряли скорость 
протока перфузата через сердце, которая со-
ставляла 1 7 ± 1,7 и 1 3 ± 0 , 6 мл/мин в начале и 
после 3 ч контрольной перфузии и 4 , 3 ± 0 , 5 и 
1 ,9±0 ,3 мл/Мин после 0,5 и 3 ч ишемической 
перфузии соответственно. Сила и частота со-
кращений после 3 ч ишемической перфузии изо-
лированного сердца уменьшилась на 66 и 92 %• 

Псрфузат для спектрофотометрических ис-
следований в объеме 50 мл забирали через 0,5, 
1 и 3 ч после начала процесса и концентриро-
вали в лиофилизаторе TG 54 (VEB Hoch 
Vakkuum, Г Д Р ) при температуре от — 3 0 ° С д о 
0°С (16 ч) и затем от 0°С до + 1 5 °С (8 ч). 
При таком режиме лиофилизации спектры 
стандартов цитохрома с и миоглобина не из-
менялись. Полученные лиофилизаты растворяли 
в 5 мл перфузиоиного раствора и после добав-
ления нескольких зерен дитиоиита регистриро-
вали спектры абсорбции в интервале 400— 
500 им на двухлучевом — двухволиовом спек-
трофотометре (Hitachi 557, Япония) . По вели-
чине абсорбции при 420 им судили о суммар-
ном содержании гемопротсидов — цитохрома с 
и миоглобина, так как в этих условиях цито-
хром с и миоглобин не разделяются (рис. 1). 
При регистрации производных спектров четвер-
той степени эти гемопротеиды хорошо разде-
лялись в отдельные пики с максимумами при 
418 и 434 им соответственно. Скорость ска-
нирования — 30 нм/мии, щель — 2 им, шаг 
дифференциации (ДХ) — 10 им, оптический путь 
кюветы — 10 мм, температура — 37 °С 
(см. рис. 1). О содержании цитохрома с имио-
глобина судили по ДА амплитуд производных 
спектров. Концентрацию цитохрома с в перфу-

I 

А 

]я=0.04 

я--о,о г 

Рис. 1. Спектры восстановленных митохонд-
риальных цитохромов ( / , 2) и их произ-
водные спектры четвертой степени (3) после 
3-часовой перфузии контрольного (/) и ише-
мического ( / / ) изолированного сердца кро-

лика. 
Здесь и на рис. 2 по оси абсцисс — длина полныг 
(в им); по оси ординат — оптическая плотность. 
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зато (в нг/мл) после восстановления дитиони-
том измеряли т а к ж е в двухволновом режиме 
(413—443,6 им). Пару указанных воли подо-
брали опытным путем, для чего использовали 
цитохром с и миоглобин (Ссрва, Ф Р Г ) ; в этих 
условиях последний ие мешал измерению кон-
центрации цитохрома с, которую определяли 
по калибровочной кривой. 

Митохондрии выделяли методом дифферен-
циального центрифугирования в среде, содер-
ж а щ е й 180 мМ КС1, 2 мМ ЭДТА, рН 7,0 (до-
ведено добавлением трис-ОН) и суспендирова-
ли в той ж е среде. Скорость окисления сукци-
ната (20 мМ) измеряли полярографически при 
37 °|С с электродом типа Кларка в среде, со-
д е р ж а щ е й 150 мМ КС1, 5 мМ К Н 2 Р 0 4 , 10 мМ 
трис, 1,25 мМ MgCl 2 , 2 мкМ ротеноиа, 
р Н 7,2. Концентрация белка митохондрий — 
0,5 мг/гл, A D P — 2 мМ, цитохрома с — 
30 МкМ. 

Количественный состав цитохромов в мито-
хондриях измеряли спектрофотометрически при 
37 °С в среде 150 мМ КС1, 5 мМ К Н 2 Р 0 4 , 
10 мМ трис-HCl, содержащей 0,1 % тритон 
Х-100 и 50 % глицерин. Цитохромы восста-
навливали дитионитом. Концентрация белка 
митохондрий — 1 мг/мл, оптический путь кюве-
т ы - 10 мм. Производные спектры четвертой 
степени митохондриальных цитохромов регист-
рировали как описано выше. Белок определяли 
как описано ранее [4]. 

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

Известно [6, 8], что в первые часы 
инфаркта миокарда в сыворотке крови 
и моче появляется миоглобин. Это 
указывает на повреждение клеточных 
мембран. Однако исследований выхо-
да из клеток цитохрома с мы не встре-
тили. Учитывая тот факт, что при 
ишемии миокарда усиливается гидро-
лиз митохондриальных фосфолипидов 
[5] и нарушается целостность наруж-
ной мембраны митохондрий [3], мож-
но было ожидать и потерь цитохрома 
с митохондриями ишемических клеток. 

Из данных, приведенных иа рис. Г 
и в табл. 1, видно, что при перфузии1 

ишемического изолированного сердца 
кролика прогрессивно увеличивается 
абсорбция перфузата при 420 нм, ука -
зывающая на появление в нем и по-
степенное увеличение содержания ге-
мопротеидов — миоглобина и (или) ци-
тохрома с. Из производных спектров^ 
четвертой степени (см. рис. 1) и дина-
мики величины амплитуд пиков с 
максимумами при 418 и 434 нм (см. 
табл. 1) следует, что при ишемической 
перфузии сердца в перфузате увеличи-
вается концентрация обоих гемопро-
теидов — цитохрома с и миоглобина 
соответственно, но последнего — более-
значительно. При измерении в перфу-
зате абсолютного содержания цито-
хрома с, выраженного в ианограммах 
па 1 мл перфузата и в наномолях на 
1 г сердечной ткани, двухволновым ме-
тодом (413—443,6 нм) обнаружена та 
же тенденция изменений. Следует от-
метить, что выход цитохрома с из сер-
дечных клеток в перфузат имел место-
и при аэробной перфузии сердца, но в. 
данном случае он был менее выражен-
ным, чем при ишемии, и практически 
не увеличивался после 0,5 ч перфузии.. 
Это же относится и к миоглобину. 

Анализ производных спектров чет-
вертой степени восстановленных цито-
хромов изолированных митохондрий 
показывает (табл. 2, рис. 2), что после 
3-часовой перфузии сердца при ише-
мии значительно (иа 5 0 % ) снижается: 
только характерная для цитохромов 
С+С| амплитуда пика с максимумом 
при 546 нм. В результате этого соотно-

T а б л и ц а I 

Влияние ишемии на выход цитохрома с и миоглобина из изолированного сердца кролика в перфузат 

Условия и длитель-
ность перфузии, г 

Оптическая 
плотность пер-

фузата при 
420 им 

ДА амплитуд производных чет-
вертой степени спектрон гемо-

протеидов перфузата Цитохром с 
в перфузате, 

нг/мл 

Выход цитохро-
ма с в перфузат Условия и длитель-

ность перфузии, г 

Оптическая 
плотность пер-

фузата при 
420 им цитохром с 

(41 8 — 409) 
миоглобин 
(434 — 444) 

Цитохром с 
в перфузате, 

нг/мл 
из сердечной 

ткани, нмоль/г 

Контроль, 0 ,5 
Ишемия, 0 ,5 
Контроль, 1 
Ишемия, 1 
Контроль, 3 
Ишемия, 3 

0 , 0 0 9 + 0 , 0 0 1 
0,016=1-0,005 
0 , 0 0 9 + 0 , 0 0 1 
0 , 0 2 1 + 0 , 0 0 4 * 
0 ,011+0 ,001 
0 , 0 4 9 + 0 , 0 1 2 * 

0 , 0 1 4 + 0 , 0 0 2 
0 , 0 3 1 + 0 , 0 1 1 
0 , 0 1 7 + 0 , 0 0 2 
0 ,026+0 ,011 
0 , 0 1 6 + 0 , 0 0 2 
0 , 0 4 8 + 0 , 0 0 7 * 

0 , 0 2 2 + 0 , 0 0 4 
0 ,044+0 ,011 
0 , 0 2 2 + 0 , 0 0 3 
0 , 0 6 3 + 0 , 0 1 8 * 
0 , 0 2 6 + 0 , 0 0 4 
0 , 1 8 5 + 0 , 0 5 5 * 

4 1 + 6 
5 4 + 2 0 
5 0 + 9 
7 4 + 2 2 
5 4 + 1 1 

118+14* 

0 , 2 5 + 0 , 0 6 
0 , 2 8 + 0 , 0 8 
0 , 3 1 + 0 , 0 9 
0 , 3 7 + 0 , 0 9 
0 , 3 2 + 0 , 0 9 
0 , 6 4 + 0 , 0 7 * 

П р и м е ч а н и е . Оптическую плотность перфузата измеряли при 420 нм (см. рис. 2), произ-
водные спектры четвертой степени гемопротеидов перфузата показаны на рис. 2. Здесь и в табл . 
2 и 3 звездочка—статистически достоверные различия по сравнению с контролем. ДА вычисляли 
из производных спектров четвертой степени. Здесь и в табл. 2 первое число в скобках указывает 
максимум, второе — минимум амплитуды (в нм). Число опытов в контроле — 5, при и ш е м и и — 4 . 
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Т а б л и ц а 2 
Влияние ишемии миокарда на количественный состав цитохромов в изолированных митохондриях 

сердца кролика 

ЛЛ амплитуд производных спектров четвертой степени 
Условия и длитель- Число 

ность перфузии, ч опытов а b с + с, ность перфузии, ч 
( 6 0 0 — 61 1) ( 5 5 8 - 5 6 6 ) ( 5 4 6 — 553) 

Контроль, 3 6 0 , 1 3 0 + 0 , 0 0 4 0 , 1 1 5 + 0 , 0 1 7 0 , 1 1 4 + 0 , 0 1 4 0 , 8 7 + 0 , 0 9 
.Ишемия, 3 4 0 , 1 1 6 + 0 , 0 0 2 0 , 1 1 2 + 0 , 0 1 1 0 , 0 5 7 + 0 , 0 1 2 * / 0 , 4 9 + 0 , 1 1 * 

П р и м е ч а и и е. ДА даны для проб при содержании митохондрий 1 мг белка в 1 мл. 

шение амплитуд пиков цитохрома с + 
—|— о 1 и цитохрома а (600 нм) уменьша-
ется в сходной степени — на 4 4 % . По-
скольку ранее нами было показано 
[2], что после 2-часовой тотальной 
ишемии миокарда кролика в изолиро-
ванных митохондриях сердца снижает-
ся только количество цитохрома с, то 
«с достаточной уверенностью можно 
полагать, что уменьшение амплитуды 
пика цитохромов c - f - C i в данных экс-
периментах отражает уменьшение со-
держания цитохрома с в митохондри-
ях. В связи с этим следует отметить, 
что в условиях наших измерений ве-
личина амплитуды пиков цитохромов 
была пропорциональна содержанию 
митохондрий или добавленного цито-
хрома с. Результаты полярографиче-
ского исследования функциональной 
.активности митохондрий находятся в 
согласии с измерениями в них содер-
жания цитохромов. Как видно из 
табл. 3, после 3-часовой перфузии изо-
лированного сердца при ишемии ско-
рость дыхания митохондрий с сукци-
натом в состоянии 3 в среде без цито-

Рис. 2. Спектры восстановленных гемопротеи-
дов (миоглобин и цитохром с) перфузата 
( / ) и их производные спектры четвертой 

степени (2) после 3-часовой перфузии конт-
рольного (/) и ишемического ( I I ) изолиро-

ванного сердца кролика. 

£2 

хрома с снижается, а в среде с цито-
хромом с не изменяется. Снижение со-
держания последнего в митохондриях 
при ишемии миокарда приводит также 
к более выраженной (иа 4 3 % ) по 
сравнению с контролем активации 
дыхания в состоянии 3 экзогенным ци-
тохромом с. Следовательно, эти дан-
ные указывают иа повреждение на-
ружной мембраны ишемических мито-
хондрий и обусловленное этим увели-
чение в них недостатка цитохрома с. 
Как и при тотальной ишемии миокар-
да [1, 2], при перфузии ишемическо-
го изолированного сердца наблюдает-
ся увеличение скорости окисления сук-
цииата митохондриями в отсутствие 
ADP и снижение дыхательного конт-
роля, что указывает на увеличение 
протонной проводимости внутренней 
мембраны и разобщение окислительно-
го фосфорилироваиия. Таким образом, 
цитохром с выходит как из митохонд-
рий, так и из клеток ишемического 
перфузируемого сердца. Это является 
свидетельством весьма раннего (0,5 ч) 
повреждения наружной мембраны ми-
тохондрий in situ и сарколеммы, кото-
рое электронно-микроскопически уда-
ется обнаружить позднее [3, 11]. Сле-
дует, однако, отметить, что потеря ци-
тохрома с клетками сердца, и, следо-
вательно, митохондриями in situ неве-
лика, и, по нашим расчетам, после 3 ч 
перфузии ишемического сердца состав-
ляет лишь около 3—4 % от его содер-
жания в сердечной ткани (при расче-
тах принимали, что 1 г влажной тка-
ни сердца содержит 16—20 наномолей 
цитохрома с) [9]. По данным же спек-
троскопических и полярографических 
исследований изолированных мито-
хондрий, она явно выше (см. табл. 2 
и 3). По-видимому, митохондрии теря-
ют больше цитохрома с при их выде-
лении, чем in situ. Если это действи-
тельно так, то обнаруженное при ише-



Т а б л и ц а 3 
Влияние ишемии и цитохрома с на окисление сукцината в митохондриях, выделенных из перфузи-

рованного сердца кролика 

д. 
ri 

/словия и 
1ительность 
ерфузии, ч 

Число 
опы-
тов 

v 2 v 3 VC
2 v 3 / v 2 V3/V3 

Недостаток 
цитох романс. 0/ /о 

К о 
Иц 

нтроль, 3 
|1емия, 3 

6 
5 

7 7 ± 5 
97=1=6* 

2 8 8 ± 3 2 
216=1=41 

21 l=t Ю 
3 4 6 ± 2 1 * 

471 ± 3 8 
4 8 7 ± 5 8 

3 , 7 4 ± 0 , 2 8 
2 , 1 6 ± 0 , 2 9 

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

3 9 ± 2 , 6 
55±3 ,4 : , : 

П р и м е ч а и и е. V 2 и V:$ — скорости дыхания до и после добавления ADP, V3 — то ж е , 

но в среде с цитохромом с. Va/V2 — дыхательный контроль по Ларди, V3/V3 — кратность активации 

дыхания митохондрий цитохромом с. Недостаток цитохрома с = (1 — Vg/Vg)-100. 

мин снижение активности сукципаток-
сидазы следовало бы объяснить поте-
рей цитохрома с, возникающей глав-
ным образом при выделении мито-
хондрий. В связи с этим следует отме-
тить, что оцениваемая по выходу в 
перфузат потеря митохондриями цито-
хрома с и убыль их функциональной 
активности in situ может быть зани-
женной, поскольку не исключено, что 
некоторая часть диссоциированного от 
внутренней мембраны цитохрома с не 
выходит из клетки и содержится в 
межмембранном пространстве мито-
хондрий и (или) в цитозоле. В свою 
очередь появление цитохрома с в пер-
фузате во время ишемической перфу-
зии изолированного сердца или в дру-
гих условиях может служить показате-
лем повреждения сарколеммы и иа-
ружной мембраны митохоидрий. 
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THE STATE O F H E A R T C E L L S M E M B R A N E 
S T R U C T U R E S IN I S C H E M I A 

A. I. Dagis, A. I. Toleykis, A. K. Prashkyavi-
chus 

Medical School, K a u n a s 

Under condi t ions of perfus ion of isolated 
rabbi t hea r t in aerobic medium and, especially, 
du r ing ischemia, cytochrome с w a s l iberated 
f rom hear t cells into per fusa te , thus ind ica t ing 
tha t in tegr i ty of mi tochondr ia l outer m e m b r a n e 
and of cell m e m b r a n e w a s impaired. In situ 
developed deficiency of cytochrome с w a s dis-
t inct ly less as compared with isolated mito-
chondria ( 5 0 % , 3hrs per fus ion in i schemia) , 
which appea r s to occur in response to u l t ra-
s t ruc tura l impa i rments of mi tochondr ia a r i s i n g 
du r ing their isolation and to other reasons . 
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Определение изоферментов кре-
атинфосфокиназы (КФК) в сыворот-
ке крови в настоящее время находит 
все более широкое применение в диа-
гностике инфаркта миокарда, череп-
но-мозговых травм, злокачественных 
новообразований желудка, мозга, 
легких и других заболеваний [1, 2, 
4, 7, 9, 11]. 

Разработаны различные методы по 
определению изоферментов КФК в 
сыворотке крови: электрофоретиче-
ский; метод, основанный на ингибиро-
вании субъединиц соответствующими 
антителами; метод, использующий 
разделение изоформ с помощью 
ДЭАЭ-сефадекса и др. Каждый из 
этих методов имеет недостатки, сдер-
живающие широкое распространение 
их в клинической энзимодиагностике. 
Основными из них являются слож-
ность и большая стоимость компонен-
тов сопряженной реакции, необходи-
мой для определения активности, на-
личие специального оборудования в 
случае электрофоретического опреде-
ления изоформ [10, 14, 15, 17, 18]. 
Наиболее перспективными в отноше-
нии чувствительности, специфичности, 
простоты и стоимости сейчас стано-
вятся иммуноферментные методы. 

Учитывая важность создания удоб-
ного и простого метода по определе-
нию изоферментов КФК, нами были 
начаты работы по созданию иммуно-
ферментного метода анализа изофер-
мента MB на основе антител, полу-
ченных к изоферментам КФК свиньи 
(MB и ВВ) . Высокая степень гомо-

логии между КФК человека и свиньи 
позволяет рассматривать креатиифос-
фокиназу свиньи не только как до-
ступный материал для анализа, но и 
как антиген для получения аитисыво-
гротки, реагирующей с соответствую-
щими изоферментами КФК человека 
[12]. 

В связи с необходимостью созда-
ния и м м у н о ф е р м е н т н о г о анализа по-
требовалась разработка методики вы-
деления ВВ изофермента К Ф К 
свиньи высокой степени очистки, по-

скольку к настоящему времени раз-
работан лишь метод выделения ММ 
изофермента КФК свиньи [16]. 

Предлагаемый способ очистки изо-
фермента ВВ из мозга свиньи осно-
ван на традиционных методах фрак-
ционирования макромолекул (осаж-
дение сульфатом аммония, ионооб-
менная хроматография, адсорбцион-
ная хроматография на гидроксиапа-
тите) и может быть использован в 
промышленном производстве, так как 
процент выхода фермента достаточно 
велик (около 5 0 % ) и большинство 
используемых реактивов могут быть 
заменены иа отечественные аналоги. 

Препаратами очищенного изофер-
мента КФК свиньи иммунизировали 
кроликов и получили моноспецифи-
ческие антисыворотки к КФК свиньи, 
что подтверждает высокую степень 
очистки фермента. 

М е т о д и к а 

В работе использовали отечественные реак-
тивы марки ос. ч., ДЭАЭ-целлюлозу («What-
man», Англия), гидроксиапатит, ЭДТА в виде 
динатриевой соли, 2-мсркаптоэтанол, сульфат 
аммония («BDIT Chemicals Ltd.», Англия), 
трис, акриламид, («Reanal», Венгрия), 2-ме-
тилеи-бис-акриламид, ТЭМЭД, агарозу («Scr-
va», Ф Р Г ) . 

Д л я очистки КФК из мозга свиньи исполь-
зовали следующие растворы: № 1—0,01 М 
КС1, содержащий 0,001 М ЭДТА, 0,01 М 2-мер-
каптоэтанол рН 7,0, буфер № 2 — 0,005 М 
трис-HCl, содержащий 0,01 М 2-меркапотоэта-
нол рН 8,5, буфер № 3 — 0,01 М N a 2 H P 0 4 
N a H 2 P 0 4 с 0,01 М 2-меркаптоэтанола рН 6,7, 
буфер № 4 — 0,01 М N a 2 H P 0 4 — N a H 2 P 0 4 с 
0,01 М 2-меркаптоэтанола рН 7,0. Концентра-
цию белка определяли по методу Лоури [13]. 

Активность КФК измеряли на приборе 
«Enzimat» («Adproducts», Италия) при 340 им, 
используя наборы для определения активности 
КФК («Boehringer Manheim», Австрия). 

Электрофорез в 7,5 % ПААГ рН 8,9 прово-
дили на приборе фирмы «Pharmacia Fine 
Chemicals» (Швеция) . Пластины геля окраши-
вали в течение 30 мин 0,25 % раствором ку-
маси бриллиантового синего G-250 («Serva», 
ФРГ) в 1 0 % СНзСООЫ. Полную отмывку 
фона проводили на приборе фирмы «Pharmacia 
Fine Chemicals» с использованием раствора 
СНзСООЫ — С 2 Н 5 ОН — Н 2 0 ( 3 : 1 : 6 объемные 
части). 
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Очистка К Ф К (ВВ-изоформы) из мозга свиньи (1 кг) 

Стадия очистки Белок, г Общая ак-
тивность. Е 

Удельная 
активиость, 

Е/м г 
Степень 
очистки Выход, % 

Экстракт 
Осаждение ацетатом магния, 

40% сульфатом аммония 
Высаливание 60% сульфатом 

аммония 
Ионообменная хроматография 

иа ДЭАЭ-целлюлозе (1) 
То же (И) 
Адсорбционная хроматография 

на гидроксиапатите 
Концентрирующий диализ 

10,66 

9,49 

2,89 

0,530 
0,131 

0,084 
0,084 

126,189 

118,695 

109,230 

95,860 
93,740 

64,200 
64,200 

11,84 

12,51 

37,80 

180,87 
715,57 

764,29 
764,29 

1,0 

1,06 

3,19 

15,28 
60,43 

64,55 
64,55 

100 

94,1 

86,56 

75,93 
74,29 

50,88 
50,88 

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

В процессе разработки метода бы-
ли опробованы гель-фильтрация на се-
фадексе G-200, аффинная хромато-
графия на Ыие-сефарозе, ионнообмен-
ная хроматография на фосфоцеллю-
лозе [3, 6, 8] , однако хороших ре-
зультов достичь не удалось. 

Результаты выделения и очистки 
изофермента КФК из мозга свиньи 
приведены в таблице. Д л я выделения 
КФК использовали ткань мозга мас-
сой 1 кг. Весь процесс выделения про-
водили при температуре 4°С. 

Мозговую ткань свиньи гомогенизи-
ровали при 3000 об/мин в течение 
5 мин в буфере № 1 ( 1 : 2 , масса/ 
объем). Экстракт мозга свиньи полу-
чали после центрифугирования при 
22 ООО g в течение 30 мин. 

Первым стандартным этапом очист-
ки являлось осаждение балластных 

Е/мл Е> 280 
7 ООО -

/ 
800 / 800 

2.5 

А 
\ 

600 _ / / / < 600 
2,0 // / JL / 

400 
2 у 4 у / / , is / f , is / / / / / / 

200 
~ 1.0 - / 7 

/ г / / / / У \ \ \\ \ I .1 

0,5 

0.4 

0.3 

0,2 

0.1 

веществ 0,07 М ацетатом магния при 
рН 8,9 [3, 6, 8, 16]. Затем проводи-
ли дробное высаливание сульфатом 
аммония. Белок, полученный при 
$0—60 % насыщения соли, использо-
вали для дальнейшей очистки. 

Полученные белковые фракции 
диализовали против буфера № 2 
(1 : 20) и наносили на колонку 3,7Х 

|Х57 см с ДЭАЭ-целлюлозой, пред-
варительно уравновешенную тем же 
буфером. После нанесения раствора 
колонку промывали 1 л буфера № 2 
с добавлением 0,1 М NaCI со ско-
ростью 100 мл/ч. Элюцию КФК прово-
дили градиентом моляриости NaCI 
(0,1—0,5 М) со скоростью 40 мл/ч 
(рис. 1). Оптическую плотность выхо-
дящих фракций контролировали при 
помощи оптического денситометра 
«Uvicorcl II» (LKB, Швеция) при 
280 нм. Элюированный фермент со-
бирали по фракциям объемом 15 мл 
и подвергали электрофоретическому 
и энзиматическому анализам. 

Хороших результатов удалось до-
стичь при использовании повторной 
ионообменной хроматографии иа 
ДЭАЭ-целлюлозе при изменении 
условий. Д л я этого колонку 3,8X 
Х35 см уравновешивали буфером 

5 10 15 РО 25 30 

Рис. 1. Ионообменная хроматография белко-
вой фракции, полученной при 40—60 % на-
сыщении сульфатом аммония, на колонке с 

ДЭАЭ-целлюлозой. 
Здесь и иа рис. 2 по оси абсцисс — номер фракции 
от начала линейного градиента NaCI; по оси ординат: 
<лева —'.активность КФК и единицах на I мл (I) и 
ьелпчина оптической плотности при Е2во (2). справа — 
концентрация NaCI, М. Пунктир — градиент концен-

трации NaCI. 

5 10 15 2025 30 35404550 

Рис. 2. Рехроматография препарата К Ф К па 
колонке с ДЭАЭ-целлюлозой. 
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Е/мл E28Q 

300-0,4 V / f \ 

200-°'3 Ц 4 ^0,20 
02 - J - 0,15 

1 0 0 - 0 1 

L^ I I I ^ I | 0,01 
10 20 30 40 SO 60 

Рис. 3. Хроматография препарата К Ф К на 
гидроксиапатите. 

По оси абсцисс: номер фракции от начала линейного 
градиента фосфатного буфера; по оси ординат: сле-
па — активность КФК в единицах на 1 мл (1) и ве-
личина оптической плотности при Еаво (2), справа — 
концентрация фосфатного буфера, М. Пунктир — гра-

диент концентрации фосфатного буфера. 

№ 3 и наносили отдиализованный 
против этого буфера фермент. Элю-
цию проводили градиентом молярно-
сти NaCI (0,1—0,4 М) со скоростью 
40 мл/ч. Результаты типичного экспе-
римента представлены па рис. 2. Вви-
ду некоторых специфических особен-
ностей КФК из мозга свиньи (каль-
ций является обратимым ингибитором 
КФК [5] для дальнейшей его очист-
ки был использован метод адсорбци-
онной хроматографии на гидрокси-
апатите, который ранее при очистке 
КФК не применяли. Эту стадию 
очистки проводили на колонке 3,4Х 
Х35 см. Отобранные по активности 
фракции, отдиализованиые против бу-
фера № 4, наносили на колонку с гид-
роксиапагитом со скоростью 20 мл/ч. 
Элюцию фермента проводили гради-
ентом моляриости N a 2 H P 0 4 
N a H 2 P 0 4 буфера (0,01—0,2 М) при 
постоянном значении рН 7,0 с добав-
лением 0,01 М 2-меркаптоэтаиола 
(рис. 3). Элюированный фермент со-
бирали по фракциям объемом 6 мл 
и анализировали. При электрофорезе 
препарата, полученного после хрома-
тографии на гидроксиапатите, обна-
руживалась одна белковая зона, со-
ответствующая ВВ изоферменту КФК 
свиньи. 

Необходимость введения стадии 
хроматографирования на гидроксиа-
патите была обусловлена тем, что 
после очистки на ДЭАЭ-целлюлозе 
препарат КФК содержал несколько 
минорных белков, которые не удава-
лось отделить пи гель-фильтрацией 
на сефадексе G-200, ни аффинной 
хроматографией на Ыие-сефарозе, ни 
ионообменной хроматографией на 
фосфоцеллюлозе. Полученный гомо-

генный препарат КФК диализовалм 
против буфера №>4 в целях устране-
ния ингибирующего действия ионов 
кальция и концентрировали для по-
следующего хранения против насы-
щенного раствора сульфата аммония 
рН 7,5, содержащего 2-меркаптоэта-
и о л . 

В результате выделен ВВ изофер-
мент КФК со степенью очистки в 
65 раз, при этом выход фермента со-
ставлял 51 % от первоначального, 
удельная активность, определяемая с 
помощью набора «СК NAC akt.» 
фирмы «Boehringer Mannheim» 
(Австрия), составила 764 Е на 1 мг 
белка. 

С помощью полученного препарата 
проводили иммунизацию кроликов 
(вводили подкожно от 1 до 4 мг фер-
мента в 0,5 мл раствора вместе с 
0 .5 .мл полного адъюванта Фрейнда; 
инъекции повторяли 3 раза через 
7—10 дней). Полученная антисыворот-
ка образовывала одну полосу преци-
питации с частично очищенным экст-
рактом мозга свиньи. 

Таким образом, предложенный ме-
тод позволяет получить высокоочи-
(Щенный активный препарат ВВ изо-
фермента КФК в сравнительно корот-
кий срок с помощью (в основном) 
доступных реактивов. 
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С О О Т Н О Ш Е Н И Е Э Н Е Р Г Е Т И Ч Е С К О Г О О Б М Е Н А , С О Д Е Р Ж А Н И Я 
Na+ и К ь , А К Т И В Н О С Т И Na, К - А Т Ф А З Ы В Э Р И Т Р О Ц И Т А Х 

С ИХ О Б Ъ Е М О М И Ф О Р М О Й В У С Л О В И Я Х П Е Р Е Г Р Е В А Н И Я 
О Р Г А Н И З М А 

Смоленский медицинский институт 

Одним из неблагоприятных физиче-
ских факторов, часто воздействую-
щих на организм человека, является 
высокая температура окружающей 
среды. Перегреванию подвергаются 
значительные массы людей как в свя-
зи с естественными природно-клима-
тическими особенностями, так и в 
процессе производственной деятель-
ности [7, 8, 19, 20, 22, 25]. Воздейст-
вие на человека высокой температу-
ры внешней среды, особенно при на-
личии других неблагоприятных усло-
вий, может привести к различным 
тепловым повреждениям [26], край-
ним проявлением которых является 
тепловой удар. 

Нарушения функций различных си-
стем и органов, отмечаемые в усло-
виях гипертермии, в значительной ме-
ре зависят от состояния крови, ее 
физико-химических свойств, состава, 
возможности клеточных элементов, в 
первую очередь эритроцитов, выпол-
нять свои функции в условиях пере-
гревания организма. 

Нам представлялось важным изу-
чить в эксперименте на животных со-
отношение между состоянием энерге-
тического обмена, уровнем натрия и 
калия, активностью Na, К-АТФазы в 
эритроцитах с измением их объема и 
формы при перегревании животных 
до состояния теплового удара. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили па 80 белых крысах 
обоего пола массой 140—180 г. Перегревание 

животных осуществляли в воздушном термо-
стате с естественной вентиляцией при темпе-
ратуре 44—45 °С и относительной влажности 
30—40 %. Методика перегревания животных 
и характеристика теплового удара описаны 
ранее [4]. Результаты экспериментов обраба-
тывали статистически с использованием крите-
рия Фишера—Стыодеита . Учитывая значитель-
ное изменение гемокоицентрации в условиях 
перегревания организма, все показатели пере-
считывали на единицу массы гемоглобина. 

Содержание АТФ в эритроцитах определя-
ли, используя наборы реактивов ("Boehr inger 
Mannhe im" , Ф Р Г ) . Состояние гликолиза оце-
нивали по приросту молочной кислоты [3]. 
Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогсназы 
(Г-6-ФДГ) определяли по унифицированной 
методике [13]. Об активности Na, К-АТФазы 
судили по количеству неорганического фосфа-
та, отщепленного от АТФ за 1 ч. Неорганиче-
ский фосфат определяли по методу [21] в мо-
дификации [24], содержание в эритроцитах и 
плазме ионов калия и натрия — методом 
пламенной фотометрии [6]. Д л я определения 
относительного объема эритроцитов нами был 
предложен (совместно с Н. М. Стунжасом) 
простой и доступный способ (заявка на изо-
бретение в Госкомизобретсний, приоритетная 
справка № 3870749/14) с использованием по-
ристых фильтров. Диаметр эритроцитов опре-
деляли с помощью газового лазера ЛГ-75 
[10]. Содержание гемоглобина определяли по 
методу [ 1]. 

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

Важным энергетическим процессом 
в эритроцитах является гликолиз. 
В ряде работ ,[5, 12] отмечено при 
перегревании организма усиление 
процессов гликолиза в других тканях 
(мозг, миокард, скелетные мышцы). 
Данные наших исследований показа-
ли, что на высоте теплового удара ии-
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Т а б л и ц а 1 
Интенсивность гликолиза, активность Г-6-ФДГ 

и уровень АТФ 

Показатель Контроль Тепло»ой удар 

Интенсив-
ность гли-
колиза , 
мкмоль лак-
тата на 1 г 
Mb 0,94=1=0,03 (10) 0,66=1=0,02 (9) 0,94=1=0,03 (10) 

/><0,001 
Активность 
Г-6 -ФДГ, 
ME на 1 г 
НЬ 5 , 1 ± 0 , 1 7 (11) 4 , 3 ± 0 , 2 9 (12) 5 , 1 ± 0 , 1 7 (11) 

/?<() , 01 
Уровень 
А Т Ф , 
мкмоль на 
1 г НЬ 5,28=1=0,18 (10) 3,52=1=0,12 (10) 5,28=1=0,18 (10) 

/><0,001 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2, 3 
представлены средние арифметические величи-
ны =fc средние ошибки средних арифметических. 
В скобках — число опытов. 

тенсивность гликолиза в эритроцитах 
существенно снижается (табл. 1). 

Другим важным для эритроцитов 
процессом обмена является пентозо-
фосфатный путь расщепления угле-
водов. В условиях снижения интен-
сивности гликолиза возможно повы-
шение роли этого процесса как источ-
ника энергии. Данные наших исследо-
ваний (см. табл. 1) показывают, что 
при перегревании животных до состо-
яния теплового удара активность 
ключевого фермента пентозо-фосфат-
ного пути расщепления углеводов 
Г-6-ФДГ существенно снижается. 

Ф акт с н и ж е н и я энергопродуцир у -
ющих процессов в эритроцитах в 
условиях перегревания организма до 
состояния теплового удара предпола-
гал уменьшение уровня АТФ в этих 
клетках. Снижение уровня АТФ при 
перегревании в других тканях (мозг, 
печень, скелетные мышцы) отмечено 
многими авторами [2, 17, 231. Нашн 
эксперименты показали, что уровень 
АТФ в эритроцитах животных, пере-
гретых до теплового удара, сущест-
венно снижался (см. табл. 1). 

Однако содержание АТФ зависит 
не только от его продукции, но и от 
процессов утилизации АТФ в клетке. 
В связи с этим представлялось важ-
ным исследовать активность Na, 
К-АТФазы эритроцитов. Действие 
указанного фермента определяет ути-
лизацию более половины энергии 
всей массы АТФ клетки [9]. Резуль-
таты исследований показали 
(табл. 2), что активность Na, К-
АТФазы эритроцитов на высоте теп-
лового удара значительно снижалась, 
*ITO можно рассматривать, с одной 
стороны, как результат повреждаю-
щего действия тепла, а с другой, воз-
можно, как компенсаторную реакцию 
организма, направленную на сохране-
ние уровня АТФ в клетке и снижение 
теплопродукции | 18]. 

Изменение активности Na, К-АТФа-
зы эритроцитов не могло ие сказать-
ся на содержании натрия и калия в 
эритроцитах, поскольку перенос 
ионов натрия и калия через клеточ-
ные мембраны против градиента кон-
центрации во многих случаях связан 
с активностью Na, К-АТФазы [11]. 
При этом ионы натрия удаляются из 

Т а б л и ц а 2 

Активность Na, К-АТФазы, содержание N a + и К ' в плазме и в эритроцитах 

Показатель Контроль Тепловой удар 

Активность N a , К -АТФазы , мкмоль неор-
ганического фосфора в час на 1 мг НЬ: 

эритроциты 0 , 4 0 ± 0 , 0 4 (10) 0,29=1=0,02 (10) 
Содержание натрия: р< 0 ,02 

плазма , мМ/л 145=1=2,8 (11) 150=1=2,0 (11) плазма , мМ/л 
/ » 0 , 0 5 

эритроциты, ммоль на 1 г НЬ 0,12=h0,01 (11) 0,09=1=0,01 ( И ) эритроциты, ммоль на 1 г НЬ 
р< 0 ,02 

Содержание калия : 
плазма , мМ/л 5,6=1=0,3 (11) 5 , 8 ± 0 , 2 (11) плазма , мМ/л 

/ » 0 , 0 5 
эритроциты, ммоль на 1 г НЬ 0,76=1=0,04 (11) 0,62=1=0,02 (11) эритроциты, ммоль на 1 г НЬ 

/><0 ,01 
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Т а б л и ц а 3 
Диаметр эритроцитов, относительный объем 
эритроцитов, абсолютный объем эритроцитов 

Показатель Контроль Тепловой удар 

Диаметр 
эритроци-
тов, мкм 6 , 2 ± 0 , 1 (12) 5,7=1=0,1 (12) 

/ ? < 0 , 0 1 
Относитель-
ный объем 
эритроци-
тов , % 100 (12) 82=1=1,6 (12) 

р < 0 , 0 0 1 
Абсолютный 
•объем эрит-
роцитов, 
JN1KM3 89,6=Ь0,9 (10^ 79,6=1=1,0 (10) 89,6=Ь0,9 (10^ 

р< 0 ,001 

клетки в окружающую среду, а иоиы 
калия поступают в клетку. Учитывая 
сказанное, мы исследовали содержа-
ние указанных ионов в плазме и эри-
троцитах в контроле и на высоте пе-
регревания. Данные экспериментов 
показывают (см. табл. 2), что при пе-
регревании животных до состояния 
теплового удара содержание ионов 
натрия и калия в эритроцитах снижа-
лось, в то время как плазма отно-
сительно стойко сохраняет свой элек-
тролитный состав. Из представлен-
ных данных видно, что ионы калия 
транспортируются вместе с ионами 
натрия в одном и том же направле-
нии — из эритроцитов в плазму, что 
в большей мере связано не с Na, 
К-АТФазой, а, по-видимому, с меха-
низмом так называемой облегченной 
диффузии, обеспечивающей Na-1-, 
Й+-котранспорт, и другими система-
ми транспорта одновалентных ионов 
[ и ] . 

Таким образом в процессе перегре-
вания организма в большей степени 
поддерживается постоянство ионного 
состава плазмы, чем эритроцитов. 
Несмотря на то что содержание на-
трия в эритроцитах при развитии теп-
лового удара у животных уменьша-
лось на 2 6 % , а содержание калия — 
на 1 9 % , количество ионов калия, по-
ступивших из эритроцитов в плазму, 
значительно (более чем в четыре ра-
за) превышает количество ионов на-
трия. Поскольку при этом концентра-
ция калия в плазме крови не изме-
няется, следует предположить значи-
тельную потерю организмом в про-

цессе перегревания солей калия. 
Увеличение выведения калия из ор-
ганизма при перегревании отмечали 
и другие авторы [15]. 

Потеря эритроцитами ионов может 
приводить к снижению в них осмоти-
ческого давления. В то же время 
ионный состав плазмы крови практи-
чески не изменялся, что может спо-
собствовать перераспределению воды 
между клетками и плазмой. С целью 
выяснения участия внутриклеточной 
воды в перераспределении жидкости 
между тканями и сосудистым рус-
лом, общем обезвоживании организ-
ма на высоте гипертермии нами бы-
ли проведены исследования измене-
ния диаметра эритроцитов при пере-
гревании животных до состояния теп-
лового удара. Как видно из табл. 3, 
диаметр эритроцитов крови контроль-
ных животных оказался равным 
6,2 мкм. При развитии теплового уда-
ра диаметр эритроцитов уменьшился 
на 9 % и составил 5,7 мкм. 

Однако по изменению диаметра 
эритроцитов нельзя в полной мере 
судить об изменении их величины, 
так как эритроциты, имея в нормаль-
ных условиях форму двояковогнутого 
диска, при изменении диаметра мо-
гут сохранять свой объем. Д л я более 
точного определения величины эри-
троцитов при воздействии на орга-
низм высокой внешней температуры 
нами был определен относительный 
объем эритроцитов. Данные экспери-
ментов показывают (см. табл. 3), что 
при перегревании животных до со-
стояния теплового удара относитель-
ный объем эритроцитов составлял 
8 2 ± 1 , 6 % по отношению к этому по-
казателю у крыс контрольной груп-
пы. 

Поскольку метод определения отно-
сительного объема эритроцитов осно-
ван на степени прохождения их через 
пористую мембрану, полученные дан-
ные об изменении объема эритроци-
тов нельзя было принимать абсолют-
но, без учета возможного изменения 
формы эритроцитов. В связи с этим 
представилось необходимым опреде-
лить абсолютный объем эритроцитов, 
который рассчитывали с учетом гема-
токритного показателя и числа эри-
троцитов, причем эксперименты в 
контроле и на высоте теплового уда-
ра проводили на одном животном. Из 
представленных данных (см, табл. 3) 
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видно, что в контроле объем эритро-
цитов составляет 89,6 мкм3, что соот-
ветствует данным литературы [14]. 
Перегревание животных до теплового 
удара сопровождалось снижением 
объема эритроцитов д о 79,6 мкм3, 
т. е. на 1 3 % . Таким образом, полу-
ченные данные (уменьшение диамет-
ра и объема эритроцитов) свидетель-
ствуют о потере эритроцитами воды 
и, следовательно, об участии внутри-
клеточной воды в поддержании по-
стоянства содержания воды в плазме. 

Наличие данных об изменении диа-
метра эритроцитов позволило вычис-
лить их возможный объем, исходя 
из предложения о том, что эритроци-
ты имели строго сферическую форму. 
Объем эритроцитов контрольных жи-
вотных составил бы 119,5 мкм3 (диа-
метр 6,2 мкм), а объем эритроцитов 
животных, перегретых до теплового 
удара, — 96,9 мкм3 (при диаметре 
5,7 мкм) . Истинный объем эритроци-
тов контрольных животных, как это 
видно из табл. 3, равнялся 89,6 мкм3, 
что составляет 75 % по отношению к 
возможному («сферическому») объе-
му. Истинный объем эритроцитов жи-
вотных, перегретых до теплового уда-
ра, оказался равным 79,6 мкм3 (82 % 
от «сферического»). Таким образом, 
перегревание животных сопровожда-
ется не только изменением объема 
эритроцитов, но, по-видимому, и из-
менением их формы, которая как бы 
приближается к сферической. 

Выше было показано, что при пе-
регревании животных до теплового 
удара энергетический потенциал 
эритроцитов, связанный с уровнем 
АТФ, существенно снижается. Пока-
зано угнетение основных процессов 
энергообразования. Понижение же 
уровня свободной энергии ведет к са-
мопроизвольным изменениям в систе-
ме, при этом увеличивается энтропия 
[16] , что может привести к образо-
ванию сферических частиц, имеющих 
наименьшую площадь поверхности. 
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RELATION B E T W E E N ENERGY METABO-
LISM, C O N T E N T O F Na+ and K + , ACTI-
VITY O F Na h , K + - A T P a s e in e ry throcytes and 
the pells form and vo lume under condi t ions of 

ove rhea t ing 

D. P. Botidarev, N. B. Kozlov 

Medical School, Smolensk 

Development of hea t s t roke led to a decrea-

s e ' i n main reac t ions of ene rgy product ion and 

ene rgy potent ia l in erythrocytes , to a decrease 

in act ivi ty of Na+ ,K" K ATPase and in content 

of sodium and po tass ium as well as to a l tera-

t ions in fo rms and to decrease in volume of 

these cells. 

УДК 6Г2.351.11:577.152.112].014.46:547.979.733 

Б. H. Галкин, О. Н. Ершова, Н. Я. Головенко, 3. И. Жилина, 
Т. И. Олешко, С. В. Водзинский 

И Н Г И Б И Р О В А Н И Е Ц И Т О Х Р О М Р - 4 5 0 - 3 А В И С И М bl X 
Ф Е Р М Е Н Т О В М И К Р О С О М П Е Ч Е Н И К Р Ы С 

Т Е Т Р А Ф Е Н И Л П О Р Ф И Р И Н О М И ЕГО М Е Т А Л Л О К О М П Л Е К С А М И 

Одесский университет им. И. И. Мечникова 

Микросомы печени животных и че-
ловека содержат ферментные систе-
мы, в состав которых входит цито-
хром Р-450. Они катализируют окис-
ление самых разнообразных соедине-
н и й (ксенобиотиков, п р и родных суб-
стратов и лекарственных препаратов) 
[4]. Цитохром Р-450 — это гемсодер-
жащий белок, который в качестве 
простетической группы содержит про-
тогем IX [1]. Синтетические мезоза-
мещенные лорфирины и их металло-
комплексы являются структурными 
аналогами природных порфиринов и 
могут оказывать модифицирую щ е е 
действие на активность гемсодержа-
щих ферментов, в частности на си-
стему цитохрома Р-450. Ранее нами 
было показано [7], что комплекс же-
леза с тетрафенилпорфирином (ТФП) 
ингибирует активность ферментных 
реакций, катализируемых цитохромом 
Р-450. Целью данной работы явилось 
изучение влияния ТФП и его метал-
локомплексов (Fe3t~, Co2H~, Cu2 + , Zn2H~, 
Nip -) на активность цитохром Р-450-
зависимых ферментов. 

М е т о д и к а 

Т П Ф и его комплексы с Fe3+, Со21-, Си2*, 
Z n f + , Ni2+ синтезированы по методу [14]. Экс-
перименты проводили на беспородных крысах-
самцах массой 160—200 г. Животных декапи-
тировали через сутки после однократного 
нпутрибрюшииного введения препаратов в до-
зе 25 мг на 1 кг массы тела. Другой группе 
животных аналогичным образом вводили соли 
металлов, которые использовались для полу-
чения металлокомплексов, в количествах, эк-
вимолярпых их содержанию в комплексах 
(10 мг/кг). Отдельной группе животных одно-

кратно вводили подкожно СоС12 в дозе, при-
водящей к активации гемоксигеназы — 
30 мг/кг [11]. 

Микросомы печени крыс выделяли центри-
фугированием по методу [2]; содержание ци-
тохрома Р-450 измеряли спектрофотометриче-
ски [13]. Активность монооксигеиаз [N-деме-
тилазы, анилингидроксилазы, бенз(а)пиренгид-
роксилазы] определяли по количеству образо-
вавшихся окисленных продуктов [6, \2\. Со-
держание белка и Р Н К находили по методам 
[5, 10]. 

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

Как видно из табл. 1, при одно-
кратном введении ТФП и его метал-
локомплексов только в случае 'ГФП-
Fe3H" отмечено достоверное увеличе-
ние относительной массы печени. 
Концентрация микросомального бел-
ка практически не изменялась, в то 
время как количество Р Н К увеличи-
валось во всех случаях в среднем в 
1,5 раза. Содержание гемопротеина 
снижалось иа 27—49 % в зависимо-
сти от введенного препарата. Под 
действием TWI-Fe 3+, ТФП-Со2+ и 
ТФП-Zn 2* активность N-деметилазы 
снижалась в среднем на 3 0 % . Ско-
рость n-гидроксилирования анилина 
уменьшалась на 30—45 % в зависи-
мости от типа металлокомплекса. 
Следует отметить, что на активность 
бенз(а)пиренгидроксилазы эти соеди-
нения практически не оказывали воз-
действия. Д л я доказательства того, что 
ингибирование монооксигеназиых ре-
акций является свойством изученных 
комплексов, было проведено исследо-
вание по влиянию на изученные фер-
ментные системы ионов металлов, ко-
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Т а б л и ц а 1 
Влияние ТФП и его металлокомилексов на активность цитохром Р-450-зависимых ферментов микро-

сом печени крыс {М ± т, п— 5—6) 

Вводимый 
препарат 

Относи-
тельная 

масса пе-
чени 

Концент-
рация бел-
ка, мг на 
1 г ткани 

Концент-
раци я 

РНК. мг 
на 1 г 
ткани 

Содержание 
цитохрома 

Р - 4 50, нмоль 
иа 1 мг белка 

N-Демети-
лазная ак-
тивность, 
нмоль на 

1 мг белка 
в 1 мин 

п-Гндрокси-
лазная ак-
тивность, 
нмоль на 
1 мг белка 

в 1 мин 

Беиз(а)пп-
ренгидро-
ксилазная. 

актив-
ность, 

пмоль на 
1 мг бел-

ка в I мим 

Конт-
роль 4 , 6 ± 0 , 2 8 , 9 ± 0 , 9 1 ,1±0 ,1 0 , 8 2 ± 0 , 0 6 9 , 4 ± 0 , 8 1 , 1 0 ± 0 , 0 7 1 8 , 2 ± 1 , 3 

Т Ф П 
Т Ф П - Р е 3 + 

ТФП-Со 2 + 

ТФП-Си 2 + 

ТФП-Zn 2 * 
Т Ф П - N i 2 * 

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

ММН «К 

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

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

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

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

0 , 7 0 ± 0 , 1 6 * 
0,80 ! 0,0<Г» 
0,7 1 0 ,10 ' 
0,86-1-0,10 
0 , 6 9 ± 0 , 1 6 * 
0 , 6 1 ± 0 , 1 0 * 

1 8 , 4 ± 1,3 
15 ,2±2 ,1 
1 4 , 4 ± 1,7 
1 8 , 8 ± 1,3 
16 ,6±1 ,1 
2 0 , 6 ± 3 , 2 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2 одна звездочка — р < 0 ,05 , две — р < 0,01. 

торые входят в состав порфирииовых 
структур. Данные этой серии экспе-
риментов представлены в табл. 2. Как 
видно, содержание цитохрома Р-450 
уменьшалось на 34 % только в слу-
чае введения FeCl3. Активность N-де-
метилазы и скорость п-гидроксилиро-
вания анилина практически не изме-
нялась. Возрастание активности 
бенз(а)пиренгидроксилазы отмечено 
только при введении FeCl3 . Из пред-
ставленных результатов следует, что 
существуют различия между действи-
ем солей металлов и ТФП и металло-
комплексов. При введении подкожно 
СоС12 в дозе 30 мг/кг были получены 
результаты, которые согласуются с 
данными других авторов [11]. Иигиби-

рующий эффект ионов кобальта на ци-
тохром Р-450 и его зависимые реакции 
связаны с активацией фермента гемок-
сигеназы, который катализирует дегра-
дацию порфирина, входящего в состав 
цитохрома Р-450. При виутрибрюшин-
ном введении доза СоС12 была почти 
в 3 раза меньше, поэтому данный пре-
парат, вероятно, не оказывал стимули-
рующего действия на гемоксигеиазу. 

Ингибирующее действие синтетиче-
ских мезозамещенных порфиринов и 
их металлокомилексов на цитохром 
Р-450-зависимые ферменты можно 
объяснить следующим образом. Все 
они являются структурными анало-
гами природных порфиринов, а те в 
свою очередь снижают активность 

Т а б л и ц а 2 

Влияние солей металлов, входящих в металлокомилексы ТФП, на активность цитохром Р-450-за-
висимых ферментов микросом печени крыс (М ± m, п = 5—6) 

Вводимый 
препарат 

Относи-
тельная 

масса 
печени 

Концент-
рация 
белка, 

мг /г тка-
ни 

Концент-
рация РНК, 

мг/г тка-
ни 

Содержание 
цитохрома 

Р - 4 5 0 , 
нмоль/м г 

белка 

N-демети-
лазная ак-
тивность, 
нмоль/мин 

на 1 мг бел-
ка 

п-Гидрокси-
лазная ак-
тивность, 
нмоль/мин 

на 1 мг бел-
ка 

Бенза(а)пи-
ренгидро-
ксилазная 

активность, 
п моль/ми н 

на 1 мг бел-
ка 

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

ГеСЬ 
СоС12 
СиС12 
ZnCl2 
NiCl2 
СоС12 (под-
кожно) 

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

4 , 3 ± 0 , 2 

7 , 9 ± 0 , 9 
8 , 4 ± 1 , 1 
8 , 5 ± 0 , б 
7 , 8 ± 0 , 3 
8 , 4 ± 0 , 8 

9,1 ± 0 , 9 

2 , 4 ± 0 , 2 
2 , 2 ± 0 , 3 
3 , 0 ± 0 , 4 
2 , 7 ± 0 , 3 
3 , 3 ± 0 , 2 * 

3 , 3 ± 0 , 3 * 

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

0 , 4 0 ± 0 , 0 5 * * 

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

4,4 ± 0 , 2 4 * * * 

0 , 8 7 ± 0 , 1 8 
1 ,20±0 ,10** 
0 , 8 7 ± 0 , 0 7 
0 , 5 2 ± 0 , 0 6 
0 , 7 8 ± 0 , 1 0 

0 , 5 4 ± 0 , 0 5 

2 3 , 8 ± 2 , 1 * 
1 9 , 2 ± 2 , 0 
2 0 , 0 ± 2 , S 
2 0 , 2 ± 2 , 3 
1 9 , 4 ± 1,69 

9 ,7±0 ,9* : К 

*** р < 0 , 0 0 1 . 
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монооксигеиаз за счет усиления де-
струкции цитохрома Р-450 [9]. Уве-
личение разрушения гемопротеииа 
связано с активацией гемоксигеназы 
и п j) ирод и ы е порфир и н ы и и д у ц и р у ю т 
этот фермент [8]. Вероятно мезоза-
мещенные порфирины также индуци-
руют этот фермент. Кроме того, ра-
нее нами было показано, что ТФП-
резч способен in vivo усиливать riepe-
кисное окисление липидов (ПОЛ) 
биомембраи печени [7]. Активация 
П О Л обычно приводит к снижению 
содержания цитохрома Р-450 в мем-
бранах за счет его инактивации, т. е. 
перехода в цитохром Р-420, и, следо-
вательно, уменьшению активности 
ферментных систем микросом [3]. 
По-видимому, и другие металлоком-
плексы ТФП обладают способностью 
инициировать ПОЛ в микросомах пе-
чени крыс. 
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Tet raphenyl porphyr ine ( T P P ) and its-
complexes wi th Fe3+, Co2+, Cu 2+, Zn 2 + a n d 
N i 2 + inhibited cytochrome Р-450-dependenl 
enzymes in ra t liver microsomes. Conten t of 
cytochrome P-450 w a s decreased by 27 °/o 
or 49 % depend ing on the subs tance adminis te-
red ( T P P or its metal complexes, respectively). . 
N-demethylase w a s inact ivated by about 30 % ; 
the ra te of anil ine p-hydroxyta l ion was des-
creased by 30-45 % depend ing on the type of 
the metal complex. But these subs tances did 
not af fect pract ical ly the b e n z ( a ) p y r e n e hydro-
xylase activity. The inhibi tory effect of T P P 
of its metal complexes appear s to occur due to 
act ivat ion of lipid peroxidat ion and of 
hemoxygenase , which is responsible for 
biodegraclat ion of hem in cytochrome P-450. 
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И З М Е Н Е Н И Е А К Т И В Н О С Т И 
ГЛ И Ц ЕР АЛ Ь Д Е Г И Д Ф О С Ф А Т Д Е Г И Д Р О Г Е Н А З Ы , 

ГЛ Ю К О З О - 6 - Ф О С Ф А Т Д Е Г И Д Р О Г Е Н А З Ы , 
С У П Е Р О К С И Д Д И С М У Т А З Ы И К А Т А Л А З Ы В Э Р И Т Р О Ц И Т А Х 

В З А В И С И М О С Т И ОТ С К О Р О С Т И У Т И Л И З А Ц И И глюкозы 
Кубанский медицинский институт им. Красной Армии, Краснодар 

В эритроцитах после сахарной иа-
гузки значительно повышается актив-
ность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
и мало изменяется активность дегид-
рогеназ цикла трикарбоиовых кислот 
(ЦТК) — изоцитратдегидрогеиазы и 

малатдегидрогеназы [9]. Это позволя-
ет предположить, что поскольку ми-
тохондрии в эритроцитах отсутству-
ют, а ферменты ЦТК не составляют 
единых ансамблей, то оксидоредукта-
зы Ц Т К в меньшей мере причастны к 
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окислительному фосфорилированию 
АДФ, чем дегидрогеиазы пентозного 
пути или гликолитической фазы основ-
ного пути окислении глюкозы. В по-
следнее время высказывается пред-
положение, что дегидрогеиазы, осу-
ществляющие окисление глюкозы, 
участвуют и в устранении из эритро-
цитов токсичных перекисных соедине-
ний, а также в процессах оксигена-
ции гемоглобина через механизм био-
синтеза и расщепления перекиси во-
дорода [9, 10]. 

В связи с этим представляет инте-
рес параллельное изучение активно-
сти оксидоредуктаз, окисляющих глю-
козу по гликолитичес кому пути (гли-
церальдегидфосфатдегидрогеназы 
а - Г Ф Д ; КФ 1.2. 1.12) и по пентозно-
му пути (глюкозо-6-фосфатдегидроге-
назы — Г-6-ФДГ; КФ 1.1.1.49), и 
ферментов, участвующих в биосинте-
зе и расщеплении перекиси водоро-
д а , — супероксиддисмутазы (СОД; 
КФ 1.15.1.1.) и каталазы (КА; 
КФ 1.11.1.6). Это тем более важно, 
что имеются доказательства зависи-
мости утилизации глюкозы в эритро-
цитах крови человека от активности 
оксидоредуктаз, изменяющейся под 
влиянием некоторых химических 
агентов [7, 9, И , 12]. 

В настоящей работе предпринята 
попытка проверить, существует ли 
взаимосвязь активности а - Г Ф Д и 
Г-6-ФДГ как наиболее вероятных 
доноров водорода для синтеза пере-
киси водорода и СОД и КА, синте-
зирующих и расщепляющих перекись 
водорода, с одной стороны, и содер-
жания глюкозы в эритроцитах и в 
крови после сахарной нагрузки — с 
другой. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены у 57 доброволь-
цев в возрасте от 20 до 32 лет. Кровь из 
пальца брали натощак до нагрузки и 4 раза 
•с интервалом 30 мин после нагрузки сахаро-
зой (100 г с чаем). Содержание глюкозы оп-
ределяли глюкозооксидазным методом [5], ис-
пользуя набор реактивов «Био-Тсст» фирмы 
« Л а х е м а » (ЧССР) , ее количество выражали в 
миллимолях на 1 л крови и в миллимолях на 
•0,5 л эритроцитной массы, гемолизированной 
б и д и стил л и р о в а н но й водой. 

Д л я определения активности ферментов и 
количества глюкозы использовали отмытые 
эритроциты. Полученную кровь смешивали в 
равных объемах с 3,8 % раствором цитрата. 
Эритроциты отмывали 0,9 % охлажденным 
NaCI и осаждали центрифугированием при 

3000 g . 

При определении активности Г-6-ФДГ эри-
троциты гемолизировали путем добавления 
1 % дигитонина. Об активности фермента су-
дили по скорости восстановления Н А Д Ф [6] 
и выражали в микромолях за 1 мин на 109 

эритроцитов. 
При определении активности а - Г Ф Д эрит-

роциты гемолизировали бидистиллироваиной 
водой. Об активности фермента судили по ско-
рости окисления Н А Д - Н [8], которую выра-
жали в микромолях за 1 мин иа 1 мг белка. 

Активность С О Д определяли после гемоли-
за эритроцитов в 0,05 М трис-буфере р Н 7,5 
модифицированным [1] методом [14], осно-
ванном па способности фермента тормозить 
реакцию аутоокисления адреналина в адрено-
хром, и выражали в условных единицах иа 
1 мг белка. 

Активность КА определяли по количеству 
разложившейся перекиси водорода [4] в ин-
тактных эритроцитах (КАЭр) в изотоническом 
растворе NaCI рН 7,4 и в гемолизатах эритро-
цитов (КАГем) в 0,05 М фосфатном буфере 
рН 8,3 с добавлением 1 % сапонина и выра-
жали в микромолях 1~Ь02 за 1 мин на 5-10 6 

эритроцитов. Полученные результаты обрабо-
таны статистически [3]. 

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

Из полученных данных следует 
(см. таблицу) , что максимальная кон-
центрация глюкозы в эритроцитах 
обнаруживается через 30 мин после 
нагрузки сахарозой, остается повы-
шенной спустя 60 мин и только к 90-й 
минуте ее количество возвращается 
к исходному уровню. Это, вероятно, 
можно объяснить тем, что первые 
порции глюкозы, поступающие из ки-
шечника в кровь, сразу проникают в 
эритроциты, где включаются в обмен-
ные процессы. Образующиеся из гли-
козы метаболиты препятствуют по-
ступлению в эритроциты новых пор-
ций сахара, поэтому максимальная 
ее концентрация и определяется че-
рез 30 мин. В крови концентрация 
глюкозы увеличивается позже и ее 
п о в ы шейный уровень с о х р а н я ет с я бо-
лее длительное время. 

Следует также отметить, что наря-
ду с повышением концентрации глю-
козы в эритроцитах начинает увели-
чиваться активность а -ГФД. Через 
30 мин ее прирост составляет 2 9 % , 
а на 60-й минуте достигает макси-
мальной величины — 5 5 % ; к 90-й 
минуте активность фермента возвра-
щается к исходному уровню. Актив-
ность Г-6-ФДГ также увеличивается, 
начиная с 30-й минуты, но максимум 
прироста (на 7 0 % ) отмечен через 
90 мин. Существенно, что активность 
Г-6-ФДГ остается повышенной (на 
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Сод ержание глюкозы и активность Г-6-ФДГ, а - Г Ф Д , СОД, К А э р и КАгем У здоровых людей после 
нагрузки сахарозой ( М =Ь т) 

Показатель п Исходный 
уровень 

Время после нагрузки сахарозой, мин 
Показатель п Исходный 

уровень 30 60 90 1 20 

Глюкоза крови 
Глюкоза эритроцитов 
а - Г Ф Д 
Г - 6 - Ф Д Г 
С О Д 
К А э р 

КА!Г е м 

10 
7 

10 
10 
10 
10 
10 

4,20=1=0,28 
4 , 6 0 ± 0 , 2 9 
6,09=1=0,24 
2 4 4 ± 9 , 3 

0,77-1-0,012 
20,0=1=0,3 
3 2 1 4 - 6 , 9 

5,40=1=0,91 
6,80=1=0,31 
7 , 3 4 ± 0 , 2 3 
3 0 2 ± 7 , 3 

0 , 9 2 ± 0 , 0 4 
22,8=1=0,27 
3 6 2 ± 4 , 6 

6,10=1=0,38 
5,87=1=0,22 
9,47=1=0,34 
3 2 8 ± Ю , 0 

1 , 2 4 ± 0 , 0 6 
2 3 , 2 ± 0 , 2 6 
376=1=5,1 

4,55=1=0,32* 
4 , 7 3 ± 0 , 2 4 * 
6,59=1=0,26* 
415=1=18,6 

1,44=1=0,04 
28,3=1=0,45 
461 ± 6 , 3 

4,50=1=0,20* 
4,63=1=0,25* 
6,38=1=0,27* 
3 3 6 ± 1 5 , 0 

1,04=1=0,047 
24,8=1=0,48 
427=1=8,7 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — р > 0 , 0 5 , в остальных с л у ч а я х — р < 0 ,05 . Е д и н и ц ы изме-
рения см. «Методику». 

тивность КА увеличивается постепен-
но и достигает максимальных вели-
чии также к 90-й минуте, что совпа-
дает с наивысшей активностью Г-6-
Ф Д Г и СОД. 

Таким образом, исследования с 
применением сахарной нагрузки сви-
дительствуют, что в эритроцитах 
НАД- и НАДФ-содержащие оксидо-
редуктазы ( а -ГФД и Г-6-ФДГ) 
активно участвуют в катаболизме 
глюкозы и сопряжены с ферментами, 
ответственными за синтез и распад, 
перекиси водорода, — СОД и КА. На 
основании этих данных можно пред-
положить, что в эритроцитах сущест-
вует единая ферментная система: 
НАД и НАДФ-содержащие оксидо-
редуктазы акцептируют Н1 от мета-
болитов глюкозы и переносят его на 
супероксидный анион 0<Г» СОД син-
тезирует перекись водорода, КА раз-
лагает ее, а молекулярный кислород, 
который высвобождается по типу 
микровзрывной реакции [2], легче 
взаимодействует с гемоглобином, чем 
атмосферный кислород. Эту систему, 
вероятно, следует рассматривать не 
,только как механизм для устранения 
перекисиых радикалов, образующих-
ся при метаболизме в эритроците,, 
но и как механизм, облегчающий ок-
сигенацию гемоглобина. 
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3 7 % ) и через 120 мин. Это свиде-
тельствует о том, что пентозный путь 
окисления глюкозы при гиперглике-
мических состояниях превалирует над 
гликолизом. 

Получен и ые дан и ые поз во л я ют 
считать, что при гипергликемии, раз-
вившейся на фоне сахарной нагруз-
ки, в процесс утилизации глюкозы в 
эритроцитах включаются одновремен-
но основной (гликолитическая фаза) 
и пентозный (восстановительная фа-
за) пути катаболизма глюкозы. За-
тем первый из них быстро (через 
60 мин) возвращается к исходному 
уровню, а второй — продолжает ин-
тенсивно функционировать на протя-
жении всего периода (120 мин) на-
блюдения. 

СОД, синтезирующая перекись во-
дорода, используя супероксидный 
кислород [13], а в качестве доноров 
водорода восстановленные формы 
НАД и НАДФ, входящие в состав 
дегидрогеназ основного (а -ГФД) и 
альтернативного (Г-6-ФДГ) пути 
окисления глюкозы, активируется 
также постепенно. Уже через 30 мин 
после нагрузки сахарозой ее актив-
ность увеличивается на 2 5 % , через 
60 мин — на 6 9 % , а на 90-й мину-
те — на 9 5 % . Она остается повы-
шенной и через 120 мин. Параллель-
но увеличивается активность КАэр и 
К]Агем. При этом следует отметить, 
что в процесс метаболизма в одина-
ковой мере вовлекаются как молеку-
лы фермента, предлежащие к мем-
бране (КАЭр), так и молекулы, распо-
ложенные в строме эритроцита меж-
ду глобулами гемоглобина, проявля-
ющие свою активность после гемоли-
за ( К А г е м ) . На долю последних, как 
видно из таблицы, приходится более 
93 % от общего количества КА. Ак-
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A L T E R A T I O N S IN A C T I V I T I E S O F GLY-
C E R A L D E H Y D E P H O S P H A T E - AND GLU-
C O S E - 6 - P H O S P H A T E D E H Y D R O G E N A S E S , 
S U P E R O X I D E D I S M U T A S E AND CATALASE 
D E P E N D I N G ON T H E RATE O F G L U C O S E 

C O N S U M P T I O N IN ERYTHROCYTES 

P. G. Slorozhuk, V. A. Sklyar, /. M. Bykov 

Chair of Bioorganic and Biological Chemistry , 
Medical School, Kra snoda r 

Conten t of glucose as well as activit ies of 
g lycera ldehyde phosphate dehydrogenase ( a -
G P D ) , g lucose-6-phosphate dehydrogenase 
( G 6 P D ) , superoxide d i smutase (SOD) and 
ca ta lase were s tudied in whole blood, in in tact 
and hemolyzed ery throcytes of 57 vo lunteers 
within 120 min a f te r sucrose loading. Direct 
correla t ion w a s found between the act ivi ty of 
the enzymes s tudied and level of glucose as 
well as the ra te of its ut i l izat ion in erytho-
cytes. These data s u g g e s t tha t reduced NAD 
and NADP-con ta in ing oxidoreductases a - G P D 
and G 6 P D are donors of H+ used in biosyn-
thesis of H 2 0 2 cata lyzed by SOD. In tac t and 
hemolyzed ery throcytes are involved in destruc-
tion of IT202 accompanied by l iberat ion of 0 2 , 
which reacted with Hb more readi ly as compa-
red with a tmospher ic oxygen. 
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И З У Ч Е Н И Е В З А И М О Д Е Й С Т В И Я И Н С У Л И Н А 
С ЕГО Р Е Ц Е П Т О Р А М И В П Л А З М А Т И Ч Е С К И Х М Е М Б Р А Н А Х 

Л И М Ф О Ц И Т О В П Р И О Ж О Г О В О Й Т Р А В М Е У К Р Ы С 

II М М И им. Н. И. Пирогова 

Ожоговая травма вызывает токси-
ческое поражение паренхимы печени 
и глубокие нарушения обмена ве-
ществ [3, 4, 9, 13]. Ведущим факто-
ром считают нарушение обмена бел-
ков, которое начинается уже в ста-
дии шока и проявляется гипоальбу-
мииемией, диспротеинемией и другими 
изменениями [I , 2, 8]. Уже на ран-
них стадиях ожоговой травмы возни-
кает гипергликемия [7] как следствие 
повышенного гликогеиолиза, накапли-
ваются молочная и пировиноградиая 
кислоты, некоторые аминокислоты, 
что свидетельствует о понижении ак-
т и в н ост и аэробных о к и с л ите л ь н ых 
процессов. Изменение регуляции угле-
водного обмена зависит от нарушения 
специфического связывания инсулина 
с рецепторами плазматических мем-
бран клеток тканей-мишеней, что при-
водит к нейтрализации биологическо-
го действия инсулина [17, 18, 21, 23], 

или от снижения чувствительности 
тканей-мишеней к действию инсули-
на (пострецепторный дефект действия 
гормона) [14, 19]. 

Изучение состояния инсулиновых 
рецепторов при ожоговой травме 
представляет интерес, так как одной из 
причин инсуляриой недостаточности 
при этом патологическом состоянии 
может явиться изменение связывания 
инсулина с его специфическими ре-
цепторами. 

Нами было установлено, что ожого-
вая травма вызывает гиперпротеине-
мию, гипергликемию, резко выражен-
ный распад белков и другие измене-
ния [5, 6]. Мы исследовали содер-
жание глюкозы, иммунореактивного 
инсулина ( И Р И ) и взаимодействие 
инсулина с рецепторами лимфоцитов 
у крыс на ранних стадиях после ожо-
говой травмы. Лимфоциты представ-
ляют собой удобную модель для ис-



следования состоянии, характеризую-
щихся резистентностью к инсулину, 
J I ос кол ь ку я в л я ют с я к л ет к а м и- м и ш е-
нями для действия инсулина [15, 20, 
24] и доступны для клинических ис-
следований. Процесс связывания ин-
сулина с рецепторами лимфоцитов 
отражает иммунореактивность послед-
них [16], что представляет интерес 
при состояниях, связанных с иммуно-
дефицитом. 

М е т о д и к а 

Р а б о т а выполнена иа крысах-самцах мас-
сой 180—200 г. Термический ожог площадью 
20— 25 % поверхности тела I l i a — Ш б степени 
вызывали погружением эпилированной спинки 
и боковых поверхностей туловища в кипящую 
воду иа 6—7 с (животные находились под 
эфирным рауш-маркозом) . Через I и 3 сут 
крыс забивали. Контролем служили интактные 
крысы той ж е массы, подвергнутые только 
действию наркоза. В к а ж д у ю группу входило 
8 10 животных. В сыворотке крови опреде-
ляли содержание глюкозы глюкозооксидазным 
методом и концентрацию И Р И с помощью 
стандартных наборов (Behringwerke, Ф Р Г ) . 

Лимфоциты выделяли по методу [12]. Ге-
пагоинизироваииую кровь разводили раствором 
Хепкса без С а 2 + и М п 2 + в 2 раза. 8 мл разве-
денной крови наслаивали на 2,5—3 мл гради-
ента и центрифугировали при 1800 об/мин в 
течение 45 мин при комнатной температуре. 
Плотность градиента (смесь 14 % фиколла и 
36 % верографина, взятых в соотношении 
2 4 : 1 0 ) для разделения клеток крови крыс 
составляла 1,085. 

Лимфоциты собирали, д в а ж д ы отмывали 
раствором Хенкса без М п 2 + и С а 2 + ; 3-й раз — 
со средой 199, затем рссуспендировали в сре-
де 199 (рН 7,4). Связывание 1251-иисулина с 
лимфоцитами исследовали по методу [25]. 
К 200 мкл суспензии лимфоцитов (6,0—8,0• 106 

клеток в 1 мл) в буфере Хенкса, содержащем 
1 % альбумина и 10 ммоль глюкозы (рН 7,7), 
добавляли по 100 мкл меченого инсулина в 
концентрации 4 - 1 0 " М (удельная активность 
6,7 ГБК/мг) , 4-10 «М или 0,4-10 ( ;М немече-
ного инсулина. Препараты инсулина готовили 
на том ж е буфере. Инкубацию проводили 
90 мин при 30 °С. По окончании пробы 
центрифугировали в течение 90 с при 
1800 об/мин, надосадочиую жидкость удаляли, 
а в осадке определяли радиоактивность счет-
чиком "Bechman" ( Ф Р Г ) . Специфическое свя-
зывание инсулина рассчитывали по разности 
между тотальным и песпецифическим связы-
ванием (в присутствии немеченого инсулина 
в концентрации 0,4-10~6 М) и в ы р а ж а л и в 
процентах по отношению к тотальной радио-
активности инкубационной среды. 

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

Как видно из табл. 1, содержание 
и 1сулина в сыворотке крови живот-
ных С ожогами было сниженным по 
сравнению с контролем только в 1-е 

Т а б л и ц а 1 
Содержание ИРИ в сыворотке крови обожженных 

крыс (М ± т) 

Сутки после ИРИ, 
Pi ожога пмоль/л р Pi 

Контроль 6 9 , 4 ± 12,0 

1-е 4 2 , 5 ± 8 , 0 < 0 , 0 2 
3-й 103 ! 19,3 < 0 , 0 5 
7-е 134 ,0± 18,3 < 0 , 0 1 

14-е 140 ,0±21 ,0 < 0 , 0 0 1 > 0 , 5 
21-е 115 ,0±28 ,0 < 0 , 0 1 > 0 , 5 

П р и м е ч а н и е . р — по отношению к 
контролю, рх — по отношению к 7-м суткам. 

сутки после травмы, к 3-м суткам оно 
резко возрастало. Гиперинсулинемия 
натощак у крыс с ожогами сохраня-
лась на протяжении всего срока ис-
следования. 

Известно, что инсулиновые кривые 
у обожженных крыс при максималь-
ной гипергликемии в сыворотке кро-
ви на фоне проведения теста на толе-
рантность к глюкозе имеют диабе-
топодобный тип [6]. Сахарная кри-
вая у них свидетельствует об ослаб-
ленном ответе на инсулин, поскольку 
при высоком его содержании в крови 
сох р а н я ется ги пергл ике м и я. 

При исследовании взаимодействия 
инсулина с рецепторами лимфоцитов 
(табл. 2) установлено, что уже в 1-е 
сутки после ожога снижается инсу-
линрецепторное взаимодействие. Та-
ким образом, пониженное связывание 
инсулина с рецепторами лимфоцитов 
на фоне гиперинсулинемии после 
ожоговой травмы отражает резистент-
ность к инсулину, возникающую иа 
рецепторном уровне. Резистентность 
к инсулину при инсулинзависимом 
диабете, которая проявлялась в сни-
жении связывания инсулина с рецеп-
торами адипоцитов и сопровождалась 

Т а б л и ц а 2 

Связывание инсулина с рецепторами лимфоцитов 
крыс после ожога ( М ± т) 

Сутки после Специфическое 
ожога связывание, % р 

Контроль 2 9 , 0 ± 0 , 6 

1-е 1 5 , 7 ± 0 , 6 < 0 , 0 1 
3-й 1 3 , 2 ± 0 , 8 < 0 , 0 1 
7-е 15,1 ± 6 , 3 < 0 , 0 5 
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также гиперинсулинемией, наблюда-
лась и ранее [22]. Снижение связы-
вания с рецепторами лимфоцитов, а 
также острый дефицит инсулиновых 
рецепторов в клетках печени и ади-
поцитах при резистентности к препа-
рату у людей могут быть вызваны 
ожирением [10, 11]. 

Таким образом, стрессовая реак-
ция, вызванная ожоговой травмой, и 
токсическое поражение паренхимы пе-
чени продуктами измененного мета-
болизма могут привести к эндокрино-
латии, связанной с нарушением свя-
зывания гормона с рецепторами кле-
ток. Как известно, инсулин претерпе-
вает наиболее существенные измене-
ния в печени, которая играет ауторе-
гулирующую роль в поддержании 
нормогликемии в организме. 

Нельзя исключить также, что ги-
пергликемия, возникающая после 
термической травмы (1-е сутки), яв-
ляется отражением недостаточной 
продукции инсулина р-клетками под-
желудочной железы и может быть 
вызвана также торможением секре-
ции инсулина. 
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I N T E R A C T I O N O F I N S U L I N AND ITS 
R E C E P T O R S IN LYMPHOCYTE P L A S M A T I C 
M E M B R A N E S O F RATS W I T H B U R N S 

TRAUMA 

N. P. Mikaelyan 

II Medical School, Moscow 

Evalua t ion of insul in receptor s ta te in 
lymphocytes of r a t s wi th bu rns t r auma enabled 
to detect that impa i rment of ca rbohydra t e 
metabol ism in b u r n s migh t be considerably 
dependent on content of insul in and the s t a t e 
of its receptors . Strees, which developed a f te r 
bu rns t r auma, appea r s to cause a decrease in 
product ion of insulin. 
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О К С И П Р О Л И Н А ПРИ Н Е К О Т О Р Ы Х Н А С Л Е Д С Т В Е Н Н Ы Х 
Б О Л Е З Н Я Х С О Е Д И Н И Т Е Л Ь Н О Й Т К А Н И 

Н И И медицинской энзимологии А М Н СССР, Москва 

При некоторых наследственных бо-
лезнях соединительной ткани часто от-
мечают поражения сердечно-сосуди-
стой системы и легких. Так, к самым 
тяжелым проявлениям синдрома Мар-
фана относятся расширение корня аор-
ты с развитием недостаточности аор-
тального клапана и аортальной регур-
гитации крови, расслаивающая анев-
ризма аорты, пролапс митрального 
клапана. При синдроме Элерса—Дан-
ло (СЭД) , особенно IV, экхимозного ти-
па, нередки неукротимые кровотечения, 
парезы и спонтанные разрывы кишеч-
ника, спонтанные пневмотораксы. 

Оперативные вмешательства, напри-
мер при синдроме Марфана , осложня-
ются расслаивающей аневризмой аор-
ты, что часто приводит к летальному 
исходу [9, 14]. У больных с синдромом 
Марфана , марфаноподобными синдро-
мами и СЭД довольно часто встреча-
ются врожденные деформации грудной 
клетки ( В Д Г К ) , в частности воронко-
образная ВДГК, которая оказывает 
негативное влияние на функцию серд-
ца; она может прогрессировать и поэто-
му требует хирургической коррекции. 
Однако выполнение торакопластики 
таким больным сопряжено со значи-
тельными трудностями по изложенным 
выше причинам. 

Помимо хирургических способов про-
филактики и лечения недостаточности 
сердечных клапанов и расслаивающей 
аневризмы аорты, известны попытки 
терапевтической профилактики путем 
назначения [3-адреноблокаторов для 
снижения частоты и силы сердечных 
сокращений, что способствует умень-
шению давления крови иа стенку аорты 
[13, 14, 17]. Однако наблюдения в про-
цессе профилактического лечения про-
п р а и о л о л о м з а 25 б о л ь н ы м и с с и н д р о -
мом Марфана в среднем на протяже-
нии около 5 лет дали основание авто-
рам [17] признать неэффективность 
применения этого препарата в целях 

предупреждения развития аневризм 
аорты. 

Нами был предложен и апробирован 
модифицированный способ профилак-
тики и терапии сердечно-сосудистых 
осложнений, предназначенный для 
предоперационной подготовки больных 
с СЭД, синдромом Марфана и марфа-
ноподобными синдромами к торако-
пластике по поводу ВДГК. Модифика-
ция заключалась, во-первых, в назначе-
нии курса p-адреноблокатора на впол-
не определенный срок — 2,5 мес и, во-
вторых, в одновременном назначении 
на этот же срок комплекса витаминов: 
рибофлавина (В2), пиридоксина (В6) 
и аскорбиновой кислоты. В доступной 
литературе нам не удалось найти ссы-
лок на проведение предоперационной 
подготовки такого типа. 

Известно, что СЭД, синдром Марфа-
на и марфаноподобные синдромы отно-
сятся к наследственным заболеваниям, 
в основе которых лежат дефекты фор-
мирования соединительной ткани, а 
именно — нарушения структуры и (или) 
метаболизма коллагена и эластина 
[1]. Все названные выше препараты на 
том или ином уровне оказывают влия-
ние на количество и качество образу-
ющихся в стенках аорты коллагеновых 
и эластиновых фибрилл. 

В настоящей статье приведены ре-
зультаты исследования влияния тера-
пии p-адреиоблокатором и комплексом 
витаминов на показатели экскреции 
оксипролина с мочой у 16 больных, ко-
торые наряду с клиническими метода-
ми обследования были использованы 
для оценки эффективности данного ле-
чения. 

М е т о д и к а 

Обследовано 16 детей в возрасте 5—14 лет: 
7 детей с синдромом Марфана и 4 ребенка с 
марфаноподобными синдромами, имеющих 
В Д Г К I—III степени; 4 ребенка с СЭД, из ко-
торых 1 — с С Э Д экхимозного типа без В Д Г К 
и 3 — с С Э Д других типов и В Д Г К I—II сте-

99. 



пени; 1 ребенок с синдромом Ларсена и 
ВДГК III степени. 

К а ж д о м у больному был назначен 2,5-ме-
сячный курс p-адреноблокатора (обзидаи) по 
0,001 г/кг в сутки и следующих витаминов: 
рибофлавина (В2) 0,0004 г/кг; пиридокси-
иа ( B e ) — 0 , 0 1 г/кг и аскорбиновой кислоты — 
0,01 г/кг в сутки. 

Д л я контроля лечения использовали клини-
ческий и биохимический методы обследования. 
При клиническом методе обследования непо-
средственно перед началом лечения и после 
его окончания проводили эхокардиографичс-
ское исследование для определения ширины 
корня аорты, характера и степени пролапса 
сердечных клапанов и уровня аортальной рс-
гургитации крови. При биохимическом методе 
обследования в динамике в моче больных оп-
ределяли содержание общего оксипролииа в 
расчете иа креатинин (ОП/КР , в ммоль/моль) 
и связанного оксипролииа в пептидах с мол. 
массой более 700—1000 Д . С этой целью пор-
цию утренней мочи (50 мл), собранной после 
соблюдения в предшествующие сутки ограни-
чивающей диеты, фракционировали на колонке 
( 7 0 x 5 см) с сефадексом G-10 [2]. Оксипро-

лин, определенный с использованием кислот-
ного гидролиза в материале первых двух пи-
ков: фракция 1 ( Ф 1 ) — п е п т и д ы с мол. массой 
более 700—1000 Д и фракция 2 (Ф2) - ме-
нее 700 Д , в сумме составлял общий оксипро-
лии, который пересчитывали на креатинин и 
вычисляли относительное содержание оксипро-
лииа Ф1 в процентах от общего оксипролииа 
с учетом свободного [2]. 

В качестве реактивов использовали ссфа-
дскс G-10 ( "Pha rmac ia" , Швеция) , хлорамин 
Т и парадиметиламипобензальдегид ( "S igma" , 
С Ш А ) ; оксипролии ("Reanal" , В Н Р ) ; осталь-
ные реактивы — отечественного производства 
аналитической степени чистоты квалификации 
ос. ч. 

При статистическом анализе для сравне-
ния показателей экскреции оксипролииа до и 
после лечения применяли метод сопряженных 
пар [4]. 

Р е з у л ь т а т ы 

/. Синдром Марфана и марфанопо-
добные синдромы. Результаты исследо-
ваний в динамике содержания в моче 
общего оксипролииа — О П / К Р и пока-
зателя Ф1 представлены на рис. 1. 

По исходному уровню общего окси-
пролииа больных с синдромом Марфа-
на и марфаноподобными синдромами 
можно разделить на две группы: труп-
па А — показатель О П / К Р ниже нор-
мы и группа Б — О П / К Р выше нормы 
(см. рис. 1). Показатель Ф1 у больных 
обеих групп был ниже нормы (см. 
рис. 1). У 5 больных группы А в про-
цессе лечения наблюдали постепенное 
увеличение содержания общего окси-
пролииа практически до диапазона 
нормы к концу лечения и нормализа-
цию показателя Ф1 уже через 6 нед 
после начала лечения. У всех больных 

Рис. 1. Изменение экскреции оксипролииа у 
больных с синдромом Марфана и марфано-
подобными синдромами при комплексном ле-

чении (обзидаи + витамины). 
По осям абсцисс — продолжительность лечения (в 
нед), после лечения (в мес). а — изменение содержа-
ния общего оксипролииа в пересчете иа креатинин 
(ОП/КР, в ммоль/моль); б — изменение относитель-
ного содержания (в %) пептидосвязанного оксипроли-
иа — Ф1. / — группа А, II — группа Б. Каждая 
точка — Af=F<j. N—95% доверительный интервал нормы 

для возрастного диапазона 5—14 лет [2]. 

этой группы после лечения отмечено 
уменьшение диаметра корня аорты в 
среднем на 1 8 + 5 % (М+стандартиое 
отклонение), у 4 — снижение пролап-
са митрального клапана, у одной 
больной — полное исчезновение. У 4 
больных выполнена торакопластика, 
имплантация магнитной пластинки в 
загрудинное пространство с последую-
щим вытяжением грудины тракцион-
ным аппаратом [3]. В ходе операции и 
в послеоперационном периоде ослож-
нений не было. Получена правильная 
конфигурация грудной клетки. Через 
7,5 мес после торакопластики показа-
тели экскреции оксипролииа практиче-
ски оставались в пределах нормы. У 
одной больной с В Д Г К I степени, кото-
рой торакопластику не выполняли, по-
ложительный эффект лечения был ус-
тойчив на протяжении 9,5 мес после 
окончания лечения как с клинической 
точки зрения, так и по показателям 
экскреции оксипролииа с мочой. 

У 6 больных группы Б уже в первые 
2 нед лечения наблюдали резкое сни-
жение показателя О П / К Р , далее отме-
чали тенденцию к постепенной его нор-
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Рис. 2. Изменение показателей экскреции ок-
сипролииа у больных с синдромом Элерса — 
Д а н л о при комплексном лечении (обзидаи -j-

+ витамины). 
Обозначения те же, что на рис. 1. 

маризации (см., рис. I) . Показатель Ф1 
в процессе лечения у них увеличивался 
в значительно меньшей степени, чем у 
больных группы А, не достигая диапа-
зона нормы д а ж е после торакопласти-
ки (см. рис. 1). Однако у больных груп-
пы Б, как и группы А, отмечали поло-
жительную динамику показателей уль-
тразвуковой эхокардиографии. В ходе 
операции и в послеоперационном пе-
риоде каких-либо серьезных осложне-
ний не было. Торакопластика выполне-
на 5 больным, одному пациенту опера-
ция отложена в связи с контактом по 
ветряной оспе. 

Сравнение показателей О П / К Р до и 
после лечения у больных обеих групп 
показало статистически достоверные 
различия (р соответственно < 0 , 0 5 и 
< 0 , 0 1 ) ; значимые различия имели ме-
сто также в отношении Ф1 в группе А 
( р < 0 , 0 5 ) . 

2. Синдром Элерса—Данло. Резуль-
таты исследований в динамике показа-
телей О П / К Р и Ф1 у больных с СЭД 
представлены на рис. 2. Исходный уро-
вень общего оксипролииа у 3 больных 
был ниже нормы (группа А). В процес-
се лечения прослеживалась его нор-
мализация, однако в последующем он 
превышал норму. У одной больной 
(группа Б) с СЭД экхимозного типа 

исходный высокий уровень общего ок-
сипролииа в процессе лечения снижал-
ся до нормы, но после окончания лече-
ния снова возрастал (см. рис. 2). Ха-
рактер изменения показателя Ф1 у 
всех больных (группа А + г р у п п а Б) 
был сходным: нормализация во время 
лечения в период 6—10 нед и возвра-
щение практически к исходному уров-
ню после окончания лечения (см. 
рис. 2). Торакопластика была выпол-
нена 2 больным без каких-либо ослож-
нений со стороны сердечно-сосудистой 
системы. У всех больных с СЭД поло-
жительный клинический эффект про-
являлся только в период лечения, на-
чиная с 6-й недели. Имела место пря-
мая корреляция между положитель-
ным эффектом лечения и нормализаци-
ей показателя Ф1. 

3. Синдром Ларсена. Обследован 
только один больной, у которого ни со-
держание общего оксипролииа, ни по-
казатель Ф1 в ходе лечения существен-
но не изменялись, претерпевая лишь 
некоторые колебания. Не было обнару-
жено каких-либо заметных изменений 
и после торакопластики. Графически 
результаты не представлены. 

О б с у ж д е н и е 

Полученные результаты позволили 
выявить 3 варианта воздействия курса 
лечения р-адреноблокатором и комп-
лексом витаминов на показатели экс-
креции оксипролииа с мочой и эхокар-
диографические показатели у обследо-
ванных больных. 

1. Стойкий положительный эффект 
лечения с полной или частичной норма-
лизацией показателей экскреции окси-
пролииа и эхокардиографическими 
признаками уплотнения стенки аорты, 
сужение ее просвета (если исходно он 
был расширен) на 0,5—1,5 см, умень-
шение или исчезновение пролапса мит-
рального клапана и аортальной регур-
гитации крови на фоне улучшения об-
щего состояния больных в виде исчез-
новения жалоб со стороны сердца и 
прибавки массы тела в среднем на 
1,5—2 кг. Данный эффект получен у 
больных с синдромом Марфана и мар-
ф а н о п од об н ы м и синдромами. 

2. Временный положительный эф-
фект, наблюдаемый практически толь-
ко в процессе лечения с нормализаци-
ей показателей экскреции оксипроли-
иа за 6—10 нед лечения и такой же не-
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стойкой картиной клинического улуч-
шения без столь заметных, как в пер-
вом случае, положительных сдвигов 
эхокардиографических данных у боль-
ных с синдромом Элерса—Данло. 

3. Отсутствие какого-либо эффекта у 
больного с синдромом Ларсена. 

Следует подчеркнуть, что ни у одно-
го из больных, получавших курс лече-
ния, ие было каких-либо осложнений 
со стороны сердечно-сосудистой систе-
мы в связи с торакопластикой по пово-
ду ВДГК. 

Каждое из использованных веществ 
(обзидаи, аскорбиновая кислота, вита-
мины В2 и В6) обладает прямой или 
косвенной корригирующей способно-
стью в отношении отдельных компо-
нентов сложной системы метаболизма 
коллагена. Так, установлено, что бло-
када p-адренергических рецепторов 
клеток, продуцирующих коллаген, при-
водит к снижению внутриклеточного 
уровня цАМФ, который прямо корре-
лирует со скоростью внутриклеточного 
распада вновь синтезированного кол-
лагена [5]. Таким образом, можно по-
высить продукцию коллагена, преиму-
щественно типа III, путем модулирова-
ния уровня его внутриклеточной дегра-
дации с помощью р-адреноблокатора 
[19]. 

Аскорбиновая кислота увеличивает 
синтез коллагена, стимулируя прокол-
лагеновую м Р Н К [20]. Не изменяя со-
отношение типов коллагена, высокие 
дозы аскорбиновой кислоты повышают 
соотношение коллаген—эластин в стен-
ке аорты, увеличивая ее механическую 
прочность [10]. Аскорбат способству-
ет также нормализации гидроксилиро-
вания остатков лизина и пролина под 
действием соответствующих диоксиге-
наз [6]. Оксипролин ответствен за 
формирование стабильной при темпе-
ратуре тела человека тройной спира-
ли коллагеновой молекулы, а остаток 
оксилизииа участвует в образовании 
поперечных связей в коллагеновых и 
эластииовых фибриллах [18]. 

Причинами сниженного образования 
поперечных связей (обнаруженного 
при синдроме Марфана и марфаиопо-
добных синдромах), ведущего к изме-
нению структуры коллагеновых и эла-
стииовых фибрилл и их метаболизма, 
может быть уменьшение активности 
лизилоксидазы, осуществляющей окис-
лительное дезаминирование е-амиио-
групп лизина или оксилизииа, или на-

копление в организме метаболитов, на-
пример гомоцистеина, блокирующих 
альдегидные группы аллизина и окси-
лизииа и таким образом препятствую-
щих процессу образования поперечных 
связей между соседними молекулами 
коллагена или тропоэластина в соот-
ветствующих фибриллах. Механизм по-
ложительного терапевтического эффек-
та пиридоксина не установлен. Однако 
имеющиеся в настоящее время данные 
позволяют предполагать, что пиридок-
саль-5'-фосфат либо активирует лизил-
оксидазу, являясь кофактором этого 
фермента [7, 8] , либо снижает концен-
трацию гомоцистеина, активируя пири-
доксальзависимый фермент цистотио-
нинсинтетазу [16, 21]. Поскольку пи-
ридоксаль-5'-фосфат образуется в ор-
ганизме из пиридоксина (витамин В6) 
под действием пиридоксип-4-оксигена-
зы, использующей в свою очередь в ка-
честве кофактора производное рибо-
флавина (витамин В2) — флавинаде-
ниннуклеотид (ФАД), то экзогенное 
введение в организм больного пирид-
оксина и рибофлавина обеспечивает 
образование активной формы витами-
на Вб — пиридоксаль-5'-фосфата [11]. 

Несмотря на то что каждое из на-
званных выше веществ обладает пря-
мой или косвенной корригирующей спо-
собностью в отношении синтеза колла-
гена и эластина, ни одно из них при 
индивидуальном применении не может 
привести к нормализации метаболизма 
коллагена, поскольку у больных с 
синдромом Марфана , марфаноподоб-
ными синдромами, синдромом Элер-
са—Данло разных типов нарушения 
метаболизма могут включать генера-
лизованную недостаточность синтеза 
коллагена в целом, недостаточность 
коллагена определенного типа, дефект 
на уровне ферментов его модифика-
ции и распада или же синтез дефект-
ного коллагена, обусловленный струк-
турной мутацией в коллагеновом гене. 
В такой ситуации индивидуальное при-
менение одного из названных препара-
тов может оказать д а ж е негативное 
влияние. Например, назначение одного 
только p-адреноблокатора приводит к 
относительному увеличению продук-
ции коллагена, однако, если это де-
фектный коллаген, происходит увели-
чение его продукции, что может иметь 
негативные клинические последствия. 
Так, при профилактическом лечении 
пропранололом у нескольких больных 
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с синдромом Марфана на фоне лечения 
наблюдалось развитие аневризмы аор-
ты с летальным исходом [17]. 

Таким образом, по-видимому, толь-
ко при комплексном применении наз-
ванных препаратов достигается полная 
или частичная количественная и каче-
ственная коррекция образования кол-
лагеновых и, очевидно, эластиновых 
фибрилл. 

У всех обследованных больных, за 
исключением одного больного с синд-
ромом Ларсена, исходно был снижен 
показатель Ф1, ассоциируемый со 
вновь синтезируемым коллагеном. Его 
снижение в сочетании со сниженным 
общим содержанием оксипролииа мо-
жет свидетельствовать о недостаточно-
сти синтеза коллагена в целом, а в со-
четании с повышенным общим уровнем 
оксипролииа — о синтезе дефектного 
коллагена, который подвержен актив-
ной внутриклеточной деградации [12, 
18]. В процессе лечения прослежива-

лись увеличение показателя Ф1, а так-
же нормализация общего содержания 
оксипролииа (см. рис. 1 и 2). На осно-
вании только данных наблюдений 
трудно решить, идет ли речь об абсо-
лютном увеличении синтеза коллагена, 
или же мы имеем дело с устойчивостью 
синтезируемых коллагеновых молекул 
к действию коллагенолитических фер-
ментов, приобретенной в результате 
структурной коррекции под влиянием 
назначенных препаратов; а может 
быть, имеет место одновременно и то и 
другое. Однако, судя по полученным 
результатам, предлагаемое комплекс-
ное лечение может быть назначено в 
качестве предоперационной подготов-
ки больных с синдромом Марфана , 
марфаноподобными синдромами и 
синдромом Элерса—Данло к торако-
пластике по поводу ВДГК. 
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E F F E C T O F T H E R A P Y I N V O L V I N G A 
B E T A - A D R E N O B L O C A T O R AND C O M P L E X 
O F V I T A M I N S ON P A T T E R N S O F HYDRO-
X Y P R O L I N E E X C R E T I O N IN S O M E 
I-IEREDITARY D I S E A S E S O F C O N N E C T I V E 

T I S S U E 

N. N. Prozorovskaya., S. V. Glinyanaya, L. P. 
Geraschenko, S. S. Rudakov, V. G. Soloni-

chenko, A. A. Del'vig 

Ins t i tu te of Medical Enzymology , Academy of 
Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Excret ion of hydroxyprol ine with urine w a s 
studied in 16 children (5-14 years old) with 
Marphan-Like syndrome and M a r p h a n , Ehlers-
Dunlos and Larson syndromes a f te r therapy 
involving propranolol and a complex of vita-
mins (ascorbic acid, r ibof lavin and pyridoxine) 
and recommended on the basis of echocardio-
graph ic analyses . The therapeut ic course 
appears to cause quant i ta t ive and qual i ta t ive 
correction of col lagen and apparen t ly of ela-
st in fibrilles development . Depend ing on initial 
pa t t e rns of hydroxyprol ine excretion and the 
synd rome form the correction could be comp-
lete or par t ia l , while posit ive effect of the 
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t r ea tment was s table or provisional . The data 
obta ined s u g g e s t tha t the complex t r ea tmen t 
developed migh t be applied as a preoperat ive 
therapy of the pa t i en t s wi th Marphan- l ike 

syndrome as well as with syndromes of 
M a r p h a n and Ehlers -Dunlos before thoracopla-
sties caused by heredi tary chest de format ion 
and by impa i rments of card iovascular sys tem. 
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КО Р Р ЕЛ Я Ц И О Н Н Ы Е В З А И M O O T Н 0111Е Н И Я Л И З О С О М Н Ы X 
Ф Е Р М Е Н Т О В И Ц И К Л И Ч Е С К И Х Н У К Л Е О Т И Д О В 
ПРИ А Л Л Е Р Г И Ч Е С К И Х З А Б О Л Е В А Н И Я Х У Д Е Т Е Й 

Н И И педиатрии А М Н СССР, Москва 

В развитии всех 4 типов аллергиче-
ских реакций, свойственных патогене-
зу бронхиальной астмы, важную роль 
играет лизосомиый аппарат клеток 
[16]. Лизосомы участвуют в катабо-
лизме антигенов |15], образовании 
иммуноглобулинов, выделяют фермен-
ты, вызывающие повреждение ткани, 
воспаление и гиперчувствительиость 
[13]. Проницаемость мембран лизо-
сом для ферментов регулируется цик-
лическими пуклеотидами: высокий 
уровень цГМФ способствует лабилиза-
ции лизосомных мембран и усиливает 
выход кислых гид рол аз в цитоплазму 
клетки; цАМФ, наоборот, стабилизи-
рует мембраны лизосом [1]. 

Несомненна также роль лизосомных 
ферментов в легочном компоненте па-
тогенеза дермореспираториого синдро-
ма ( Д Р С ) , вероятно, сходном с брон-
хиальной астмой. Вместе с тем необхо-
димо подчеркнуть, что Д Р С представ-
ляет собой один из наиболее тяжелых 
вариантов аллергической патологии, 
сочетающий бронхиальную астму и 
атонический дерматит. Комплексное 
исследование активности лизосомных 
ферментов и уровня циклических нук-
леотидов при данных аллергических 
заболеваниях имеет важное значение 
для раскрытия неясных сторон их па-
тогенеза. Успешному решению этой за-
дачи может способствовать обнаруже-
ние корреляционных связей между 
указанными биохимическими парамет-
рами [2]. 

В настоящей работе впервые иссле-
дована корреляция между активно-
стью р-галактозидазы, N-ацетил-р-О-
галактозаминидазы и N-ацетил-р-О-
глюкозаминидазы лимфоцитов и поли-
м о р ф н о - я д е р и ы х лейкоцитов (П Я Л) и 
содержанием цАМФ и цГМФ в этих 
клетках, выделенных из перифериче-

ской крови детей, больных атониче-
ской бронхиальной астмой (АБА), и с 
Д Р С . 

Обследовано 29 детей с аллергиче-
скими заболеваниями, из них 20 стра-
дали АБА и у 9 был Д Р С . Возраст де-
тей был от 5 до 15 лет. Большинство 
обследованных находились в межпри-
ступном периоде заболевания. 

М е т о д и к а 

Выделение лимфоцитов и граиулоцитов 
проводили по методу [6] с небольшими мо-
дификациями. Венозную кровь брали в про-
бирки, содержащие гепарин (10 Е Д / м л ) , раз-
бавляли 0,9 % хлоридом натрия в соотноше-
нии 1 : 1 и наслаивали на фиколл-пак 
(«Pharmacia Fine Chemicals», Швеция) , затем 
центрифугировали при 400 g в течение 40 мин 
при комнатной температуре. Отбирали верх-
ний слой (плазму) , слой лимфоцитов перено-
сили в центрифужную пробирку, суспендиро-
вали в тройном объеме 0,9 % хлорида нат-
рия, центрифугировали при 1 0 0 g в течение 
10 мин, удаляли надосадок. Процедуру пов-
торяли. Полученная конечная клеточная суст 
пензия содержала 93—97 % лимфоцитов. 
К осадку (эритроциты с граиулоцитами) при-
бавляли 0,9 % хлорид натрия в количестве, 
равном первоначальному объему крови, до-
бавляли 3 % раствор декстрана Т500 («Phar-
macia Fine Chemicals») на 0,9 % хлориде нат-
рия, оставляли на 30 мин при комнатной тем-
пературе для осаждения эритроцитов. Над-
осадочную жидкость отбирали и центрифуги-
ровали при 400 g 10 мин. Оставшиеся эритро-
циты удаляли, применяя двукратный гипото-
нический осмотический шок: к 0,5 мл суспен-
зии клеток приливали 12 мл деионизоваппой 
воды, через 30 с восстанавливали изотонич-
ность добавлением 4 мл 3,6 % хлорида нат-
рия. Затем клетки д в а ж д ы промывали 0,9 % 
хлоридом натрия и получали конечную сус 
псизию, содержащую как минимум 95 % поли-
морфно-ядерных клеток. 

В качестве флюорогеиных субстратов при 
определении активности ферментов использо-
ваны: 4-метилумбсллиферил-р-0-галактоиира-
нозид, 4-мстил у мбелл и фсрил-Ы-ацетил-р-П-га-
лактоза мид, 4-мстилумбсллиферил-1М-ацстил-|-)-
D-глюкозамииид («Scrva», Ф Р Г ) . Конечные 
концентрации субстратов в пробах соотвстст-
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веннр 2,0, 1,5 и 2,6 ммоль/л [5, 11]. Суспен-
зии клеток размельчали в гомогенизаторе типа 
Поттера — Эльвейема с тефлоповым пестиком, 
(«В. Braun M e l s u n g e n AG», Ф Р Г ) в течение 
3 мин при 3000 об/мин с поступательными 
движениями пестика. Среда гомогенизации: 
0,9 % хлорид натрия с добавлением тритона 
Х-100 («Мсгск», ФРГ) в конечной концентра-
ции 0,1 %. Гомогенат центрифугировали при 
3000 об/мин в течение 15 мин, надосадок 
использовали для определения активности 
ферментов. Инкубационная проба конечным 
объемом 1,5 мл содержала 0,5 мл фермент-
ного препарата, 0,5 мл 0,15 М цитрат-фос-
фатного буфера (рН 4,5) и 0,5 мл субстрата, 
приготовленного на мономстиловом эфире 
этиленгликоля. Пробы инкубировали при 37 °С 
в течение I ч, реакцию останавливали добав-
лением 1,5 мл 0,4 М глицинового буфера 
(рИ 10,8). Количество освободившегося 4-ме-
тилумбеллиферопа в пробах определяли на 
спсктрофлюориметрс M P F 2 A («Hitachi», Япо-
ния | при длине волны возбуждения 366 им, 
длине волны эмиссии 452 нм, используя в ка-
честве стандарта 4-метилумбеллиферои 
(«Scrva») . Активность ферментов в ы р а ж а л и в 
паномолях субстрата, расщепленного за 1 ч на 
1 мг белка. Содержание белка определяли по 
Лоури [12] с предварительной обработкой 
0,5 % дсзоксихолатом натрия в 0,1 п. NaOH. 

Содержание цАМФ и ц Г М Ф исследовали в 
суспензиях клеток радиоизотопиыми методами 
с использованием специальных наборов реак-
тивов фирмы «Amersham» (Англия). Обра-
ботку данных проводили на ЭВМ LABTAM 
с применением пакета программ «Microstat» 
(Австралия) . 

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

В результате корреляционного ана-
лиза полученных данных выявлено 
большое количество статистически до-
стоверных связей между уровнем ак-
тивности лизосомных ферментов кле-
ток крови и содержанием в них цикли-
ческих иуклеотидов. Известно, что пе-
рераспределение лизосомных фермен-
тов и усиление способности к синтезу 
Р Н К в лимфоцитах при их стимуля-
ции фитогемагглютинином регулирует-
ся внутриклеточным уровнем цАМФ 
[17]. В то же время выход ферментов 
из лизасом, регулируемый циклически-
ми пуклеотидами [8], неизбежно отра-
жается на уровне их общей активно-
сти. 

При АБА отмечена умеренная об-
ратная корреляция между уровнем 
активности всех 3 ферментов и содер-
жанием цАМФ в лимфоцитах, а так-
же обнаружена и прямая корреляция 
между активностью 3 гликозидаз и со-
держанием цГМФ в ПЯЛ (табл. 1). 
При Д Р С выявлена умеренная прямая 
корреляция между активностью N-аце-
тил-р-О-галактозамииидазы, N-ацетил-

Т а б л и ц а Г 

Корреляционные связи между уровнем актив-
ности лизосомных гликозид в клетках крови 
и содержанием в них циклических иуклеотидов 
при АБА у детей (в каждой выборке 20 величин) 

Сравниваемые параметры 
Коэффици-
ент корре-

ляции 

р-Галактозидаза — цАМФ лим-
фоцитов —0,363 

Ы-ацетил-р-О-галактозамини-
даза — цАМФ лимфоцитов —0,404 

N-ацетил-Р-О-глюкозами ни -
даза — цАМФ лимфоцитов —0,379* 

р-Галактозидаза — цГМФ ней-
трофилов 0,388 

]М-ацетил-Р-0-галактозамипи-
даза — цГМФ нейтрофилов 0,559 

Ы-ацетил-Р-О-глюкозамипи-
даза — цГМФ нейтрофилов 0,613 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3 
приведенные коэффициенты корреляции досто-
верны при р < 0,05. 

p-D-глюкозамииидазы и уровнем 
цГМФ в ПЯЛ, а взаимосвязи между 
активностью изучаемых ферментов и 
содержанием циклических иуклеоти-
дов в лимфоцитах не обнаружено. По-
следнее позволяет предположить бо-
лее выраженный дефект регуляции ци-
клическими пуклеотидами стабильно-
сти лизосомных мембран лимфоцитов 
при Д Р С в отличие от АБА. Известно, 
что у большинства больных с прояв-
лениями респираторной и кожной ал-
лергии преобладают парасимпатиче-
ские регуляториые влияния. Вместе с 
тем парасимпатикотония обусловли-
вает накопление внутриклеточного* 
цГМФ, который в свою очередь усили-
вает синтез и секрецию гистамина и 

Т а б л и ц а 2 

Корреляционные связи между содержанием эози-
но фи лов, активностью лизосомных гликозидаз 
и уровнем цГМФ при ДРС у детей (в каждой 

выборке 9 величин) 

Коэффициент кор-
реляции 

Сравниваемые параметры 
лимфоци-

ты п я л 

Эозииофилия — N-аце-
ти л - Р - D - га л а ктоз а м и -
нидаза 

Эозииофилия — N-аце-
тил-Р-П-глюкозамини-
даза 

Эозииофилия — Р-галак-
тозидаза 

Эозииофилия — цГМФ 

0,696 

0,663 

0,714 
0,751 

0,759 

0,709* 

0,874 
0,629 
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Т а б л и ц а З 
Корреляционные связи между активностью лизосомных ферментов одной популяции клеток крови 

при аллергических заболеваниях у детей 

Сраппипаемые параметры 

Коэффициент корреляции 

Лимфоц и ты 

Д Р С АБА 

П Я Л 

Д Р С АБА 

р-Галактозидаза — N-ацетил-P-D-галакто-
зами иидаза 

Р-Галактозидаза — Ы-ацетил-Р-О-глюкоза-
мииидаза 

М-ацетил-р-О-галактозаминидаза — N-аце-
тил-Р-О-глюкозаминидаза 

0,797 (9) 

0,806 (9) 

0,984 (9) 

0,959 (20) 

0,954 (20) 

0,987 (20) 

П р и м е ч а н и е . В скобках — количество сравниваемых пар . 

0,921 (9) 

0,897 (9) 

0,984 (9) 

0,879 (20) 

0,857 (20) 

0,983 (20) 

понижает порог чувствительности кле-
точных мембран к раздражителям 
[10]. Выявленная прямая корреляция 
между активностью гликозидаз и 
внутриклеточным уровнем цГМФ мо-
жет рассматриваться как отражение 
повышенного тонуса холииергической 
регуляции при бронхиальной астме и 
Д Р С . 

В клинической практике хорошо из-
вестна важная роль эозипофилии пе-
риферической крови при аллергиче-
ской патологии. Эозинофилы синтези-
руют хемотаксический фактор ана-
филаксии [4], цитотоксические белки 
к эпителиальным клеткам и фибробла-
«стам, продуцируют простагландин Е2, 
лейкотриены В4 и С4 [14]. Фактор, 
выделяемый эозинофилами в процессе 
иммунологической реакции, угнетает 
выделение гистамина из других лейко-
цитов человека, увеличивая в них со-
держание цАМФ [7]. При бронхиаль-
ной астме эозинофилы инфильтриру-
ют стенку бронха, скапливаясь вокруг 
д е г р а пул ироваиных туч и ы х к л ето к 
[4], при аллергодерматозах скопле-
ния эозииофилов обнаруживаются в 
коже [3]. 

Анализ взаимосвязи эозинофилии с 
исследованными нами биохимическими 
параметрами выявил высокий коэффи-
циент корреляции между эозинофили-
•ей периферической крови, активностью 
всех изученных энзимов и содержани-
ем цГМФ в лимфоцитах и ПЯЛ у де-
тей с Д Р С (табл. 2). При бронхиаль-
ной астме подобной взаимосвязи не об-
наружено. Известна роль лизосомных 
гликозидаз, в том числе р-галактозида-
зы и Ы-ацетил-р-П-глюкозамииидазы, 
в локальном повреждении ткани — 
десквамации эпителия [9]. Вероятно, 
у больных с Д Р С в процессе реакций 
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немедленного типа наряду с деграну-
ляцией тучных клеток, выбросом ме-
диаторов аллергии более интенсивно, 
чем при бронхиальной астме, в аллер-
гическое воспаление вовлекаются ли-
зосоммые гликозидазы, повреждающие 
структуры соединительной ткани. 

При анализе взаимосвязи между 
уровнем активности разных гликози-
даз, отражающей степень их взаимо-
действия в процессе гидролитического 
разрушения ткани, в одной популяции 
клеток обнаружено, что при Д Р С у 
детей наблюдается более выраженная 
корреляционная зависимость между 
лизосомпыми энзимами в П Я Л и ме-
нее выраженная в лимфоцитах по 
сравнению с таковой при АБА (табл. 
3 ) . 

Обнаружена также отчетливая кор-
реляция для р-галактозидазы двух 
изучавшихся клеточных популяций и 
менее выраженная для N-ацетил-р-О-
галактозамипидазы и Ы-ацетил-p-D-
глюкозаминидазы при Д Р С в отличие 
от АБА, что отражает особенности дис-
баланса лизосомных аппаратов при 
названных патологических состояниях. 

Таким образом, полученные нами 
данные свидетельствуют о выражен-
ных корреляционных связях между 
активностью лизосомных ферментов и 
уровнем циклических иуклеотидов 
лимфоцитов и ПЯЛ при АБА и Д Р С у 
детей. Наряду с этим отмечена тесная 
ко р р ел я ци я м еж д у в ы р а ж е н и ость ю 
эозинофилии, активностью исследован-
ных ферментов и уровнем цГМФ лим-
фоцитов и нейтрофилов при Д Р С . Ре-
зультаты исследований указывают на 
различие в регуляторпых механизмах 
функции лизосом клеток крови при 
АБА и Д Р С и соответственно на не-
обходимость дифференцированного 



подхода к патогенетической терапии 
каждого из этих заболеваний. 
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E N Z Y M E S AND CYCLIC N U C L E O T I D E S IN 
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A. A. Gerasimov, M. I. Bakanov, /. J. Balabol-
kin, Т. V. Bershova 

Ins t i tu te of Pedia t r ics , Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Corre la t ion between act ivi ty of p-galactos i -
dase, N-ace ty l -P-D-glucosaminidase and con-
tent of cAMP and c G M P w a s s tudied in 
lymphocytes and polymorphonuclear leukocytes 
obta ined f rom 20 children with atopic form of 
bronchial a s thma and 9 pa t ien t s with dermo-
resp i ra tory syndrome. Activity of the lysosomal 
hydrolases s tudied correlated dist inct ly with the 
content of cyclic nucleot ides in the leukocytes 
and lymphocytes of children with bronchial 
a s thma and dermoresp i ra to ry syndrome. The 
mos t dist inct re la t ionship was found between 
the eosinophilia, the enzymat ic act ivi ty and 
the c G M P content in lymphocytes and neut-
r o p h i l s under condi t ions of de rmoresp i ra to ry 
syndrome. The data obtained s u g g e s t the 
diss imilar i ty of r egu la to ry effects of cyclic 
nucleot ides on funct ional act ivi ty of lysosomes 
in leukocytes of children with atopic form of 
bronchial a s thma and dermoresp i ra tory synd-
rome. 
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А. А. Карелин, А. А. Алексеев, А. Г. Глоба, В. С. Демидова, 
В. О. Цветков 

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

П Р И О Ж О Г О В О Й Б О Л Е З Н И 

Институт хирургии им. А. В. Вишневского А М Н СССР, Москва 

Полиморфно-ядерные лейкоциты 
( П Я Л ) осуществляют фагоцитоз мик-
роорганизмов, бактерий, микоплазм 
вирусов, опухолевых клеток [13, 14]. 
Поглощение бактерий лейкоцитами в 
процессе фагоцитоза сопровождается 
«вспышкой дыхания» — увеличением 
потребления кислорода с образова-
нием супероксидного иона кислорода, 
оказывающего антибактериальное дей-
ствие [4, 5, 8] . 

Фермент, катализирующий образова-
ние супероксида, НАДФ -Н-оксидаза, 
находится на наружной поверхности 
плазматической мембраны лейкоцита 

и использует в качестве субстрата 
НАДФ-IT. Отсутствие этого фермента 
у пациентов с хроническим лимфогра-
нулематозом лишает нейтрофилы спо-
собности вырабатывать супероксид 
[6, 10]; у таких больных лейкоциты не 
способны убивать микроорганизмы. 
Есть сообщения о снижении продукции 
остеомиелитом [1], а также сведения 

ссупёроксйда лейкоцитами у больных> 
о том, что снижение фагоцитарной ак-
тивности лейкоцитов у больных с раз-
личными формами хирургической ин-
фекции способствует генерализации по-
следней и развитию сепсиса. 
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При обширных глубоких ожогах про-
исходят утрата защитного кожного по-
крова на большой площади поверхно-
сти тела, дезорганизация важнейших 
нейтротрофических и обменных функ-
ци й о р г а н и з м а, н а р у ш е и и е б а р ье р и ы х 
защитных механизмов, резкое сниже-
ние содержания и продолжительное уг-
нетение факторов иммунитета, что соз-
дает условия для возможной генерали-
зации инфекции. Ранее была исследо-
вана активность НАД-М- и Н А Д Ф Н -
оксидаз, полученных из ПЯЛ ожоговых 
больных непосредственно после травмы 
[11]. Однако сведений об энзиматиче-
ской продукции супероксида ПЯЛ кро-
ви больных в различные периоды ожо-
говой болезни в литературе нет. 

В данном сообщении представлены 
р ез у л ьт а т ы о п р еде л е и и я п р о д у к ци и 
супероксида ПЯЛ у больных в зависи-
мости от степени тяжести ожоговой 
травмы и периода ожоговой болезни. 

М е т о д и к а 

Использовали следующие реактивы: D-глю-
козу, H E P E S («Scrva» , Ф Р Г ) , цитохром с из 
сердца л о ш а д и («S igma» , С Ш А ) , супероксид-
д и с м у т а з у — С О Д («Boehr inger» , Ф Р Г ) , 
Ы-формил-Ь-метиоиил-Ь-лейцил-Ь - фемилала-
нин Ф М Л Ф («Са lb iochem-Boehr inge r , 
С Ш А ) , фикол-400 ( « P h a r m a c i a » , Ш в е й ц а р и я ) , 
в ер or рафии («Spofa» , Ч С С Р ) , Э Д Т А , NaCI, 
САС12, MgSO^, KCI («Союзрсактив» , квалифи-
кация не ниже х. ч.) . 

Л е й к о ц и т ы выделяли из 10 мл гепарииизи-
рованной венозной крови по методике, опи-
санной ранее [7] . Конечный осадок нейтрофи-
лов суспендировали в 1 мл 0,85 % раствора 
NaCI, число клеток подсчитывали в камере 
Горяева . Измерение генерации супероксида 
осуществляли , используя иигибируемое С О Д 
восстановление цитохрома с. Суспензию ней-
т р о ф и л о в (100 мкл) вносили в 1 мл инкуба-
ционной среды, с о д е р ж а щ е й 128 мМ NaCI, 
1,4 мМ СаС1, 5,2 мМ КС1, 5,6 мМ D-глюкозы, 
10 мМ H E P E S , 50 мкМ цитохрома с, р Н ко-
торой с помощью 1 М К О Н доводили до 7,4. 
В случае измерения продукции супероксида 
иеактивированными П Я Л в контрольные об-
р а з ц ы вносили 16 мкг С О Д в о б ъ е м е 20 мкл 
буфера инкубационной среды, а в экспери-
ментальные — 20 мкл буфера . Д л я определе-
ния генерации супероксида П Я Л , активиро-
ванными Ф М Л Ф , кроме у к а з а н н ы х в ы ш е ком-
понентов, как в экспериментальные , так и в 
контрольные о б р а з ц ы вносили 4 - 1 0 5 М 
Ф М Л Ф , растворенный в 20 мкл буфера . Инку-
бацию проводили в стеклянных конических 
пробирках при 3 7 ° С на водяной бане, встря-
х и в а я их в течение 10 мин, после чего про-
бирки помещали в л е д я н у ю воду. З а т е м ней-
т р о ф и л ы о с а ж д а л и центрифугированием при 
800 g в течение 5 мин. Оптическую плотность 
иадосадочной жидкости определяли па фото-
метре LP-300 («Lange» , Ф Р Г ) , с фильтром, 
имеющим максимум пропускания 546 им. 

Количество о б р а з о в а в ш е г о с я супсроксида рас-
считывали, как описано ранее [9]. 

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

В наших исследованиях в качестве 
активатора лейкоцитов был использо-
ван ФМЛФ. Этот хемоаттрактантный 
пептид наряду с хемотаксическими 
свойствами в больших концентрациях 
вызывает усиленную продукцию супер-
оксид анион а [3]. 

Нами обследовано 28 доноров. Па-
раллельно с определением продукции 
супероксида активированными лейко-
цитами проводили измерение суперок-
сидгенерирующей активности ПЯЛ без 
добавки ФМЛФ. При этом выяснилось, 
что продукция супероксида неактиви-
рованными ПЯЛ достаточно высока и 
находится в пределах 1—5 пмоль на 
10° клеток (в среднем 2,70 нмоль на 
106 клеток), в то время, как активиро-
ванные П Я Л производят 5,3—9,6 нмоль 
на 10° клеток (в среднем 7,35 нмоль на 
106 клеток) супероксида. Продукция 
супероксида нейтрофилами без акти-
ватора может быть объяснена их по-
вреждением в процессе выделения и 
активацией при помещении в систему 
in vitro. Очевидно, подобный уровень 
активации не может быть информати-
вен и служить диагностическим и про-
гностическим критерием в клинике. 

В качестве критерия защитных им-
мунных сил организма мы выбрали 
разницу между количеством суперок-
сида, производимого П Я Л в присутст-
вии активатора, и его количеством в 
отсутствие форм и л пептида: ЛСО = 
= С О а к т — С О п е а к т - Д л я группы ДОНО-

Изменение продукции супероксида у больных 
о ж о г о в о й болезнью в различные периоды те-

чения з а б о л е в а н и я . 
По оси абсцисс — дни и периоды ожоговой болезни; 
по оси ординат — количество продуцируемого ПЯЛ 
супероксида за 10 мин инкубации (и нмоль на 10G 

клеток). Арабскими цифрами обозначены группы 
больных (см. текст). 
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ров, обследованных нами, эта разница 
лежит в пределах 2,7—6,8 нмоль на 
I06 клеток (в среднем 4,67±0,20 нмоль 
на 106 клеток). 

В отделении термических поражений 
Всесоюзного ожогового центра прове-
дено 56 исследований крови у 21 боль-
ного с ожоговой болезнью. Площадь 
ожогов у них составила от 25 до 80 % 
поверхности тела, при этом глубокие 
ожоги занимали 15—60% поверхно-
сти тела. Продукцию супероксида оп-
ределяли в периоды ожоговой токсе-
мии, ожоговой септикотоксемии и в 
пс р иод реконвалесце н ц и и. 

В период острой ожоговой токсемии 
(ООТ) обследовано 6 больных (1-я 
группа). Уровень продукции суперок-
сида у больных этой группы колебался 
от 2,3 до 4,8 нмоль на 106 клеток (см. 
рисунок). Токсемия у всех пациентов 
была тяжелой, 2 больных умерли. Раз-
личий в уровне продукции супероксида 
в зависимости от площади получен-
ных ожогов в период ООТ у больных 
не выявлено. 

У обследованных больных 2-й груп-
пы (7 человек) площадь глубоких ожо-
гов составила от 15 до 25% поверхно-
сти тела. При исследовании продукции 
супероксида в период с 14-го по 20-й 
день после травмы его уровень нахо-
дился в пределах 1,8—4,7 нмоль на 106 

клеток, составляя в среднем 3,4 нмоль 
на 106 клеток. В последующие дни 
уровень продукции супероксида у этих 
больных колебался от 0,4 до 8,7 нмоль 
на К)6 клеток, составив в среднем 
4 нмоль на 106 клеток. В период рекон-
валесценции средний уровень суперок-
сида составлял 3,9 нмоль на К)6 кле-
ток (3,5—4,3 нмоль на 106 клеток). Та-
ким образом, в среднем уровень про-
дукции супероксида у больных 2-й 
группы во все периоды ожоговой бо-
лезни находился в пределах нормы, 
определенной у доноров. Снижение его 
ниже нормы в двух случаях (соответ-
ственно до 1,8 и 0,4 нмоль на 10° кле-
ток) в периоде ожоговой септикоток-
семии было обусловлено неоправданно 
отсроченной аутодермопластикой 
вследствие нагноения ожоговых ран. 

У 12 больных основной, 3-й группы, 
площадь глубоких ожогов составляла 
брлее 25 % поверхности тела (преиму-
щественно 30—40 % глубоких ожогов). 
Большая площадь глубокого пораже-
ния (индекс Франка более 100 у всех 
больных) обусловливала возможность 

генерализации инфекции. Однако свое-
временно проведенное адекватное ле-
чение, направленное на возможное 
раннее отторжение струпа и закрытие 
ожоговой раны с помощью трансплан-
татов аутокожи, позволили избежать 
сепсиса в большинстве случаев. 

Особенно успешное лечение было 
проведено у больных подгруппы За (6 
больных). Об этом свидетельствует по-
казатель продукции супероксида. 
К 20-му дню после травмы уровень 
супероксида находился в пределах 
2,1—4,4 нмоль на 106 клеток, состав-
ляя в среднем 3,0 нмоль на 106 клеток. 
К 30—40-му дню отмечено его повыше-
ние в среднем до 6,7 нмоль на 106 кл 
(2,1 —15,0 нмоль на 105 клеток). 
К моменту полного закрытия ожого-
вых ран и начала периода реконвалес-
ценции средний уровень продукции су-
пероксида составил 15,6 нмоль на 106 

клеток (4,0—35,8 нмоль на 106 клеток), 
что свидетельствует о высокой степени 
фагоцитарной активности нейтрофилов. 

Иная динамика изменений показате-
лей продукции супероксида нейтрофи-
лов отмечена у больных подгруппы 36 
(6 больных). В эту подгруппу были 
включены пациенты, поступившие в 
ожоговый центр через 10—15 дней по-
сле травмы. К 20-му дню после ожогов 
активность продукции супероксида со-
ставляла 1,7—2,0 нмоль на 106 клеток, 
в среднем 1,8 нмоль на К)6 клеток. 
Позднее, к 30—40-му дню, а у некото-
рых больных до 50-го дня после трав-
мы, происходило дальнейшее снижение 
продукции супероксида до 0,6— 
1,9 нмоль на 106 клеток. Другими сло-
вами, продукция супероксида у этих 
больных в указанные периоды болезни 
находилась ниже нормы, установлен-
ной для доноров. 

Низкая активность супероксида со-
ответствовала степени тяжести состоя-
ния пациентов и коррелировала с ак-
тивностью хирургической тактики. Так, 
у 2 больных, доставленных в ожоговый 
центр в поздние сроки после травмы, 
промедление с закрытием ожоговых 
ран трансплантатом аутокожи приве-
ло к развитию сепсиса. Активность су-
пероксида к моменту выявления сепси-
са у этих больных составляла соответ-
ственно 1,4 и 0,6 нмоль на 106 клеток. 
Проведение последующего комплекс-
ного лечения, включающего этапные 
аутодермопластики, применение анти-
бактериальных препаратов и иммуис-
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терапии обеспечило благоприятный ис-
ход. Продукция супероксида нейтрофи-
лов восстановилась до нормы, соста-
вив у этих больных соответственно 
3,6 и 3,4 нмоль на 106 клеток. 

Восстановление уровня продукции 
супероксида до нормальных величин 
отмечено также у других больных этой 
группы. При адекватном лечении ак-
тивность супероксида повышалась до 
3,6—7,6 нмоль на К)6 клеток (в сред-
нем до 4,3 нмоль на 10° клеток), а в 
период реконвалесцеиции — до 12— 
15 нмоль на 106 клеток (в среднем до 
13,8 нмоль на 10° клеток). 

Таким образом, исследование супер-
оксидгенерирующей энзим атической 
активности лейкоцитов у больных с тя-
желыми ожогами позволяет опреде-
лить уровень и напряженность фагоци-
тоза, а следовательно, оценить состоя-
ние клеточного иммунитета пострадав-
шего от ожогов в зависимости от сте-
пени тяжести травмы, периода ожого-
вой болезни и адекватности проводи-
мого лечения. 
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ENZYMATIC P R O D U C T I O N O F S U P E R O -
XIDE A N I O N BY H U M A N P O L Y M O R P H O -
N U C L E A R L E U K O C Y T E S IN B U R N S 

D I S E A S E 

A. A. Karelin, A. A. Alexeev, A. G. Globa, 
V. S. Demidova, V. O. Tsvelkov 

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

Produc t ion of superoxide anion by polymor-
phonuclear leukocytes ( P M N L ) was s tudied in 
donors and pa t ien ts wi th burns . N-formyl-L-
Met-L-Leu-L-Phe ( F M L P ) was used as an 
ac t ivator of PMNL. Elevat ion in product ion of 
superoxide anion, caused by the ac t iva t ing 
effect of FMLP, proved to be useful as a 
d iagnos t ic and p rognos t i c cri terion. 56 prepa-
ra t ions of blood were s tudied in 21 pa t i en t s 
with bu rns wi thin the periods of acute buries 
toxemia, bu rns sept icotoxemia and conva-
lescence. Superoxide anion g e n e r a t i n g act ivi ty 
correlated with the disease severi ty: content 
of superoxide anion w a s dist inct ly decreased 
within the period of sepsis development . At the 
same time, complex t r ea tmen t of the pa t ien ts , 
involv ing step-by-step autodermoplas t ics , ant i-
bacter ial p repa ra t ions and immunothe rapy , 
enabled to res tore the superoxide anion pro-
duction up to normal values. Eva lua t ion of the 
superoxide anion g e n e r a t i n g activi ty by P M N L 
in the pa t ien t s with severe fo rms of b u r n s enab-
led to es t imate the s t a te of cell immuni ty in 
the pa t ien ts depend ing on severi ty of b u r n s 
t r auma , period of burn disease and adequacy 
of the t r ea tmen t applied. 

УДК 6(6.36-008.931:577.152.344J-02:615.285.7:547.496.2].099 

С. И. Табагари, Т. М. Шубитидзе, Г. В. Абдушелишвили 

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

Кафедра биохимии Тбилисского медицинского института 

Выяснение биохимических механиз- токсического влияния и разработать 
мов действия чужеродных веществ, за- профилактические и терапевтические 
грязняющих внутреннюю среду орга- меры при интоксикации. Следует отме-
низма, дает возможность оценить па- тить, что повреждающее действие эк-
тофизиологические последствия их зогениых химических веществ опосре-
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дуется прежде всего через структурно-
функциональные нарушения, возника-
ющие на субклеточном уровне. При 
этом специфичность токсического 
влияния определяется характером дей-
ствия на отдельные звенья метаболиз-
ма. Среди загрязнителей окружающей 
среды и организма человека значи-
тельное место занимают пестициды, 
однако детально особенности биологи-
ческого эффекта многих из них не изу-
чены, что, в частности, относится к 
группе пестицидов дитиокарбаматного 
ряда [6—8]. Сравнительно недавно 
было обнаружено повреждающее дей-
ствие сульфокарбатиона и тетраметил-
тиурамдисульфида (ТМТД) па лизо-
сомальный аппарат клетки, следстви-
ем которого является нарушение це-
лостности лизосомальных мембран пе-
чени и почек [2, 5]. 

В связи с изложенным целыо на-
стоящей работы явилось определение 
возможности коррекции структурных 
нарушений лизосом, вызванных дитио-
карбаматами, с помощью мембрапо-
стабилизирующего агента силимарипа 
[10, 11]. 

М е т о д и к а 

Крысам-самцам линии Вистар массой 
190—200 г ежедневно в течение 20 дней пс-
рорально вводили ТМТД в дозах 7ю и У5 
ЛДг,0 [4] в виде суспензии в растительном 
масле (I мл). Половине животных из каждой 
группы за 5 дней до окончания эксперимента 
аналогичным образом вводили силимарин в 
дозе 10 мг на 100 г массы. Контролем слу-
жили интактные животные (контроль 1), а 
также крысы, которым вводили только под-
солнечное масло (контроль 2). 

По окончании эксперимента животных де-
капитировали. Извлеченные печень и почки 
промывали холодным физиологическим раст-
вором и готовили гомогеиаты, используя в 
качестве суспендирующей среды 0,25 М раст-

вор сахарозы (рН 7,4), содержащий 0,001 М. 
ЭДТА [3]. В гомогснатах печени, почек и в: 
сыворотке крови определяли общую, а в полу-
ченной на ультрацентрифуге L5-65 («Spinco», 
США) надосадочной жидкости — неседимсп-
тируемую активность лизосомальных протеи-
наз: катспсинов А (КФ 3.4.12А.1), В 
(КФ 3.4.22.1), С (КФ 3.4.14.1) и 1> 
(КФ 3.4.23.5) — спектрофлюориметрическими 
методами [1] с помощью спектрофлюориметра 
MPF-2A («Hitachi, Япония), используя в ка-
честве субстратов соответственно N-карбобсн-
зокси-Ь-глутамил-Ь-тирозин, Ы-бснзоил-О^ 
L-аргинин-Р-нафтиламид, глицил-Ь-фенилала-
нин-6-нафтиламид и гемоглобин («Sigma»„ 
США). Кроме того, в исследуемых образцах 
определяли концентрацию белка [9]. 

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

У животных, получавших ТМТД в 
дозе Vю ЛД5о в течение 20 дней, в по-
следние 4—6 сут отмечали снижение 
двигательной активности, в отдельных 
случаях понос. У крыс, получавших,, 
начиная с 15-го дия и до конца экспе-
римента, силимарин на фойе введения 
ТМТД, также наблюдалась некоторая 
адинамия, но желудочных расстройств 
у животных этой опытной группы не 
было. В группе животных, получавших 
силимарин в течение 5 дней, не было 
отмечено каких-либо симптомов ин-
токсикации. Величина среднесуточной 
прибавки массы тела у интактных жи-
вотных была наибольшей и составляла 
4,38 г/сут, тогда как у животных, по-
лучавших внутрижелудочпо подсол-
нечное масло, суспензию ТМТД, сус-
пензию силимарина и ТМТД в сочета-
нии с силимарином, эта величина бы-
ла равна соответственно 2,88, 3,04, 
3,21 и 1,87 г/сут. Значительное разли-
чие в величинах среднесуточной при-
бавки массы у животных данных групп 
по сравнению с иитактными крысами 

Т а б л и ц а 1' 

Общая активность протеолитических ферментов лизосом в печени крыс при введении силимарина 
на фоне действия ТМТД (в мкмоль/мин на 1 г белка) 

С Фермент 
Условия опыта 

С Фермент 
контроль 1 контроль 2 ТМТД силимарин | ТМТД + силимарин 

Катепсии: 
А 
В 
С 
D 

Белок, мг на 
1 г сырой 
ткани 

2 ,29+0 ,18 
3 , 0 8 + 0 , 0 9 

27,19+2,01 
7 ,43+0 ,29 

235 ,3+13 ,3 

2 ,41+0,11 
3 ,18+0 ,10 

25 ,47+1 ,78 
7 ,19+0 ,32 

2 3 7 , 0 + 8 , 3 

1 ,37+0,08*** 
1 ,99+0,07*** 

20 ,02+1 ,20** 
3 ,66+0 ,33*** 

262 ,5+11 ,6 

2 ,97+0 ,12** 
2 ,74+0 ,11** 

26 ,40+1 ,46 
6 ,90+0 ,27 

276 ,3+5 ,4* 

1 ,49+0,05*** 
2 ,25+0 ,07*** 

18,12-1-1,27** 
4 ,00+0 ,18* ** 

269 ,8+3 ,2* 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2, 3 и 4 представлены средние данные (М + т) из 8 опы-
тов; одна звездочка — р < 0,05; две — р < 0,01; три — р < 0,001. 
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Т а б л и ц а 3 
Общая активность протеолитических ферментов лизосом в почках крыс при введении силимарина 

на фоне действия ТМТД (в мкмоль/мин на I г белка) 

Условии опыта 

Фермент 
контроль 1 контроль 2 ТМТД силимарин ТМТД-j- силима-

рин 

Катепсин: 
А 
В 
С 
D 

Белок , мг на 
1 г сырой 
ткани 

3 , 7 6 + 0 , 3 1 
4,21 ± 0 , 4 0 
7 , 2 7 + 1,00 
6 , 1 4 + 0 , 4 0 

2 1 1 , 2 + 2 , 9 

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

2 4 4 , 2 + 7 , 7 

2 , 3 0 + 0 , 1 9 * * 
3 , 1 5 + 0 , 2 2 * * 
5 , 1 3 + 0 , 5 4 * 
4 , 3 8 + 0 , 2 0 * * 

2 1 9 , 7 + 4 , 4 

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

2 1 7 , 8 + 5 , 6 

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

2 1 0 , 8 + 5 , 7 

(снижение па 27—58 %) скорее всего 
связано не с действием ТМТД или си-
лимарина, а со способом их введения 
(с помощью зонда) , поскольку у жи-
вотных в контроле 2 также отмечено 
снижение среднесуточной прибавки 
массы. По-видимому, по этой же при-
чине наименьшую прибавку массы на-
блюдали у животных, которые в тече-
ние последних 5 дней эксперимента 
получали ТМТД в сочетании с сили-
марипом, т. е. подвергались зондирова-
нию дважды в сутки. Никаких измене-
ний относительной массы печени и по-
чек у животных всех опытных групп 
по сравнению с контрольными не вы-
явлено, за исключением незначитель-
ного (па 10%; Р > 0 , 0 5 ) снижения от-
носительной массы печени и почек при 
в в еде н и и силимарина. 

Результаты исследований общей ак-
тивности лизосомальпых протеииаз в 
печени и почках (табл. 1 и 2) отчетли-
во показывают, что введение ТМТД 
вызывало ранее выявленное угнетение 
функциональной активности протеоли-
тической системы лизосом. Общая ак-
тивность протеииаз в печени снижа-
лась па 26—51 %, в почках — па 25— 
3 9 % . Введение животным одного си-
лимарина не вызывало достоверных 

изменений активности изученных фер-
ментов в этих органах, исключение со-
ставляют активация катепсина А в пе-
чени па 30 % и незначительного сни-
жения активности катепсина В (см. 
табл. 1). В то же время заслуживает 
внимания тот факт, что при сочетап-
ном введении силимарина и ТМТД ип-
гибирующее действие пестицида на 
протеолитическую систему лизосом пе-
чени практически полностью сохраня-
лось. Как и при действии одного 
ТМТД, его введение в комплексе с си-
лимарином вызывало снижение общей 
активности катепсинов А, В, С и D в 
печени соответственно на 35, 27, 33 и 
4 6 % . В почках при этих же условиях 
ингибирующего действия ТМТД на 
протеиназы лизосом не обнаружено 
(см. табл. 2). 

Особый интерес представляют ре-
зультаты, полученные при исследова-
нии песедимеитируемой активности ли-
зосомальпых гидролаз (табл. 3 и 4). 
При подострой интоксикации ТМТД в 
печени возрастала иеседиментируемая 
активность всех протеииаз: катепсина 
А на 39 %, В на 17 %, С на 41 % и D 
на 7 2 % . В почках прирост иеседимен-
тируемой активности носил менее вы-
раженный характер, так как актив-

Т а б л и ц а 3 

Иеседиментируемая активность протеолитических ферментов лизосом в печени крыс при введении 
силимарина на фоне действия ТМТД (в % от общей) 

Условия опыта 

Катепсин ТМТД + сили- ] 
контроль 1 контроль 2 ТМТД силимарин ] марин 

А 3 , 7 8 + 0 , 1 7 4 , 0 6 ± 0 , 2 4 5 , 2 4 + 0 , 2 1 * * * 4 , 2 9 ± 0 , 2 2 3 , 7 7 + 0 , 2 0 * * 
В 7 , 1 9 + 0 , 2 6 6 , 7 3 + 0 , 3 3 8 , 4 5 + 0 , 4 1 * 7 , 4 0 + 0 , 3 8 6 , 1 7 ± 0 , 2 7 
С 4 , 2 0 + 0 , 2 0 4 , 4 3 + 0 , 1 8 5 , 9 1 + 0 , 2 4 * * * 3 , 7 1 + 0 , 1 4 * 3 , 9 0 ± 0 , 1 7 * * * 
D 5 , 3 6 + 0 , 1 9 5 , 2 2 ± 0 , 2 7 9 , 2 1 + 0 , 4 3 * * * 6 , 1 7 + 0 , 3 1 * 6 , 4 5 + 0 , 4 4 * 
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Т а б л и ц а 4 
Иеседиментируемая активность протеолитических ферментов лизосом в почках крыс при введении 

силимарина на фоне действия ТМТД (в % от общей) 

Катфпсин 
Условия опыта 

контроль 1 контроль 2 ТМТД силимарин ТМТД + силимарин 

А 
В 
С 
D 

6,21 ± 0 , 2 7 
1 0 , 9 3 ± 0 , 5 8 
9 , 0 8 ± 0 , 3 9 

12,41 ± 0 , 5 4 

5 , 9 8 ± 0 , 2 6 
9,21 ± 0 , 5 1 

10 ,73±0 ,44 
11 ,92±0 ,38 

7 , 3 9 ± 0 , 3 1 * 
12 ,15±0 ,47 

15 ,03±0 ,67** 

6,01 ± 0 , 2 1 
1 1 , 4 6 ± 0 , 6 8 
10 ,36±0 ,47 
11 ,33±0 ,41 

6 , 2 0 ± 0 , 2 0 
12 ,77±0 ,60* 
10,39r t0 ,65*** 
11 ,12±0 ,48 

мость катепсина В в этом случае не 
изменялась, а активность катепсинов 
А, С и D увеличивалась соответствен-
но лишь на 19, 55 и 21 %. Введение си-
лимарина не вызывало значимых из-
менений неседиментируемой активно-
сти, тогда как его введение на фоне 
ТМТД в определенной степени снижа-
ло повреждающее действие пестицида 
па мембраны лизосом в печени и поч-
ках. Так, по сравнению с действием 
одного ТМТД силимарин снижал в пе-
чени неседиментируемую активность 
катепсина А на 2 8 % , катепсина В па 
2 7 % , катепсина С на 3 4 % и катепси-
на D на 5 2 % . Аналогичное сравнение 
в отношении почек показывает сниже-
ние неседиментируемой активности ка-
тепсина А на 16%, катепсинов С и D 
па 2 6 % . 

Исследование активности лизосо-
мальных ферментов в сыворотке кро-
ви (данные не приведены) позволило 
установить увеличение активности ка-
тепсина А на 3 2 % , С на 4 8 % и D па 
60 % при ТМТД. При сочетанием вве-
дении ТМТД и силимарина выявле-
но лишь увеличение на 28 % активно-
сти катепсина D. Введение одного си-
лимарина не вызывало изменения ак-
тивности ферментов по сравнению с 
её уровнем у животных контрольных 
групп. 

Таким образом, в результате прове-
денных исследований установлена 
возможность коррекции вызванных 
ТМТД повреждений л и зо со м а л ы i о й 
мембраны путем применения мембра-
ностабилизирующих препаратов. При 
этом критериями оценки эффективно-
сти их действия могут служить уро-
вень неседиментируемой активности 
лизосомальных гидролаз в печени и 
почках и активность в сыворотке 
крови. 
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E F F E C T O F S I L I M A R I N E ON ACTIVITY 
LYSOSOMAL P R O T E I N A S E S IN LIVER AND 
KIDNEY T I S S U E S O F RATS T R E A T E D 
W I T H T E T R A E T H Y L T H I U R A M D I S U L F I D E 

I. Tabagari, Т. M. Shubitidze, G. V. Abdu-
shelishvili 

Medical School, Tbilisi 

Total and nonsed imented activit ies of 
lysosomal pro te inases were s tudied in ra t liver 
and kidney t issues a f te r admin i s t ra t ion of 
s i l imar ine s imul taneous ly wi th te t ramethyl th iu-
ram disulf ide (TMTD). Si l imar ine did not 
af fec t the pa t t e rn of a l te ra t ions in total acti-
vi ty of lysosomal prote inases , caused by the 
TMTD t rea tment , but the nonsedimented acti-
vi ty of the enxymes s tudied w a s normal ized. 
S i l imar ine appears to exhibit the membrane-
s tab i l iz ing effect . 
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МЕТОДЫ Б И О Х И М И Ч Е С К И Х 
И С С Л Е Д О В А Н И Й 

УДК 615.373.03:[616.154:577.175.343]-078.73].012 

Т. А. Менявцева, Г. М. Ратнср, Т. Д. Лимарева, В. П. Масенко 
П Р И М Е Н Е Н И Е И М М У Н О Ф Е Р М Е Н Т Н О Г О А Н А Л И З А 

Д Л Я К О Н Т Р О Л Я С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О Й А К Т И В Н О С Т И 
А Н Т И С Ы В О Р О Т О К К В А З О П Р Е С С И Н У 
Н И И вакцин и сывороток Минздрава СССР, Томск 

Развитие радиоиммунного (РИА) и 
иммуноферментного (ИФА) методов 
микроанализа открывает широкие воз-
можности для определения содержа-
ния биологически активных веществ и 
изучения их динамики при различных 
патологических состояниях. Актуаль-
ной задачей в плане создания РИА- и 
ИФА-тест-систем является получение 
высокоактивных и специфичных анти-
сывороток, поскольку именно от этих 
качеств антител к биологически ак-
тивным веществам зависит чувстви-
тельность и специфичность анализа 
последних, а также экономичность 
разрабатываемых наборов. 

Пептидный гормон гипоталамуса ва-
зопрессин, оказывающий выраженное 
антидиуретическое и вазопрессорное 
действие, играет важную роль в осу-
ществлении физиологических и пато-
логических реакций организма. Недо-
статочность этого гормона приводит к 
развитию несахарного диабета. Повы-
шение уровня вазопрессина в крови 
может наблюдаться при поражениях 
мозга, бронхогенном раке, некоторых 
других патологических состояниях, а 
также при стрессорных воздействиях, 
мышечном перенапряжении, облуче-
нии, кровопотерях, действии различ-
ных фармакологических агентов. 

Б и о л о г и ч ее к и е м е го д ы о п р ед е л е н и я 
вазопрессина малочувствительны и 
трудоемки [1]. Поэтому в настоящее 
время для измерения количества вазо-
прессина в биологических жидкостях 
применяют методы РИА и ИФА [1 
9]. 

Цель настоящей работы — получе-
ние антисыворотки к вазопрессину и 
разработка чувствительного метода 
микроанализа для определения ее ак-
тивности и пригодности для создания 
в дальнейшем ИФА-тест-системы на 
вазопрессии. 

М е т о д и к а 

В качестве антигена для иммунизации жи-
вотных использовали синтетический аргинин-8-
вазопрессин — А В П («Biochem-Behr ing Со»., 
Швейцария) . Поскольку вазопрессии, подобно 
другим гормонам с низкой молекулярной мас-
сой, обладает слабой иммуногенностью, про-
водили сто конъюгацию с белком-носителем 
путем ковалентиого связывания при помощи 
глютарового альдегида по методу [8]. Д л я 
этого к 2 мг АВП, растворенного в 3 мл 
0,1 М фосфатного буферного раствора рМ 7,0, 
добавляли 20 мг лошадиного сывороточного 
альбумина (ЛСА, получен в лаборатории им-
мунохимии Томского Н И И В С 3. Р. Кусковой 
и М. В. Колмаковой) и при постоянном поме-
шивании постепенно приливали 1,5 мл 0,02 М 
глютарового альдегида («Serva», Ф Р Г ) . Полу-
ченную смесь перемешивали еще 18 20 ч при 
4°С и далее диализовали против дистиллиро-
ванной воды в течение 1 сут. Аликвоты 
конъюгата АВП — Л С А хранили при — 20 °С. 

Аитисыворотку к вазопрессину получали 
путем длительной иммунизации кроликов мас-
сой 2,5—3 кг. Курс иммунизации состоял из 
5—7 инъекций с интервалом 14 дней. Конъю-
гат антигена с Л С А (0,25 мл на 1 кролика) 
эмульгировали в равном объеме полного 
адъюваита Фрейнда («Calbiochem-Behr ing 
Corp.,» США) и вводили подкожно в поду-
шечки лап или в область шейных лимфати-
ческих узлов. Повторные курсы иммунизации, 
состоящие из 2—3 аналогичных инъекций, 
проводили через 1—3 мес. Кровь для полу 
чения антисыворотки забирали на 7—10-й 
день после очередной иммунизации. 

Титр антител к вазопрессину в полученных 
антисыворотках определяли с помощью твер-
дофазного ИФА в непрямом варианте па мик-
ропланшетах («Titertek», Великобритания) с 
использованием иммуиопероксидазного видо-
вого кроличьего конъюгата. Последний по-
лучали по [9] методом перйодатного окисле-
ния углеводного компонента пероксидазы с 
последующим ковалентным его связыванием 
с антителами к кроличьему IgG, выделенными 
из антисыворотки морской свинки к F ( a b ) 2 -
фрагментам IgG кролика путем аффинной 
хроматографии на колонке с иммобилизован-
ным на CNBr-сефарозе 4В («Pharmacia Fine 
Chemicals», Швеция) иммупохимически чистым 
кроличьим IgG. Рабочее разведение получен-
ного таким образом видового конъюгата со-
ставляло 1 : 600—1 : 800. Конъюгат хранили 
в глицерине при температуре —20°С. 
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Д л я проведения иммунэфсрмеитного ана-
лиза раствор АВП вносили в 96-ячеечные 
микроплаишеты в объеме 0,2 мл. После инку-
бации в течение 16—18 ч при 4°С лунки тща-
тельно промывали поочередно водопроводной 
и дистиллированной водой с добавлением в 
последнюю 0,1 % твина-20. Д а л е е в лунки 
вносили по 0,2 мл последовательных разве-
дений исследуемых кроличьих аитисывороток 
к вазопрессину и вновь проводили инкубацию 
при 37 °С в течение 2 ч с последующим трое-
кратным отмыванием лунок в указанном ре-
жиме. Контролем служили соответствующие 
разведения нормальной кроличьей сыворотки 
( И К С ) . Образовавшийся комплекс вазопрес-
сии — антитела к вазопрессину проявляли 
видовым коиъюгатом в рабочем разведении 
(объем 0,2 мл, инкубация 1 ч при 37 °С). 
Субстратом для ферментативной реакции слу-
ж и л а смесь ортофенилендиамина с перекисью 
водорода (5 мг ортофенилендиамина в 50 мл 
0,05 М цитратно-фосфатного буфера р Н 4,7 
и 5 мкл 36 % Н 2 0 2 ) , реакция продолжалась 
8—10 мин, после чего ее останавливали до-
бавлением 0,05 мкл 50 % серной кислоты. Из-
менение окраски хромогенного субстрата, ха-
рактеризующее пероксидазную активность, 
фиксировали с помощью микрофотометра 
(«Tiiertek Uniskan», Великобритания) , опре-
д е л я в оптическую плотность при длине вол-
ны 492 нм. 

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

В предварительных опытах опреде-
ляли оптимальные значения рН ком-
плексирующего буфера и концентра-
ции используемого для иммобилиза-
ции на полистироле АВГ1. 

В первом случае изучали различ-
ные буферные системы: 0,85% рас-
твор NaCl рН 3,3; 0,01 М фосфатный 
буферный раствор (ФБР) рН 7,4; 
0,01 М карбонатно-бикарбонатный бу-
ферный раствор рН 9,6. Наибольшая 
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оптическая плотность продукта фер-
ментативной реакции, соответствую-
щая наибольшему количеству белка, 
адсорбировавшегося па твердой фазе, 
регистрировалась при использовании 
0,01 М Ф Б Р рН 7,4 (рис. 1), который 
и был отобран для дальнейшей рабо-
ты. 

Важным фактором, определяющим 
чувствительность и специфичность ре-
акции, является количество сорбиро-
ванного на полистироле АВП. Выбор 
оптимальных концентраций АВП для 
активации проводили в реакции с им-
мунной и нормальной кроличьей сыво-
роткой в разведении 1 : 10 000. Из рис. 
2 видно, что оптическая плотность 
продукта ферментативной реакции ра-
стет по мере увеличения концентрации 
АВП от 1 до 20 мкг/мл; последующее 
увеличение дозы белка не приводит к 
повышению чувствительности реакции, 
что указывает на полное насыщение 
гидрофобных связей твердофазного 
полистиролового носителя. Малые кон-
центрации АВП давали низкий уро-
вень сигнала. Поэтому в последующих 
опытах для процесса активации поли-
стирола использовали растворы АВП 
в концентрации 10 мкг/мл. 

Подобранные оптимальные парамет-
ры реакции были применены для оп-
ределения титра антител к вазопресси-
ну в сыворотках иммунизированных 
кроликов. Иммунные и контрольные 
сыворотки последовательно разводили 
в 2 раза с 1 : 2000 до 1 : 64 000, за титр 
принимали то последнее разведение 
кроличьей аитисыворотки к вазопрес-
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Рис. 1. Влияние рН буфера на эффективность сенсибилизации твердой фазы АВП. 
По оси ординат — ог|тичос/кая плотность, при К 492 нм; белые столбики —• иммунная выворотка, 

черные —ИКС. I — рН 9G; I I — р Н 7,4; I I I— рН 3,3. 

Рис. 2. Выбор концентрации АВП, иммобилизованного на твердой фазе. 
По оси абсцисс — концентрация АВП (в мкг/мл); по оси ординат — оптическая платность при А, 

492 нм. 

Рис. 3. Динамика накопления антител к АВП в процессе гипериммуиизации (кро-
лик № 145). 

По оси абсцисс —дин после очередной иммунизации; по оси ординат — разведения сыворотки. 
Стрелками указаны номера иммунизаций. 
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сииу, при котором оптическая плот-
ность продукта ферментативной реак-
ции в 3 раза и более превышала ин-
тенсивность ферментативной реак-
ции в лунках с соответствующим раз-
ведением МКС. Результаты титрова-
ния отличались хорошей воспроизво-
димостью. 

В качестве примера иа рис. 3 пред-
ставлена динамика накопления анти-
тел к АВП, установленная в результа-
те одномоментного титрования парных 
сывороток, полученных после пробных 
кровопусканий в процессе гиперимму-
низации одного из кроликов. Антитела 
к вазопрессину у этого животного-про-
дуцента обнаруживались после 5-й им-
мунизации в титре 1 :4000; последую-
щие инъекции антигена вызывали на-
растание концентрации антител 
(1 : 16 000 после 8-й инъекции). 

Получено несколько серий антива-
зопрессиновой сыворотки с титром в 
ИФА от 1 : 10 000 до 1 : 20 ООО. Про-
верка активности полученного препа-
рата методом радиоиммунного анали-
за подтвердили данные ИФА (титр 
сыворотки в РИА составил 1 : 10 000). 

Антисыворотка к вазопрессину не 
давала перекрестных реакций с ангио-
тензином, миоглобином и инсулином, 
однако сыворотка от некоторых про-
дуцентов реагировала с окситоци-
ном— пептидным гормоном, близким 
по антигенным свойствам с вазопрес-
сипом. Д л я повышения специфичности 
аитисыворотки необходимо либо отби-
рать отдельные ее образцы, ие реаги-
рующие с окситоцином, либо извле-
кать «чистые» антитела к вазопресси-
ну путем аффинной хроматографии, 

либо использовать в анализе антисы-
воротку, предварительно «истощенную 
окситоцином». 
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A procedure is described for product ion of 
an t i se rum a g a i n s t peptide hormone Arg-vasop-
ressin. A sensi t ive immunoenzyme assay is 
developed for es t imat ion of the an t i se rum acti-
vi ty and specificity. 
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Современные методы иммуиохимиче-
ского анализа являются одним из наи-
более важных достижений в развитии 
биохимических методов последних лет. 
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Они нашли широкое применение в ме-
дицинской практике для диагностики 
различных заболеваний и лекарствен-
ной терапии при необходимости опре-



деления веществ в количестве несколь-
ких наиограммов в образце. 

Среди методов иммуноаиализа, раз-
личающихся системой детекции, широ-
ко используют иммуиофлюоресцент-
ный метод. Он является простым, бы-
стрым и воспроизводимым. К преиму-
ществам флюоресцентной метки сле-
дует отнести ее стабильность в тече-
ние длительного времени, а также от-
сутствие радиационного повреждения 
меченого антигена (или антитела) , 
опасности облучения [10, 11]. При 
разработке новых методов флюорес-
цетного иммуноаиализа наиболее об-
щей задачей является минимизация 
уровня фона, обусловленного собст-
венной флюоресценцией и светорассея-
нием большинства анализируемых 
биологических жидкостей. Эту задачу 
удалось решить методом флюорес-
центного иммуноаиализа с временным 
разрешением (ФИАВР) при использо-
вании комплексов редкоземельных ме-
таллов, обладающих уникальными 
спектральными свойствами, в частно-
сти длительным временем жизни в 
возбужденном состоянии [2, 4, 8] . В 
этом методе образец возбуждают ко-
ротким импульсом света (2—10 мкс) 
с частотой 100—1000 Гц и через опре-
деленный промежуток времени (100— 
400 мкс) с момента возбуждения из-
меряют интенсивность флюоресценции. 
За это время флюоресценция фона, 
рассеянный свет, имеющие значитель-
но меньшее время жизни, менее 10 мкс, 
гаснет, а измеряемый сигнал является 
истинной флюоресценцией европиевой 
метки [12]. Таким образом достигает-
ся высокая чувствительность анализа. 

При использовании европия в каче-
стве метки в иммуноанализе необхо-
димо получение комплексов диазофе-
нил — ЭДТА—Ей или изотиоцианато-
фснил— ЭДТА — Ей с антителами, 
получение которых довольно трудоем-
ко и требует стадии хроматографиче-
ского разделения, без которой сущест-
венную роль играет неспецифическая 
сорбция Ей при проведении твердо-
фазного иммуноаиализа. Д л я сохране-
ния активности антител оптимальным 
является соотношение Eu/белок в 
конъюгате 2—3. Это ограничивает 
чувствительность анализа. Нами пред-
лагается новый метод с использовани-
ем модифицированного большим коли-
чеством остатков хелатирующего 
агента (ДТПА) и молекул биотина — 

полимер, который способен связывать-
ся с биотинилироваиными молекулами 
антитела через авидииовый мостик. 
Целью разработки нового метода яв-
ляется повышение чувствительности и 
упрощение известного метода. 

М е т о д и к а 

В работе были использованы бычий сыво-
роточный альбумин (БСА), («Serva», Ф Р Г ) , 
авидин («Sigma», США) , тритон Х-100 
(«Ferack», Западный Берлин) , триоктилфосфи-
иоксид (ТОПО) («Aidrich», США) , 2,2-азино-
ди-1,3-этилбеизилтиазолии-сульфоиат (АБТС) 
(«Boehringer», Ф Р Г ) , 3-нитробензолсульфо-
нилкислота (ТНБС) («Sigma», США) , N-окси-
сукцииимидный эфир биотина ( О С И Б ) 
(«Sigma», США) , полиэтилепимин мол. масса 

70 000 (ПЭИ) («Serva», Ф Р Г ) , диэтилентри-
аминопеитауксусная кислота (ДТПА) («Sig-
ma», С Ш А ) , перекись водорода, кислоты, ще-
лочи, соли (компоненты буферных растворов) 
марки ос. ч. По известным методикам были 
получены р-иафтил-3-флюороацетилацетои [9], 
конъюгат биотип — пероксидаза [7]. 

В работе были использованы полистироль-
ные микропланшеты («Dynateck», Швейцария) . 

Все растворы готовили по навеске с 
использованием д е н о н с и р о в а н н о й на установ-
ке Mill ipore (США) воды. 

Измерение р Н проводили на рН-метре 
ОР-211/1 («Radelkis», Венгрия) с точностью 
до 0,01 единицы рН. Оптическую плотность 
растворов на микропланшетах измеряли на 
автоматическом адсорбциометре («Dynateck», 
США) при длине волны 414 нм. Флюоресцент-
ный сигнал с временным разрешением изме-
ряли на установке, собранной в Институте 
биохимии им. А. Н. Баха АН С С С Р и ана-
логичной описанной в работе [12]. Частота 
вспышек азотного лазера ЛГИ-21 100 Гц, за-
д е р ж к а 300 мкс, счет импульсов 1 мс. 

Титр аитисывороток кролика против имму-
ноглобулина IgG мыши определяли непрямым 
иммуиоферментпым методом. На поверхности 
полистирольного микропланшета сорбировали 
раствор I g G мыши, содержащий 10 мкг белка 
в 0,1 М карбонатном буфере р Н 9,2 (буфер I ) , 
в течение 1 ч при 37 °С и затем при 4 ° С в 
течение ночи. Лунки микроплаишета отмывали 
1 мМ трис-HCl р Н 7,4 с 0,15 М NaCl и 
0,01 % тритона Х-100 (буфер 2). Затем лунки 
микропланшета заполняли 0,5 % раствором 
бычьего сывороточного альбумина в буфере 1 
на 2 ч при 37 °С. После отмывки буфером 2 
проводили инкубацию с IgG кролика против 
IgG мыши в течение 2 ч при 37 °С, исполь-
зуя серию двукратных последовательных раз-
ведений в буфере 2. В качестве контрольного 
эксперимента на этой стадии проводили инку-
бацию тех ж е растворов в лунках микро-
плаишета, на поверхности которых предвари-
тельно не был адсорбирован антиген. В от-
мытых буфером 2 лунках микропланшета про-
водили инкубацию антител козла против им-
муноглобулина кролика, меченных пероксида-
зой (10 мкг/мл) , в буфере 2 в течение 1 ч 
при 37 °С. После отмывки буфером 2 детек-
цию проводили по реакции окисления АБТС; 
субстратная смесь имела конечные концентра-
ции перекиси водорода 10~ 4 М, АБТС 
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2 - 1 0 ~ 4 М рН 4,5. Измерение оптической плот-
ности проводили через 15 мин после оконча-
ния реакции. 

Комплекс б и о т и п — П Э И — Д Т П А был по-
лучен следующим образом. К раствору 2,5 мг 
ПЭИ в 0,1 М карбонатном буфере р Н 8,2 
постепенно добавляли 44 мкл диметилсуль-
фоксида, содержащего 4 мг циклического 
ангидрида Д Т П А , полученного по методике 
[5]. После диализа полученной смеси против 

50 мМ фосфата калия р Н 8,0, к ней добавля-
ли 75 мкл раствора диметилсульфоксида, со-
д е р ж а щ е г о 2,8 мг ОСИ 13. При этом, как по-
казал анализ с Т Н Б С [13], циклический 
ангидрид Д Т П А модифицировал 53 %, а 
О С И Б 30 % NH 2 - rpynn ПЭИ. 

Конъюгат антитело — биотип получали сле-
дующим образом. К 850 мкл раствора антител 
в 50 мМ калий фосфатном р Н 8,0 (концентра-
ция 1,8 мг/мл) , добавляли 85 мкл раствора 
О С И Б в диметилсульфоксиде (1,65 мг/мл) . 
Избыток биотипа удаляли диализом против 
0,01 М калий-фосфатного буфера с 0,15 М 
NaCl р Н 7,4, с трехкратной сменой буфера. 
Как показал анализ с ТНБС, при этом моди-
фицировалось 25 % NH 2 - rpynn антител. 

При получении комплекса биотип — ПЭИ — 
Д Т П А — Ей реакцию биотип — П Э И — 
Д Т П А с нитратом европия проводили в те-
чение 15 мин при комнатной температуре в 
1 мМ трис-HCl буфере р Н 7,4. Соотношение 
реагентов выбирали таким образом, чтобы от-
ношение Д Т П А / E u составляло 1/1. 

Метод проведения твердофазного иммуно-
аиализа состоял из следующих стадий. Сорб-
цию антигена (иммуноглобулин мыши) прово-
дили из буфера 1 в течение 1 ч при 37 °С 
и затем при 4 °С в течение иочи. После от-
мывки буфером 2 в лунках микропланшета 
проводили инкубацию 0,5 % ВСА в буфере 
1—2 ч при 37 °С. Отмытые лунки микроплан-
шета заполняли раствором конъюгата анти-
т е л о — биотип в буфере 2 на 1 ч при 37 °С. 
В качестве контрольного эксперимента на этой 
стадии проводили инкубацию тех ж е раство-
ров в лупках микропланшета, па поверхности 
которых не сорбировали антиген. После от-
мывки буфером 2 лунки заполняли раствором 
авидина в буфере 2 на I ч при 37°С. После 

очередной отмывки буфером 2 проводили ин-
кубацию с раствором биотип — ПЭИ 
Д Т П А — Ей в течение 1 ч пои 37 °С. 

Детектирование флюоресцентного сигнала 
редкоземельной метки проводили после де-
сорбции европия в течение 15 мин с поверх-
ности в раствор, содержащий 10~ 6 М (3-NTA 
5 • 10~5 М ТОПО, 0,025 % тритон Х-100 рН 3,2. 

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

Разработанный нами новый метод 
проведения твердофазного иммуно-
флюоресцентпого анализа предполага-
ет использование нового способа свя-
зывания редкоземельной метки с анти-
телами. Этот метод включает следую-
щие стадии (рис. 1): адсорбция на по-
верхности полистирольного микро-
планшета иммуноглобулина мыши, вы-
бранного в качестве антигена (стадия 
1); проведение иммунологической ре-
акции связывания антигена с биотини-
лированным антителом (иммуноглобу-
лин кролика против миши — Ат, ста-
дия 2); связывание биотинилироваи-
ных антител с авидииом (стадия 3) ; 
связывание авидина с комплексом 
биотин — П Э И — ДТПА — Ей (стадия 
4) ; десорбция европия с поверхности 
микропланшета в раствор и его детек-
ция (стадия 5). После каждой из ста-
дий 1—4 проводили тщательную от-
мывку лунок микропланшета от не-
связавшихся реагентов. 

Известно, что ранее в методе радио-
иммунодиагностики для повышений 
удельной радиоактивности Ат были 
использованы хелатные полимеры [1]. 
С другой стороны, известен пример 
применения полимера, содержащего 

Аг 

2 

- А 

У Авидин С Биотип 

К Ч ! 

/ 

, с о о . 

Ей 

- С О О , 
N c o o ' 

"-U Десорбция Ей в раствор 

Биотип 

1 
> 3 

у Авидич ( ( Биотип У-( Перонсидаза } 

ТчГ 

Рис. 1. Схема прове-
дения твердофазно-
го иммуноаиализа . 
а — с использованием 
комплекса биотин — 
ПЭИ — ДТПА — Ей 
(ФИАВР); б — с исполь-
зованием конъюгата 
IgG — псроксидаза, где 
IgG — иммуноглобулин 
козла против иммуногло-
булина кролика (ИФА); 
а — с использованием 
конъюгата биотин—псро-
ксидаза. Цифрами обо-
значены номера стадий 

(см. текст). 
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Р и с . 2 . К р и в ы е р а з в е д е н и я а и т и с ы в о р о т о к 
к р о л и к а к I g G м ы ш и . 

1а — иммуиофермеитиый анализ с использованием 
исроксидазиого коиъюгата иммуиоглобулииа козла 
против кролика; 2а — иммуиофермеитиый анализ с 
использованием мостиковой структуры с авидииом и 
биотинилированной пероксидазой; 16, 26 — контроля 
соответствующие; иммуноферментные анализы с ис-
ключением стадий адсорбции антисыворотки кролика 
к ItfG мыши. По оси ординат: D — оптическая плот-
ность; по осп абсцисс: С — концентрация (в мкг/мл). 

большое число флюоресцирующих мо-
лекул, для повышения чувствительно-
сти анализа. Из-за эффекта концент-
рационного тушения высокой локаль-
ной концентрацией метки на полимере 
необходимо было использовать такие 
типы связей метка — полимер, кото-
рые легко гидролизуются при последу-
ющей регистрации флюоресценции [3]. 

В предлагаемом нами методе 
Ф И А В Р заключительной стадии детек-
ции флюоресцентного сигнала пред-
шествует стадия диссоциации европия 

/9-7 
2,5 h-

2.0 

1.0 

0.5 

Р и 
т и н 
п р о 
р о л ь 

igC 

с. 3 . К р и в а я р а з в е д е н и я к о м п л е к с а б и о -
— П Э И — Д Т П А — Е й н а с т а д и и 4 п р и 
в е д е н и и т в е р д о ф а з н о г о Ф И А В Р ( / ) ; к о п т -

а н а л и з н о с х е м е а ( с м . р и с . 1) с 
и с к л ю ч е н и е м с т а д и и 2(2). 

из хелатного комплекса в раствор, ко-
торую проводят после связывания по-
лимерного комплексона с антителом, 
при этом эффект концентрационного 
тушения флюоресценции европия на 
полимере не играет никакой роли. Д л я 
высокоэффективного связывания био-
тинилированиого антитела и биотини-
лировапиого полимера, несущего хела-
тирующие группы, в качестве «мости-
ка» использовали авидин, поливалент-
ный белок, одна молекула которого 
способна связывать четыре молекулы 
биотипа с К = 1 0 " 1 5 М [6]. 

Путем последовательной вариации 
параметров общей схемы были опти-
мизированы концентрация реагентов 
для каждой из стадий анализа (см. 
рис. 1). Оптимальную концентрацию 
Ат определяли путем последователь-
ного разведения при фиксированной 
концентрации IgG мыши (10 мкг/мл) 
иа стадии адсорбции. Определение 
проводили с использованием иммуно-
фермеитного метода. В первом вари-
анте проявление адсорбированных ан-
тител проводили с использованием 
пероксидазного коиъюгата иммуногло-
булина козла против иммуноглобулина 
кролика (см. рис. 1), во втором — с 
использованием мостиковой структуры 
с авидииом и биотинилированной пер-
оксидазой (см. рис. 1). При сравнении 
кривых разведения, полученных в 
каждом из вариантов, видно, что титр 
не изменяется. Таким образом, образо-
вание мостиковой структуры через 
авидин на титр Ат ие влияет (рис.2) . 

Оптимальную концентрацию авиди-
иа определяли по кривым разведения, 
полученным при фиксированной кон-
центрации остальных компонентов 
(см. рис. 1). В качестве оптимальной 
была выбрана концентрация авидина, 
при которой соотношение сигнал/фон 
было максимальным (2—20 мкг/мл). 

Таким же способом был найден диа-
пазон оптимальной концентрации био-
тинилированного полимера, содержа-
щего европий, который составил 
5 - Ю - 7 — 5 - Ю - 6 М (рис. 3). 

После оптимизации концентрации 
полимера была проведена оптимиза-
ция концентрации Ат, аналогичная 
описанной (см. рис. 2), но с флюорес-
центной детекцией на стадии 4. Обра-
щает на себя внимание различие, в 
характере кривых разведения. При ис-
пользовании биотипилироваиного по-
лимера появляется четко выраженный 
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максимум (рис. 4). Поскольку одна 
молекула полимера содержит несколь-
ко десятков молекул биотипа, то по 
мере увеличения степени заполнения 
поверхности молекулами Ат и адсор-
бированного па них авидина, одна мо-
лекула полимера, имеющая достаточ-
но большие линейные размеры, мо-

-2.5 -2,0 -1,5 -10 -0,5 0.0 0.5 1дС 

Р и с . 5. К а л и б р о в о ч н ы е к р и в ы е д л я о п р е д е л е -
н и я к о н ц е н т р а ц и и и м м у н о г л о б у л и н а м ы ш и . 
а — кривые, полученные при проведении иммуиофлю-
оресцентного анализа по схеме а (см. рис. 1); 1 — 
концентрация Ей в комплексе биотин —ПЭИ—ДТПА— 
Еп составляет 5-Ю-7 М, молярное соотношение Ей/ 
ДТПА равно 1/1; 2 — концентрация Ей в комплексе 
биотин—ПЭИ—ДТПА—Ей составляет 5-10—» М, Мо-
лярное соотношение Eu/ДТПА равно 1/10; б — кри-
вые, полученные при проведении анализа по схеме в 

(см. рис. 1). 

жет взаимодействовать с несколькими 
молекулами авидина, приводя к сни-
жению интенсивности флюоресцентно-
го сигнала, во-первых, за счет стери-
ческой экранировки, во-вторых, за 
счет возможных конформациониых из-
менений полимера, сопровождающих-
ся изменением константы связывания 
европия с полимером. 

После подбора оптимальных усло-
вий был проведен анализ иммуногло-
булина мыши, адсорбированного на 
поверхности полистиролыюго микро-
планшета в интервале концентрации 
от 100 до 0,0035 мкг/мл. Анализ про-
водили по методу, описанному выше, 
с использованием компонентов в подо-
бранном диапазоне концентрации. 
Вид полученной кривой показан на 
рис. 5. Чувствительность метода со-
ставляет 0,01 мкг/мл. Если в анализе 
использовать комплекс полимер—Ей, в 
котором мольное соотношение Ей/ 
Д Т П А составляет 1/10, интенсивность 
фоновой флюоресценции снижается 
(см. рис. 5). Более высокая концент-
рация европия в комплексе с полиме-
ром, по-видимому, ведет к изменению 
копформации полимера, к его развора-
чиванию, при этом константа связы-
вания европия с полимером может 
уменьшаться, что приводит к увеличе-
нию количества европия, связавшегося 
неспецифически с полистирольиой по-
верхностью микропланшета. Возмож-
но и другое объяснение в различии ка-
либровочных кривых на рис. 5. Весьма 
вероятно, что уже при мольном соот-
ношении Eu/ДТПА, равном 1/10, евро-
пий связывается практически со всеми 
доступными остатками ДТПА, так что 
дальнейшее повышение содержания 
европия в комплексе приводит к росту 
его неспецифической адсорбции на 
микроплаишете. 

Д л я сравнения иммунофлюоресцеит-
иого и иммунофермеитного методов 
анализа на последней стадии предло-
женной схемы вместо комплекса по-
лимер—Ей был использован коиъюгат 
биотин — пероксидаза. Проявление 
ферментативной метки проводили с ис-
пользованием реакции окисления 
АБТС (см. рис. 5). Чувствительность 
метода 0,11 мкг/мл, что на порядок 
ниже, чем при использовании флюо-
ресцентной метки. 

Таким образом, предложен метод 
твердофазного иммунофлюоресцептно-
го анализа с использованием нового 
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полимерного комплексона, что позво-
ляет упростить получение реагентов 
для анализа. При этом метод отлича-
ется высокой чувствительностью, на 
порядок превосходя аналогичный фер-
ментативный способ детекции. 
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О П Р Е Д Е Л Е Н И Е Р Е Т И Н О Л А , а - Т О К О Ф Е Р О Л А , 
р - К А Р О Т И И А И С У М М Ы К А Р О Т И Н О И Д О В М Е Т О Д О М 

В Ы С О К О Э Ф Ф Е К Т И В Н О Й Ж И Д К О С Т Н О Й Х Р О М А Т О Г Р А Ф И И 

Всесоюзный онкологический научный центр АМН СССР, Москва 

При злокачественных новообразова-
ниях уровень содержания витаминов А 
и Е в крови, в тканях опухолей, как 
правило, снижен [4, 6, 9, 14]. При ин-
дукции диметилбепзантраценом или 
другими канцерогенами рака молочной 
железы у экспериментальных живот-
ных назначение витаминов А и Е зна-
чительно увеличивает продолжитель-
ность жизни, снижает частоту возник-
новения и скорость роста опухоли [7, 
8J. Наряду с этим отмечена положи-
тельная корреляция между уровнем 
ретинола в пище и крови пациентов 
[3], содержанием а-токоферола в кро-
ви [17] и степенью риска возникно-
вения рака молочной железы. В ряде 
проведенных эпидемиологических ис-
следований отмечена антиканцероген-
ная активность указанных витаминов 
при других формах рака [10, 13, 15, 

16]. В связи с этим проблема первич-
ной онкологической профилактики 
должна решаться с учетом необходи-
мой обеспеченности организма витами-
нами [1]. Важную сторону решения 
данной проблемы составляет наличие 
соответствующих методов определения 
исследуемых витаминов, их предшест-
венников или производных. 

В настоящее время основным мето-
дом определения витамина А, его пред-
шественника p-каротииа и витамина Е 
является высокоэффективная жидкост-
ная хроматография (ВЭЖХ). Д л я оп-
ределения указанных соединений вод-
ном образце Вийллеумиер и соавт. ис-
пользовали 3 системы ВЭЖХ одновре-
менно, из которых каждая служила 
для анализа одного из компонентов 
[16]. Миллер и соавт. предложили 
2 метода одновременного определения 
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витаминов А, Е и (3-каротина в гради-
ентном и изократическом режимах па 
обращенной фазе с применением УФ-
детектора с автоматическим про-
граммным переключением длин волн 
[11, 12]. 13 наших условиях наиболее 
приемлемым оказался метод адсорбци-
онной ВЭЖХ иа силикагеле. Предла-
гаемый метод сравнительно прост, 
пригоден для рутинных анализов, поз-
воляет использовать относительно де-
шевый сорбент и растворители, ие тре-
бующие специальной очистки. 

М е т о д и к а 

Реактивы. Ретинол , а - т о к о ф е р о л , (З-каро-
тии — п р е п а р а т ы фирмы « S i g m a » ( С Ш А ) . 
М е т а н о л к в а л и ф и к а ц и и х. ч., х л о р о ф о р м , пен-
таи , о к т а н и б у г и л а ц е т а т к в а л и ф и к а ц и и ч. 
Д и м е т и л т е р е ф т а л а т к в а л и ф и к а ц и и ч. предва-
рительно очищали перекристаллизацией из эта -
нола и степень чистоты определяли при по-
м о щ и В Э Ж Х . Р а с т в о р д и м е т и л т е р е ф т а л а т а в 
лента не (62 мкг /мл) использовали в качестве 
внутреннего с т а н д а р т а . 

Процедура экстракции. В ц е н т р и ф у ж н ы е 
пробирки вносили 1 мл п л а з м ы крови и 2 мл 
р а с т в о р а , с о д е р ж а щ е г о метанол и х л о р о ф о р м 
в соотношении 4 : 1 . Полученную смесь интен-
сивно в с т р я х и в а л и и после д о б а в л е н и я к ней 
200 мкл р а с т в о р а д и м е т и л т е р е ф т а л а т а т р и ж д ы 
э к с т р а г и р о в а л и пеитаном (порциями по 1 м л ) . 
Д а л е е из объединенных экстрактов пентан 
у д а л я л и током аргона , сухой остаток раство-
р я л и в 1 мл п о д в и ж н о й ф а з ы (см. ниже) и 
р а с т в о р ф и л ь т р о в а л и через тефлоиовый 
фильтр «Сарториус» ( Ф Р Г ) с д и а м е т р о м пор 
0,22 мкм. 

Аппаратура и условия хроматографии. 
В Э Ж Х проводили на ж и д к о с т н о м х р о м а т о г р а -
фе SP-8000 фирмы «Спсктра-Физикс» ( С Ш А ) . 
Р а з д е л е н и е компонентов о с у щ е с т в л я л и в изо-
кратическом р е ж и м е на колонке р а з м е р о м 
2 5 0 X 4 , 6 мм фирмы «Du P o n t » ( С Ш А ) , упа-
к о в а н н ы й сорбентом « З о р б а к с Сил» фирмы 
« D u P o n t » с р а з м е р о м частиц 7 мкм. Г1ред-
колопка ( 2 5 X 2 мм) была у п а к о в а н а сорбен-
т о м «Копелл О Д С » фирмы « В а т м а н » ( С Ш А ) 
с р а з м е р о м частиц 30—40 мкм. При разделе -
нии ретинола , а - т о к о ф е р о л а и карот иноид ов 
в качестве п о д в и ж н о й ф а з ы использовали 
смесь (93 : 7) о к т а н а и б у т и л а ц е т а т а (ско-
рость потока 2 мл/мин, т е м п е р а т у р а колонки 
4 0 ° С ) , при определении p -каротипа в качест-
ве п о д в и ж н о й ф а з ы использовали о к т а и (ско-
рость потока 2 мл/мин, т е м п е р а т у р а колонки 
к о м н а т н а я ) . О б ъ е м а н а л и з и р у е м ы х о б р а з ц о в 
с о с т а в л я л 100 мкл. Регистрацию анализируе-
мых компонентов о с у щ е с т в л я л и с помощью 
У Ф - д е т е к т о р а фирмы «Спектра-Физике» , мо-
дель 770. а - Т о к о ф с р о л и д и м е т и л т е р е ф т а л а т 
о п р е д е л я л и при 295 нм, ретинол — при 
3 3 0 им, к а р о т и и о и д ы и (3-каротин — при 
452 им. Р е ж и м р а б о т ы был построен т а к и м 
о б р а з о м , что сначала при автоматическом пе-
реключении длин волн производился а н а л и з 
8 — 1 2 исследуемых о б р а з ц о в на с о д е р ж а н и е в 
них а - т о к о ф е р о л а и ретинола , а з а т е м после 
ручного переключения детектора на 452 им 
производился а н а л и з этих ж е о б р а з ц о в на 

с о д е р ж а н и е каротиноидов . На заключитель -
ном этапе а н а л и з а при 452 нм в исследуемых 
о б р а з ц а х о п р е д е л я л и с о д е р ж а н и е ^ - к а р о т и н а . 
Время у д е р ж и в а н и я а - т о к о ф е р о л а , диметилте-
р е ф т а л а т а и ретинола с о с т а в л я л о соответст-
венно 3,8, 6,2 и 18 мин, ка рот иноид ов и р-ка-
ротина — соответственно 1,5 и 2,5 мин. Та-
ким о б р а з о м , полный а н а л и з одного о б р а з ц а 
иа с о д е р ж а н и е а - т о к о ф е р о л а , ретинола , ка-
ротиноидов и (3-каротииа т р е б о в а л в среднем 
25 мин. 

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

В первоначальных экспериментах 
при разделении ретинола, а-токоферо-
ла и p-каротииа в системе октан — 
бутилацетат использовали градиент-
ный режим. Однако при высокой чув-
ствительности детектора (0,02 опт. ед. 
на всю шкалу) применение оптически 
недостаточно чистых растворителей 
приводило к постоянному смещению 
базовой линии и, следовательно, к не-
правильному обсчету площадей пиков, 
что существенно понижало точность 
метода. В связи с этим нами был вы-
бран изократический режим. Опти-
мальный состав подвижной фазы на-
ходили путем варьирования соотноше-
ния его компонентов: октан — бутил-
ацетат в диапазоне от 7 0 : 30 до 
95 : 5. Полученные данные приведены 
на рис. 1. С точки зрения производи-
тельности рутинного анализа опти-

26 

24 

22 

20 

18 

16 

14 

12 

10 

8 

6 

2 

О 

Рис. 1. Влияние состава п о д в и ж н о й ф а з ы иа 
в р е м я у д е р ж и в а н и я (З-каротина ( / ) , а - т о к о -

ферола (2) и ретинола (3 ) . 
По осп абсцисс — содержание бутилацетата в под-
вижной фазе (в %); по оси ординат — время удержи-

вания (в мин). 
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Рис. 2. Х р о м а т о г р а м м ы экстракта плазмы 
крови. 

По оси абсцисс — время удерживания (в мин), а— 
в качестве подвижной фазы использовали смесь ок-
тан - - бутилацетат (93: 7), на 12 мин осуществляли 
автоматическое переключение длины волны (Е) с 295 на 
330 нм, / — а-токоферол, 2 — диметилтерефталат, 3— 
ретинол, 4 — сумма каротиноидов. б — подвижная 
фаза та же; Е — 452 нм. в — в качестве подвижной 

фазы использовали октан; Е — 452 им. 

мальным является содержание бутил-
ацетата в подвижной фазе, соответст-
вующее 20—25 %. При этом время 
анализа не превышает 9 мин. Следует 
отметить, что все компоненты смеси 
разделяются в этом случае между со-
бой. Однако, поскольку в экстрактах 
плазмы содержатся и другие соедине-
ния, пики которых перекрываются иа 
хроматограммах с пиками а-токоферо-
ла, использовали подвижную фазу с 
соотношением октан — бутилацетат 
93 : 7. При этом обеспечивается удов-
летворительное время удерживания и 
наблюдается полное разделение ком-
понентов плазмы (рис. 2). 

Разработка высокочувствительного 
метода анализа исследуемых соедине-
ний подразумевает их спектрофото-
метрическое определение при длинах 
волн, соответствующих максимумам 

250 30U 350 400 450 

Рис. 3. УФ-спектры (поглощения Е ) , ретино-
ла ( / ) , а - т о к о ф е р о л а (2) и p-каротина (3) 

в системе октан — бутилацетат ( 9 3 : 7) . 
По оси абсцисс — длина волны (в нм). 

поглощения. УФ-спектры поглощения 
p-каротина, а-токоферола и ретинола 
в системе октан — бутилацетат 
(93 : 7), снятые на жидкостном хрома-
тографе 1084 В фирмы «Хыолетт-Пак-
кард» (США), представлены на рис.3. 
Приведенные данные свидетельствуют 
о том, что р-каротин имеет максимум 
поглощения при 452 нм, а-токофе-
р о л — при 295 им, ретинол — при 
330 нм. 

Д л я определения калибровочных ко-
эффициентов определяемых соедине-
ний, выяснения диапазона линейности 
и точности разрабатываемого способа 
нами был проанализирован ряд стан-
дартных образцов, содержащих раз-
личные концентрации исследуемых со-
единений (см. таблицу). На основании 
калибровочных графиков были опре-
делены коэффициенты линейной ре-
грессии по методу наименьших квад-
ратов, установлены паимешлиие опре-
деляемые количества витаминов А, Е 
и p-каротииа в соответствии с пред-
ложенным методом [2, 5]. Приведен-
ные данные свидетельствуют о том, 
что линейность соблюдается во всем 
исследованном диапазоне концентра-

Характеристика предложешюго метода определения P-каротина, а-токоферола и ретинола 

Исследуемый показатель Р-каротин а-токоферол Ретинол 

Калибровочные коэффици-
енты 

Коэффициенты корреляции 
Стандартная ошибка ап-

проксимации 
Наименьшее определяемое 

количество, мкг/мл 
Степень извлечения, % 

8,2- 10~3=fc5,l • Ю~4 

0,998 

2 , 9 - Ю - 3 

0,154 
99,5 

8 , 0 - 1 0 - ^ 1 , 0 - Ю - 2 

0,999 

9 , 0 - Ю - 3 

0,400 
99,3 

5 , 0 . 1 0 - 2 ± 1 , 6 1 0 - 3 

0,999 

4 , 5 - Ю - 4 

0,023 
99,6 

П р и м е ч а н и е. Степень извлечения диметилтерефталата составляла 8 0 % . 
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ций исследуемых соединений. Об этом 
же свидетельствуют и коэффициенты 
ко р р е л я ц и и. Ко эф ф ициенты в а р и а ц и и 
находятся в пределах 0,5—2 %. По раз-
работанному нами способу в плазме 
крови 10 здоровых доноров были оп-
ределены уровни содержания иссле-
дуемых веществ. Содержание ретино-
ла в расчете на 1 мл плазмы крови 
составляло 0,312+0,046 мкг, а-токофе-
рола — 7,482+1,636 мкг, р-кароти-
на — 0,298±0,087 мкг и каротинои-
дов — 0,807±0,251 мкг (значения 
(xdztSx при р = 0,05). Эти результаты 
находятся в соответствии с литератур-
ными данными [11, 12]. Наименьшие 
определяемые количества позволяют 
использовать данный метод для рутин-
ных эпидемиологических исследова-
ний. 

Таким образом, разработан высоко-
чувствительный способ рутинного оп-
ределения а-токоферола, ретинола, ка-
ротиноидов и p-каротина в одной про-
бе, который отличается простотой, точ-
ностью, хорошей воспроизводимостью. 
Метод высокопроизводителен, относи-
тельно дешев, позволяет использовать 
реактивы без специальной очистки, 
колонка выдерживает до 1000 анали-
зов. 

За критические замечания при вы-
полнении работы и ее обсуждение 
приносим благодарность доктору био-
логических наук 10. В. Букину. 
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The problem of pr imary oncoprophylaxis 
might be settled bas ing on main ta in ing of 
essential v i tamins level in a body. Develop-
ment of corresponding methods for est imation 
of vi tamins, their precursors and derivatives is 
of importance in the problem solution. 
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Р А З Р А Б О Т К А И С О П О С Т А В Л Е Н И Е И Н Ф О Р М А Ц И О Н Н О Й 
З Н А Ч И М О С Т И М Е Т О Д О В О П Р Е Д Е Л Е Н И Я М И О Г Л О Б И Н А : 

Т В Е Р Д О Ф А З Н Ы Й И М М У Н О Ф Е Р М Е Н Т Н Ы Й . А Н А Л И З 
И Г ЕМ А П Л ЮТ И Н А Ц И О Н Н Ы И Т Е С Т 

Н И И медицинской радиологии АМН СССР, Обнинск, Н И И эпидемиологии и микро-
биологии Минздрава РСФСР, г. Горький 

В последние годы установлено важ-
ное клиническое значение определения 
уровня миоглобина (МГ) в крови при 
остром инфаркте миокарда [7, 16]. 

Миоглобиновый тест привлекает вни-
мание кардиологов и специалистов 
других областей медицины ввиду того, 
что гипермиоглобинемия и миоглоби-
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нурия входят в число важных и самых 
раииих признаков нарушения целост-
ности мембран мышечных волокон. 
Гииермиоглобинемия отмечена, на-
пример, при травмах [8], операцион-
ных вмешательствах [4], нейрорегу-
ляторных нарушениях [9, 19, 23], ин-
фекционных заболеваниях [13], ожо-
гах [17], нарушениях метаболизма уг-
леводов и липидов | 10, 14], эндокрин-
ных нарушениях [15] и т. п. 

В связи с этим актуальной задачей 
остается разработка специфических 
методов обнаружения МГ в биологи-
ческих жидкостях. Продолжающиеся 
работы по усовершенствованию мето-
дов анализа МГ направлены, во-пер-
вых, на уменьшение времени анализа 
при сохранении его высокой чувстви-
тельности, во-вторых, на упрощение 
техники анализа с тенденцией к его 
проведению без сложного дорогостоя-
щего оборудования. 

В настоящей работе сопоставлены 
разработанные нами гемагглютипа-
ционный тест на основе препарата 
« Д и а г н о ст и ку м э р и т р о ци т а р и ы й для 
выявления миоглобина иммуноглобу-
линовый сухой», отвечающего требова-
ниям простоты и быстроты выполнения 
анализа при высокой чувствительно-
сти определения, и твердофазный эизи-
моиммуиологический метод обнару-
жения количественного содержания 
МГ. 

М е т о д и к а 
Выделение и очистку М Г человека прово-

дили, как описано в работе [2]. Полученный 
раствор белка з а м о р а ж и в а л и порциями и хра-
нили при —20 °С. 

Аптимиоглобииовая сыворотка была полу-
чена путем 6-кратиой иммунизации овец с ин-
тервалами м е ж д у циклами 7—10 дней. Разо-
вую дозу антигена па одно животное гото-
вили эмульгированием 1 мл полного адъюван-
та Фрейнда («Calbiochem», США) и 1 мг М Г 
в 1 мл физиологического раствора. Эмульсию 
вводили внутрикожио в несколько точек. На 
7-й день после последнего цикла брали кровь. 
Наличие антител (АТ) и данные о моиоспе-
цифичиости антимиоглобиновой сыворотки 

Подтверждены при изучении ее свойств во 
стречном электрофорезе. 

Специфические АТ против М Г человека 
были выделены методом аффинной хромато-
графии па матрице сефарозы 4В («Phar -
macia», Швеция) с ковалентио связанным М Г 
человека. Иммобилизацию М Г иа ссфарозе 4В 
осуществляли по известной схеме [6] с по-
мощью предварительной активации матрицы 
бромциаиом («Мегск», Ф Р Г ) [20]. Специфи-
ческие АТ элюировали с иммуносорбента 
0,1 М глициновым буфером р Н 2,3. Концент-
рацию аптимиоглобииовых АТ устанавливали 
методом Лоури [21]. АТ хранили при —20 °С 

до момента их использования. 
При исследованиях МГ и специфических 

АТ против М Г в качестве маркера для имму-
иофермеитного анализа использовали перок-
сидазу хрена — ПХ (RZ-3,0; «Sigma», С Ш А ) . 
Конъюгироваиие ПХ с МГ человека осущест-
вляли методом периодатного окисления при 
молярном соотношении ПХ — М Г 1 : 1 ; ана-
логичный метод использовали при коиъюги-
роваиии ПХ с АТ против МГ, молярное соот-
ношение ингредиентов при коиъюгировании 
3 : 1 . Конъюгаты очищали гель-хроматогра-
фией на колонке с сефадексом G-75, уравно-
вешенной 0,01 М фосфатным буфером р Н 7,2. 
Конъюгаты хранили при 4 ° С в 0,1 % раст-
воре бычьего сывороточного альбумина (БСА) 
с добавлением 20 мг/л тимеросала. 

Рабочие растворы конъюгатов, стандартов 
М Г и исследуемых образцов готовили с 
использованием в качестве растворителя 
0,01 М фосфатного буфера р Н 7,2, содержа-
щего 0,15 М натрия хлорида, 0,05 % тритона 
Х-100 и 0,1 % БСА (буфер А) . 

Стандартные растворы М Г (от 5 до 
600 нг/мл) готовили из исходного раствора. 
Концентрацию исходного раствора устанав-
ливали спектрофогометрически при длине вол-
ны 409 им, молярный коэффициент экстинк-
ции М Г 1,54• 10б с м - ' - л - м о л ь " 1 [11]. 

Промывающим раствором служил 0,01 М 
фосфатный буфер рН 7,2, содержащий 0,15 М 
натрия хлорида и 0,05 % тритона Х-100 (бу-
фер Б ) . Сорбцию специфических АТ па твер-
дой фазе и блокирование свободной поверх-
ности твердой фазы 1 % раствором БСА про-
водили из 0,05 М карбонатного буфера 
р Н 9,6 (буфер В) . 

В качестве субстрата ПХ использован 
о-фенилеидиамин («Реахим», С С С Р ) . Раствор 
субстрата готовили перед использованием в 
реакции следующим образом: 10 мг о-феии-
лендиамина растворяли в 18 мл дистилли-
рованной воды и добавляли 2 мл 0,1 % раст-
вора перекиси водорода, содержащего 0,04 М 
двузамещенного фосфата натрия и 0,02 М 
лимонной кислоты. 

Содержание М Г определяли в 52 образцах 
сывороток крови допоров и больных нервно-
мышечными заболеваниями. Образцы сыворот-
ки крови были предоставлены сотрудниками 
Н И И общей и патологической физиологии 
А М Н СССР. 

Иммуиофермеитиый анализ проводили в 
микротитрационных полистироловых пласти-
нах с плоским профилем дна лунок ( Н И И ме-
дицинской техники Минздрава СССР, Моск-
в а ) . С целью стандартизации лунок пластины 
подвергали предварительной обработке 96 % 
этиловым спиртом в течение 18—20 ч при 
комнатной температуре. После этого пласти-
ны тщательно промывали дистиллированной 
водой, высушивали и хранили до использо-
вания в герметичной упаковке. 

При проведении иммуноферментного ана-
лиза специфические АТ против М Г сорбиро-
вали в лунках пластины стандартным спо-
собом. В к а ж д у ю лунку вносили по 0,1 мл 
раствора АТ в буфере В, пластину инкубиро-
вали при комнатной температуре в течение 
18—20 ч. Избыток АТ удаляли 3-кратной 
промывкой буфером Б. Оптимальную кон-
центрацию антител для сорбции устанавли-
вали экспериментально. Неспсцифическую 
сорбцию предотвращали блокированием сво-
бодной поверхности твердой фазы 1 % раст-
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Рис. 1. Пошаговая схема вы-
полнения вариантов иммуио-

ферментного анализа. 
а — вариант типа сандвич: 1 — 
внесено по 0,1 мл в лунку стандар-
та МГ или исследуемого образна, 
разведенных буфером Л в 6 раз; 
2 — инкубация 1 ч при комнатной 
температуре, 3-кратная промывка 
буфером Б; 3 — внесено по 0,1 мл 
в лунку конъюгата ПХ—АТ в соот-
ветствующем разведении буфером 
А; 4 — инкубация 1 ч при комнат-
ной температуре, 3-кратная промыв-

ка буфером Б; б — конкурентный вариант: / — вне-
сено по 0,05 мл в лунку стандарта МГ или исследуе-
мого образца, разведенных буфером А в 3 раза, и по 
0,05 мл в лунку конъюгата ПХ — МГ в соответству-
ющем разведении буфером Л; 2 — инкубация 1 ч 
при комнатной температуре, 3-кратная промывка бу-

фером Б. 

вором БСА (0,1 мл в буфере В в каждую 
лунку, инкубация 1 ч при комнатной темпе-
ратуре) . Пластины использовали для анализа 
в день их изготовления после 3-кратной про-
мывки буфером Б. 

Пошаговая схема выполнения вариантов 
иммуноферментного анализа представлена на 
рис. 1. Выявление МГ (гемагглютинациоиный 
тест) проводили в реакции пассивной гем-
агглютинации с помощью разработанного 
нами препарата, выпускаемого Н И И эпиде-
миологии и микробиологии Минздрава Р С Ф С Р 
(г. Горький) «Диагностикум эритроцитарпый 
для выявления миоглобина иммуиоглобулино-
вый сухой». 

В каждую из 12 лунок полистироловой 
пластины для иммунологических реакций с 
V-образиым профилем дна разливают по 
50 мкл физиологического раствора. В первую 
лунку вносят 50 мкл исследуемой жидкости 
и проводят двукратные разведения ( 1 : 2 , 
1 : 4 и т. д.) путем переноса 50 мкл жидкости 
в следующую лунку из предыдущей, переме-
шивания и следующего переноса. Затем во 
все лунки разливают по 25 мкл 1 % взвеси 
эритроцитариого диагностикума. Пластину 
встряхивают для равномерного распределения 
эритроцитов по объему и оставляют при ком-
натной температуре на 30 мин. Содержание 
МГ в исследуемом образце рассчитывают как 
произведение чувствительности метода на раз-
ведение образца, которое еще вызывает 
агглютинацию эритроцитов. Чувствительность 
определения МГ, равная для данного препа-
рата 0,5—1 иг/мл, установлена на производ-
стве в реакции пассивной гемагглютииации с 
использованием стандартного раствора МГ 
известной концентрации. 

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

иммуноферментного анализа при за-

Рис. 2. Оптимизация аналитической системы 
иммуноферментного анализа. 

а — конкурентный вариант; б — вариант типа санд-
вич; разведение конъюгатов ПХ—МГ и ПХ—AT: /— 
1 : 50; 2 — 1 : 100; 3 — 1 : 200; 4 — 1 : 500. По осям абс-
цисс — концентрация раствора АТ против МГ. не 
пользуемая для сорбции на твердой фазе (в мкг/мл, 
масштаб логарифмический); по осям ординат — оп-

тическая плотность при 492 нм. 

данных параметрах времени и темпе-
ратуры инкубации установлены в се-
рии экспериментов по изменению кон-
центрации ЛТ, сорбируемых из раст-
вора на поверхности полистиролового 
материала пластины, и конъюгатов: 
ПХ—МГ в конкурентном варианте им-
муноферментного анализа и ПХ—АТ 
в иммуноферментном анализе типа 
сандвич (рис. 2). Диапазон концентра-
ции АТ, сорбируемых на твердой фазе, 
варьировали от 0,5 до 16 мкг/мл. Ис-
пользованы разведения конъюгатов от 
1:50 до 1:500 при проведении обоих 
вариантов иммуноферментного анали-
за. 

Типичные стандартные кривые для 
определения МГ в иммуноферментном 
анализе конкурентного и сандвич-типа 
приведены на рис. 3. Стандартные кри-
вые построены в условиях сорбции на 
твердой фазе специфических АТ про-
тив МГ из раствора с концентрацией 
5 мкг/мл, использования конъюгатов 
в разведении 1:100 и стандартов Л4Г от 
2,5 до 5000 иг/мл. Как видно из рис. 3, 
рабочий диапазон определения МГ 
шире в конкурентном варианте имму-
ноферментного анализа по сравнению 
с вариантом сандвич-типа. Коэффици-
ент вариации при использовании об-
разцов с различным содержанием М Г 
в 8 повторах на одной микротитраци-
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Рис. 3. Типичные стандартные 
кривые определения М Г в 
конкурентном варианте ( / ) и 
варианте типа сандвич (2) 
иммуноферментного анализа . 
По оси абсцисс — содержание МИ 
(в нг/мл); по оси ординат — опти-

ческая плотность при 492 нм. 

Рис. 4. Определение М Г в сы-
воротке крови пациента с вы-
соким содержанием М Г после 
разведений исследуемого об-

разца . 
По оси абсцисс — разведение об-
разца; по оси ординат — содержа-

ние МГ (в нг/мл). 

7000 

2500 Г0000 

Рис.3 Рис.4 

оиной пластине составил менее 4,3 % 
(табл. 1). 

Из табл. 1 видно, что результат им-
муноферментного анализа при прочих 
равных условиях зависит от свойств 
твердой фазы, что, вероятно, связано с 
различиями в сорбциоиной емкости. 
В связи с этим существует необходи-
мость постановки стандартной кривой 
па каждой пластине. 

Достоверность анализа оценивали 
с помощью исследования разведений 
сыворотки крови с высоким содержа-
нием МГ (рис. 4) и теста па выявле-
ние — определение МГ, искусственно 
добавленного в сыворотку крови 
(табл. 2). Расчетное количество МГ в 

образцах соответствует его содержа-
нию с достоверностью анализа от 90 
д о 1 Ю % . 

Коэффициент вариации при исследо-
вании образца в 12 повторах составил 
9 , 8 % ( 4 8 0 ± 4 9 иг/мл). Вместе с тем 
необходимо помнить, что постановку 
реакции пассивной гемагглютинации 
осуществляли путем двукратных раз-
ведений исследуемого образца и по-
л о м у была возможна 50 % ошибка 
анализа. Гемагглютинационный тест 
является таким образом полуколичест-
венным методом. 

Мы сопоставили информационную 
значимость определения МГ в крови 
доноров и больных нервно-мышечными 
заболеваниями (полимиозит, дермато-
миозит, миопатия, миастения) разра-
ботанным методом иммуноферментно-
го анализа в конкурентном варианте и 
с помощью гемагглютинационного тес-
та. Результаты (рис. 5) показали хо-
рошую корреляционную зависимость 
(коэффициент корреляции 0,966) меж-
ду данными, полученными обоими ме-
тодами, в диапазоне концентраций МГ 
от 30 до 2000 нг/мл. 

В зависимости от целей и задач ра-
боты МГ определяют теми или иными 
методами, обладающими различными 
достоинствами. Радиоиммунологиче-
ский анализ позволяет сократить вре-
мя определения с 24—48 ч [26] или 
5—6 ч [24] до I ч [25] без уменьше-
ния чувствительности метода (1 — 
5 нг/мл). Недостатков указанного ме-
тода, в частности требования радиаци-
онной безопасности, лишены различ-
ные варианты иммуноферментного 
анализа МГ [5, 18]. Существенный 
выигрыш во времени дает простой по-
луколичественный латекс-агглютина-
цнонный метод определения МГ, одна-

Т а б л и ц а 1 

Коэффициент вариации определения МГ в конкурентном варианте твердофазного иммуноферментного 
анализа 

Содержание МГ 
в пробе, иг/мл 

Пластина 

1-я 2-я 3-я 

0 
2,5 
10 
40 

150 
600 

3,240=1=0,027 (0,8) 
3,1714=0,050 (1,6) 
2 , 6 2 7 ± 0 , 0 2 5 (1,0) 
1,717=1=0,020 (1,2) 
0,740=1-0,017 (2,3) 
0 , 2 4 4 + 0 , 0 0 9 (3,7) 

2,637=h0,031 (1,2) 
2,474=j=0,018 (0,7) 
2,092=1=0,040 (1,9) 
1,270=1=0,010 (0,8) 
0,551 ± 0 , 0 1 4 (2,5) 
0,162=1=0,007 (4,3) 

2,194=1=0,029 (1,3) 
2,052=1=0,024 (1,2) 
1,773=1=0,027 (1,5) 
0,983=1=0,011 (1,1) 
0,500=1=0,011 (2,1) 
0,1504=0,006 (3,8) 

П р и м е ч а н и е . Результаты анализа 9 повторов, оптическая плотность при 492 нм. В скоб-
ках — проценты. 
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Т а б л и ц а 2 

Выявление МГ, добавленного в сыворотку кро-
ви, в конкурентном варианте иммуноферментного 

анализа 

Количе- Ожидае- Результат Выявление ство МГ, мое коли- Результат МГ добавлен- чество определения 
ного в МГ, иг МГ, иг 

% пробу, иг МГ, иг нг % 

0 1,8 
4,32 6,12 5 , 9 ± 0 , 1 4,1 105,36 
8,75 10,55 11,5=1=0,2 . 9 ,7 90,21 

17,60 19,40 18,0=1=0,2 16,2 108,64 
35,30 37,10 37,0=1=0,3 35,2 100,28 
70,65 72,45 74,0=1=0,5 72,2 97,85 

141,40 143,20 1 4 5 , 0 ± 1,5 143,2 98,74 
283,10 284,90 2 8 5 , 0 ± 2 , 3 283,2 99,96 

ко его чувствительность не превышает 
100 нг/мл [12]. 

Главным критерием ценности мето-
да в последнее время становится (на-
ряду с высокой чувствительностью оп-
ределения МГ и специфичностью) ско-
рость получения нужных данных, про-
стота проведения анализа и учета ре-
зультатов. Этим требованиям в значи-
тельной мере удовлетворяет гемаг-
глютинационный тест, проводимый с по-
мощью препарата «Диагностикам эрит-
роцитариый для выявления миоглоби-
на иммуноглобулиновый сухой». Вре-
мя проведения анализа гемагглютииа-
ционным тестом составляет 30 мин от 
момента взятия крови, его чувстви-
тельность 0,5—1 нг/мл, учет результа-
тов — визуальный. Несмотря на то что 
при его использовании получают полу-
количественные данные, он имеет, как 
установлено нами (см. рис. 5), равпо-

Рис. 5. Сопоставление результатов определе-
ния М Г в крови допоров и больных нервно-
мышечиыми заболеваниями методом конку-
рентного иммуноферментного анализа и с 

помощью гемагглютинациониого теста. 
По оси абсцисс — содержание МГ, определенное с 
помощью гемагглютинациониого теста (в нг/мл); по 
оси ординат — содержание МГ, определенное мето-
дом конкурентного иммуноферментного анализа (в иг/ 
мл). Уравнение регрессии у—1,46* — 23,81. Коэффи-

циент корреляции '* = 0,966. 

ценную информационную значимость 
с иммуноферментиым методом анали-
за. 

Препарат «Диагностику^ эритро-
цитарный для выявления миоглобина 
иммуноглобулиновый сухой» выпуска-
ется отечественной промышленностью 
и может быть использован в условиях 
скорой медицинской помощи и для об-
следования пациентов на содержание 
МГ в крови и моче в учреждениях 
практического здравоохранения, не 
оснащенных специальным оборудова-
нием. Миоглобиновый тест целесооб-
разно применять как интегральный 
биохимический показатель функцио-
нальных и морфологических измене-
ний в организме, так как, по-видимо-
му, увеличение содержания МГ в кро-
ви связано с нарушением проницаемо-
сти клеточных мембран. 
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Gorki 

Opt imal condi t ions were developed f o r 
es t imat ion of myoglobin u s ing i m m u n o e n z y m e 
assay (ELISA) of competi t ive and " s a n d w i c h " 
types. I n fo rma t ive efficiency of the E L I S A 
procedures w a s compared with commercia l ly 
avai lable hemagg lu t i na t i on test " E r y t h r o c y t e 
d iagnos t i cum for myoglobin detection; dry 
immunoglobu l in" . Eff ic iency of these a s s a y s 
both E L I S A and hemagg lu t i na t i on test was. 
found to be similar a l though h e m a g g l u t i n a t i o n 
is a semiquant i t a t ive procedure. The commer-
cially avai lable p repara t ion exhibited some-
a d v a n t a g e s ; it is rapid, s imple and reprodu-
cible. The hemagg lu t i na t i on test may be used 
as an express ana lys i s in u r g e n t medicine a s 
well as in labora tor ies which do not pos se s s 
special biochemical equipment . 

УДК 616.129:547.262+ 612.015.2:547.2G2] .088.1 

|C. H. Шишкин, j, 10. M. Островский, П. С. Пронько 

О П Т И М И З А Ц И Я Т Е Х Н И К И О П Р Е Д Е Л Е Н И Я У Р О В Н Я 
Э Н Д О Г Е Н Н О Г О Э Т А Н О Л А В К Р О В И И Т К А Н Я Х Ч Е Л О В Е К А 

И Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Х Ж И В О Т Н Ы Х 

Институт биохимии AIT Б С С Р , Гродно 

Определение очень малых количеств 
этилового спирта в биологическом ма-
териале приобрело в последние годы 
особое значение в связи с обнаружени-
ем так называемого эндогенного эта-
нола как нормального составного ком-
понента крови и тканей человека и 
животных [12, 16, 17, 20]. Считается, 
что уровень эндогенного этанола игра-
ет определенную роль в явлениях ал-
когольной мотивации у животных [3, 
7]. Обнаружена его взаимосвязь с та-
ким тяжелым осложнением алкоголиз-
ма, как белая горячка [8]. 

Достаточно точно и специфично оп-
ределить эндогенный этанол можно с 
помощью газовой хроматографии. Од-
нако его концентрации, найденные от-
дельными исследователями с примене-
нием различной техники анализа, су-
щественно варьируют. Так, в крови 
здоровых людей, не принимавших дли-
тельное время спиртных напитков, оп-

ределены концентрации эндогенного 
этанола менее 1,0 мг/л [12, 15, 20],. 
0—39 мг/л [17], до 40 мг /л с преобла-
данием концентраций менее 20 [6] и 
10—30 мг/л [3]. Концентрации эндо-
генного этанола, найденные у нор-
мальных лабораторных животных, 
имеют еще большие различия [1, 3, 7, 
16]. В связи с этим целесообразно оце-
нить достоинства и недостатки наибо-
лее часто используемых методических 
приемов. 

Самым удобным и достаточно точ-
ным методом определения этанола яв-
ляется анализ равновесной парогазо-
вой фазы над жидкостью [2, 10, 18у 
19, 22]. Д л я повышения выхода этано-
ла из жидкой фазы в парогазовую ис-
пользуют добавки таких солей, как 
хлорид натрия [2, 21], сульфат натрия 
[10], карбонат калия [11, 18]. Это сни-
жает значения коэффициентов распре-
деления в системе жидкость — газ в 
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десятки раз [4]. Увеличение темпера-
туры нагревания флаконов с пробами 
до 50—65 °С значительно повышает 
чувствительность метода, в результате 
чего анализ парогазовой фазы позво-
ляет определить наличие летучих ор-
ганических соединений при концентра-
ции в растворе 1•10~б % [10]. 

Определение спиртов в виде алкил-
иитритов [14] также повышает чувст-
вительность. Метод удобен и при иден-
тификации спиртов в биологических 
средах с использованием методов газо-
вой хроматографии и масс-спектромет-
рии [15]. Однако окислы азота могут 
существенно сокращать продолжитель-
ность работы колонки. 

Разработан метод прямого введения 
образца в хроматограф [5]. При этом 
100 мкл крови достаточно для несколь-
ких анализов и следовательно отпада-
ет необходимость в предварительной 
обработке проб перед исследованием. 
Однако метод не предназначен для ис-
следования образцов тканей внутрен-
них органов. 

Использование для анализа капил-
лярной крови имеет некоторые пре-
имущества перед таковым венозной, 
так как позволяет отбирать большее 
число образцов, упрощает саму про-
цедуру взятия крови. Однако методы, 
предложенные для определения этано-
л а в малых объемах капиллярной кро-
ви [19, 22], недостаточно чувстви-
тельны для определения эндогенного 
этанола. Применение хлорида натрия 
д л я увеличения выхода этанола в па-
рогазовую фазу повышает чувстви-
тельность метода Wilkinson и соавт. 
[22] до 0,1 мг/л [9], но и этого бывает 
недостаточно: в ряде образцов обнару-
живаются пулевые уровни. Ниже при-
ведено описание техники определения, 
специально приспособленной для об-
наружения эндогенного этанола в кро-
ви и тканях. 

М е т о д и к а 

Использование высокочувствительного ме-
т о д а газовой хроматографии предъявляет осо-
бые требования к чистоте воды и реактивов, 
которые могут поглощать спирт из воздуха 
лаборатории. Д л я удаления этанола и других 
летучих соединений, мешающих анализу, кар-
бонат калия прокаливали 10 ч при 200 °С, 
тиомочевину и сульфосалициловую кислоту 
12 ч при 90°С или 6 ч при 6 0 ° С в вакуум-
пом шкафу (вакуум 0,6 кг/см2) непосредствен-
но перед применением. Д л я приготовления 
растворов использовали свежеполучснную дис-

тиллированную воду. Перед каждой серией 
анализов определяли содержание этанола в 
реактивах. Проверив различные осадители 
белков в сравнительных опытах, мы отказа-
лись от применения хлорной кислоты, так 
как последняя содержала примеси, мешающие 
идентификации специфического пика на хро-
матограммах. Более удобным оказалось про-
ведение депротеинизации образцов сульфоса-
лициловой кислотой и защита присутствую-
щего в них алкоголя от неферментиого окис-
ления в ацетальдегид путем добавления тио-
мочевины до концентрации 25 мМ [13]. 

Б герметично закрывающиеся пробирки 
для микропроб объемом 1,5 мл вносили 0,2 мл 
крови и 0,2 мл раствора, содержащего 12,8 % 
сульфосалициловой кислоты и 0,39 % тиомо-
чевины. Содержимое пробирок перемешивали 
встряхиванием, выдерживали не менее 15 мин 
и центрифугировали 6 мин при 14 000 об/мин 
на холоду при 0—4°С. Из пробирок отбирали 
0,2 мл цеитрифугата и вносили в инсулино-
вые флаконы объемом 6 мл. Перед анализом 
во флаконы добавляли по 0,2 г карбоната 
калия, флаконы снова герметично закрывали 
и инкубировали 15 мин при 65 °С, затем от-
бирали 1 мл парогазовой фазы и вводили в 
хроматограф предварительно нагретым до 
65 °С шприцем. 

Измерение коэффициента распределения 
этанола в системе жидкость — газ прово-
дили в аналогичных условиях путем замены 
газовой фазы, находящейся в равновесии с 
раствором этанола, на чистый газ в термо-
статирусмых шприцах [4]. 

Д л я изучения выхода этанола, добавлен-
ного в кровь, готовили растворы этанола 
0,1 —1,0 мг/л на крови человека и крысы, 
получали безбелковые цептрифугаты и сравни-
вали с растворами той ж е концентрации в 
0,9 % хлориде натрия (в к а ж д о м опыте про-
водили 4 параллельных анализа ) . 

При определении эндогенного этанола в 
тканях использовали замороженные в жидком 
азоте образцы 0,5—1,0 г, которые гомогени-
зировали в стеклянном гомогенизаторе с 
2 объемами охлажденного до 0°С раствора, 
содержащего 9,6 % сульфосалициловой кис-
лоты и 0,28 % тиомочевины. Пробирки с го-
могеиатом плотно закрывали пробками и ста-
вили в лед, центрифугировали при 0—4 °С 
в течение 20 мин при 3000 об/мин. Затем от-
бирали 1 мл цеитрифугата, вносили в пепи-
циллииовые флаконы объемом 14 мл, добав-
ляли 1 г карбоната калия, герметично закры-
вали и обжимали алюминиевыми колпачками. 
При малых количествах ткани объемы цеитри-
фугата и навески карбоната калия могут 
быть соответствующим образом уменьшены. 
Флаконы термостатировали 15 мин при 65 °С, 
отбирали 1—2 мл парогазовой фазы и вводили 
в хроматограф. Удовлетворительное разделе-
ние метанола, этанола, ацетона и и-пропаиола 
было получено нами на полисорбе I, 
0,25—0,5 мм («Реахим», С С С Р ) . Полисор-
бом I заполняли стальную колонку длиной 
1,5 м и внутренним диаметром 3 мм. Колон-
ку кондиционировали 48 ч при температуре 
200 °С при подаче газа-носителя (азот, ос. ч.). 

Использовали отечественный газовый хро-
матограф Л Х М 80 с детектором ионизации в 
пламени. Анализ проводили при температуре 
испарителя 150°С и термостата колонок 
125 °С. Расходы газов были следующими: 
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азота — 30 мл/мин, водорода — 30 мл/мин, 
воздуха — 300 мл/мим. Водород получен из 
системы газоснабжения типа СГС-2. Опреде-
ление эндогенного этанола проводили при 
чувствительности усилителя 5 - Ю - 1 2 — 
10-10 "12 А. 

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

Время удерживания составило (в с) : 
метанола 65, ацетальдегида 84, этано-
ла 120, ацетона 180, н-пропанола 260. 
Определению этанола не мешало при-
сутствие изопрогшлового спирта и ди-
этилового эфира. Время удерживания 
последних составило 190 и 195 с соот-
ветственно. На рис. 1 представлена ти-
пичная хроматограмма образца крови 
человека, содержащая эндогенный 
уровень этанола. В пробах крови обыч-
но присутствуют ацетон в концентра-
ции 0,1—3,0 мг /л и следовые количе-
ства метанола и ацетальдегида (пики 
всех этих соединений хорошо иденти-
фицируются на хроматограммах) . 

Концентрацию этанола определяли 
по калибровочным графикам. В изу-
ченном диапазоне концентраций от 0,05 
до 5,0 мг/л график представляет пря-
мую линию. Перед каждой серией оп-
ределений анализировали стандарт-
ные растворы этанола (0,125, 0,25 и 
0,5 мг/л), приготовленные на 6,4 % вод-
ном растворе сульфосалициловой кис-
лоты. Как видно из рис. 2, калибро-
вочные графики, построенные по вод-
ным растворам этанола и полученный 
путем добавления известных количеств 

з 

Рис. 1. Типичная хро-
матограмма, полу-
ченная при анализе 
равновесного газа 
над безбелковым 
центрифугатом про-
бы крови здорового 

человека. 
По оси абсцисс: время 
удерживания (в мин). 
Пики 1—4 идентифициро-
ваны как метанол, аце-
тальдегид, этанол и аце-

тон соответственно. 

Рис. 2. Графики зависимости площади пиков 
на хроматограммах от концентрации этанола 

в пробах. 
Этанол добавлен в 6,4% сульфосалициловую кислоту 
(1) и кровь крысы (2). По оси абсцисс концентрация 
этанола в жидкой фазе стандартных растворов (в-
мг/л). По оси ординат площадь пиков этанола (в-

мм 2). 

этанола к крысиной крови, практиче-
ски не различаются. 

Выход этанола, добавленного до кон-
центрации 1,0 мг/л в кровь человека,, 
и до 0,5 мг /л в кровь крысы после об-
работки проб по описанной в методи-
ке схеме, равняется 100,5=1=2,1 % 
(/г = 6) и 9 7 , 6 + 2 , 5 % ( п = 5 ) соответ-
ственно. 

В условиях, использованных для 
анализа образцов крови и тканей, ко-
эффициент распределения этанола в 
системе жидкость — газ равнялся 
13,494=2,57. Низкая величина коэффи-
циента распределения обусловливает 
высокую чувствительность метода. Ми-
нимально детектируемая концентрация 
этанола составляет 0,05 мг/л . Это по-
зволяет надежно определять эндоген-
ный этанол в биологическом матери-
але. 

Анализ стандартных растворов эта-
нола известной концентрации показал 

Т а б л и ц а 1 

Точность определения этанола в стандартных 
растворах 

Концентрация, мг/л 

рассчи- I найденная 
тайная ( X ± S - J 

п 
Коэффи-

циент ва-
риации, 

% 

Относи-
тельная 
ошибка, 

% 

0,05 0,052 ± 0 , 0 0 5 6 23,1 + 4 , 0 
0,125 0 ,125±0 ,004 6 7,6 0 
0,25 0 , 2 6 5 ± 0 , 0 1 3 6 11,8 + 6 , 0 
0,50 0,471 ± 0 , 0 1 0 6 5,1 —5,8 
0,50* 0 , 4 8 3 ± 0 , 0 0 5 8 2,9 —3,4 
0,75 0 , 7 4 4 ± 0 , 0 2 4 6 8,6 - 0 , 8 

П р и м е ч а н и е . Звездочкой отмечен ва-
риант введения этанола в кровь крысы. 
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Т а б л и ц а 3 

Содержание этанола (в мг/л) в пробах крови человека в различные сроки хранения (п = 4) 

Температура 
хранения 

День хранения 
Температура 

хранения 1-й 2-й 8-й 15-й 1 29-й 

4 °С 
—12 °С 
—20 °С 

1 ,15±0,04 
1,15±0,04 
1 ,15±0,04 

1,23=1=0,03 
1 ,12±0,02 
1 ,02±0 ,03 

1 ,13±0,04 
1,18=1=0,01 
1,10=1=0,01 

1,15=1=0,06 
1,31=1=0,04 
1,20=1=0,05 

1,20=1=0,10 
1,23=1=0,08 
1,23=1=0,10 

хорошее совпадение эксперименталь-
ных данных с расчетными величинами, 
максимальная относительная погреш-
ность определения составила ± 6 % (в 
среднем ± 3 , 3 % ) . Вариабельность при 
анализе нескольких параллельных 
проб также была менее 10 % в диапа-
зоне концентраций от 0,125 до 0,75 мг/л 
(табл. 1). 

Если оценить величину разности 
между результатами в парах парал-
лельных анализов из серии наблюде-
ний, приведенных в табл. 1, получает-
ся среднее значение 0,030=1=0,009 мг/л 
(п= 19). Эта величина существенно не 

отличается от нуля ( т = 0 , 7 8 9 ; р> 
> 0 , 0 5 ) , что указывает на хорошую 
воспроизводимость измерений. 

Хранение кислотных цеитрифуга-
тов крови человека в герметически за-
крытых флаконах в течение месяца при 
температуре + 4 , —12 и —20 °С не при-
водит к изменению концентрации спир-
та в образцах, что проверено при ана-
лизе проб с интервалами в 7 дней 
(табл. 2). 

Уровень эндогенного этанола в крови 
здоровых мужчин (п = 23), ие прини-
мавших спиртные напитки в течение 
1—3 нед, колеблется от 0,08 до 
1,30 мг/л, медиана 0,24 мг/л , средняя 

арифметическая 0,38н=0,07 мг/л, 95 % 
наблюдений распределяется в преде-
лах от 0 до 1,05 мг/л. 

В крови белых беспородных крыс 
самцов (п= 13) массой 180—200 г, 
отобранной при декагштации, найдены 
концентрации эндогенного этанола 
0,05—1,32 (0,24=1=0,08) мг/л, в пече-
ни — 0,07—3,07 (0,45+0,05) мг/кг, в 
почке — 0,20—3,12 (0,62=1=0,05) мг/кг , 
в мозге— 0,07—2,14 (0,26±0,04) мг/кг . 

Приведенные уровни эндогенного 
этанола крови у здоровых людей прак-
тически не отличаются от найденных 
нами ранее [9] по модифицированно-
му методу Wilkinson и соавт. [22]. 
Близкие результаты получены и дру-
гими исследователями с помощью раз-
личных газохроматографических ме-

тодов. У здоровых людей концентра-
ция эндогенного этанола была менее 
0,1 мг /л [12]; 0—1,6 мг/л, в среднем 
0,39=1=0,45 мг/л [15]; 0,06—0,8 мг /л 
[20]. У экспериментальных животных 
установлены сходные величины [7, 16]. 

В некоторых работах приводятся бо-
лее высокие уровни эндогенного этано-
ла в крови человека и животных [1, 3, 
6, 17]. Противоречивость данных час-
тично может быть объяснена видовы-
ми особенностями экспериментальных 
животных, неоднородностью состава 
групп при обследовании людей. Веро-
ятно, вносят свой вклад и различия 
методов обработки проб и анализа. 

Обнаружение относительно высоких 
максимальных величин эндогенного 
этанола крови (до 40 мг /л) у части 
людей с преобладанием у обследован-
ных значительно более низких цифр 
[5, 6, 17], возможно, связано с недо-
статочно тщательным отбором доно-
ров: недавний прием напитков, содер-
жащих алкоголь, или наличие сахар-
ного диабета могут завысить результа-
ты [6, 17]. 

Обнаруженные в крови у здоровых 
людей концентрации эндогенного эта-
нола от 10 до 30 мг/л [4] отличаются 
высокими минимальными уровнями, 
которые почти в 100 раз превышают ве-
личины, найденные другими исследо-
вателями. Такие различия трудно объ-
яснить особенностями обследованных 
лиц, вероятно, это связано с методикой 
анализа. Следует отметить, что к за-
вышению результатов могут приводить 
загрязнение этанолом и другими лету-
чими соединениями воды, реактивов, 
некоторых сортов резины, из которых 
изготовлены пробки [13, 22]. Гепарин, 
часто используемый в качестве аити-
коагуляита, тоже содержит спирт [5]. 

Оценивая результаты наших иссле-
дований и литературные данные в це-
лом, можно с большой степенью веро-
ятности утверждать, что в перифери-
ческой крови и тканях паренхиматоз-
ных органов человека и эксперимен-
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тальных животных преобладают уров-
ни эндогенного этанола менее 1 мг/л , 
максимальные величины редко превы-
шают 3 мг/л. 

Предложенная техника определения 
отличается высокими чувствительно-
стью и воспроизводимостью, может 
быть использована для анализа низких 
концентраций этанола и других низ-
ших алифатических спиртов в биоло-
гических жидкостях и тканях. 
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An improved procedure is described for 
es t imat ion of e n d o g e n o u s e thanol in h u m a n and 
an imal biological f luids u s ing g a s chromato-
graph ic ana lys i s of equil ibrated s team. Sensit i-
vi ty of the procedure w a s as low as 0.05 rng/L 
and relat ive error — about 6 % . Conten t of 
endogenous e thanol const i tu ted f rom 
0.08 m g / L to 1.30 mg/1 (the mean value w a s 
0 . 3 8 ± 0 . 0 7 m g / L ) in blood of heal thy men 
which did not consume alcohol for a long time. 
In blood and t issues of white r a t s content of 
e thanol w a s equal to 0.06-1.32 m g / L and 0.07-
3.12 mg/1, respectively. 

УДК 616.127-005.8-07:016.153.1 :[577.152.1+577.152.273 

К. Вагенкнехт, X. Барлебен, X. Хайне 

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

Центральный институт исследования сердца и кровообращения АН Г Д Р , Бсрлин-Бух 

Все больше возрастает значение изо-
ферментов в диагностике различных 
заболеваний, для оценки течения и 
Прогноза болезни. Это объясняется 
прежде всего тесной взаимосвязью 
между структурой и функцией органов 
или тканей. В то время как морфоло-
гические критерии основаны па струк-

СГ) 

турных изменениях, изоферменты яв-
ляются показателями для оценки из-
менений обмена веществ, имеющих 
различную динамику [6]. Д л я исполь-
зования анализа изоферментов в диа-
гностике заболеваний необходимы зна-
ния о распределении изоферментов в 
организме, факторах, ведущих к их 
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выходу из клетки, и факторах, влияю-
щих на концентрацию изоферментов в 
плазме крови. Известно, что для раз-
личных органов характерен определен-
ный состав ферментов. Есть ферменты, 
которые обладают органной, тканевой 
или органелловой специфичностью, 
причем особое внимание привлекают 
изоферменты. 

На активность ферментов и изофер-
ментов в плазме крови влияют следую-
щие факторы: I) выход из клетки, сте-
пень и характер поражения, внутри-
клеточная локализация, градиент кон-
центрации, молекулярная масса и 
структура изофермента; 2) концентра-
ция веществ, необходимых для биосин-
теза, транспорта и распада ферментов, 
а также веществ, участвующих в фер-
ментативной реакции; 3) распределе-
ние во внеклеточном пространстве; 
4) разбавление ферментов; 5) элими-
нация :старение (денатурация) , аг-
регация, выделение, фагоцитоз. 

При анализе изоферментов следует 
учитывать также, что факторы, кото-
рые относятся к физиологическим, вли-
яют на обмен веществ и, таким обра-
зом, па концентрации ферментов и в 
особенности изоферментов в крови. 
Так, количество и качество пищи влия-
ют па активность ферментов и изофер-
ментов. Активность ферментов и их 
соотношения изменяются в процессе 
развития и регенерации, а также при 
старении клеток. 

Изменения активности изоферментов 
при инфаркте миокарда 

Д л я диагностики острого инфаркта 
миокарда наряду с типичными клини-
ческими критериями и изменениями 
ЭКГ в последнее время широко приме-
няют анализ изоферментов креатинки-
назы (КК) , лактатдегидрогеназы 
(ЛДГ) и аспартатаминотрансферазы 
(ACT). Анализ изоферментов важен и 
для оценки течения и прогноза инфарк-
та. 

В диагностике инфаркта миокарда 
обычно используют определение КК и 
ее изофермента КК-МВ, активность 
которого в плазме крови возрастает 
через 4 ч после инфаркта и достигает 
максимума через 24 ч. 

Активность Л Д Г при многочислен-
ных патологических состояниях повы-
шена. Поэтому дифференцирование 
изоферментов Л Д Г имеет важное зна-
чение. Известно, что существуют 5 изо-

ферментов Л Д Г , которые представля-
ют собой гибриды 2 различных субъ-
единиц — Н (специфична для сердеч-
ной мышцы) и М (специфична для ске-
летной мышцы) [14, 16]. Многочислен-
ные эксперименты показали, что 
Л Д Г- Н об н а р уж и в а етс я пр ей м у щест-
венио в тех органах, которые имеют 
аэробный обмен веществ, в то время 
как Л Д Г - М связана с гликолизом. Она 
ингибируется уже физиологическими 
концентрациями лактата. При гипо-
ксии активность Л Д Г - Н снижается, в 
то время как Л Д Г - М — относительно 
повышается. Показано, что при ин-
фаркте миокарда активность Л Д Г - Н 
начинает повышаться примерно через 
8 ч, а после 48 ч опять снижается. 

Существуют 2 изофермента ACT: 
митохондриальный (АСТ-М) и цито-
плазматический (АСТ-Ц), исследова-
ния которых имеют важное значение 
для оценки поражения клетки. Повы-
шение уровня АСТ-М в плазме крови 
обусловлено стимуляцией обмена ми-
тохондрий. Показано, что через 24 ч 
после операции шунтирования па серд-
це, связанной с перекрытием аорты, 
активность АСТ-М в плазме крови по-
вышена. Это повышение коррелирует 
( г = 0 , 9 ) с длительностью перекрытия 
и, таким образом, указывает на пора-
жение миокарда вследствие недоста-
точности кислорода [1]. 

Обширные исследования подтверж-
дают высокую чувствительность и спе-
цифичность диагностики с помощью 
изоферментов [3] и показывают, что с 
помощью анализа изоферментов мож-
но характеризовать течение острого 
инфаркта миокарда. Раннему распоз-
наванию расширения зоны инфаркта 
или декомпенсации левого и правого 
желудочков еще до появления клини-
ческих симптомов способствует анализ 
изоферментов, особенно Л Д Г и ACT. 
Определение только КК и КК-МВ для 
этого недостаточно. 

Способы определения активности 
изоферментов 

Активность изоферментов можно оп-
ределять электрофоретическими, хро-
матографическими, иммунологически-
ми и кинетическими методами. В ме-
дицинской практике предпочтительны 
кинетические методы, так как они не-
трудоемки. Изоферменты различаются 
по первичной и вторичной структуре и 
по следующим физико-химическим 
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Рис. 1. Зависимость 
активности очищен-
ных изоферментов 
Л Д Г человека от 
концентрации субст-

рата . 
По оси абсцисс — кон-
центрация субстрата (а 
log М); по оси ординат — 
содержание продукта ре-
акции (в м к моль/мин II;] 
1 мг белка). 1 — ЛДГ-Н; 

II — ЛДГ-М. 

Рис. 2. Зависимость 
активности изофер-
ментов ACT от рН. 

По оси абсцисс — рИ;по оси ординат — активность (в %). 1 — АСТ-Ц; / / — АСТ-М. 

Рис.2 

свойствам: сродству к субстрату, ста-
бильности, заряду, реакции на ингиби-
торы и активаторы, оптимуму рН и 
температуре. Кинетические методы 
учитывают различное влияние этих 
факторов на скорость ферментативной 
реакции. 

Дифференцирование изоферментов 
ЛДГ путем изменения концентрации 

субстрата 
Каждая из субъединиц Л Д Г имеет 

одно место связи для кофермента и 
другое для субстрата. Активность каж-
дой из субъединиц Л Д Г не зависит от 
степени агрегации [ 10]. Различную 
зависимость активности от концентра-
ции субстрата для Н- и М-субъедипиц 
Л Д Г можно использовать для их ко-
личественного определения. При этом 
как пируват, так и лактат могут с ус-
пехом служить в качестве субстрата 
[9, 15]. Мы работаем с лактатом и 
применяем тест, основанный на цвет-
ной реакции с феиазинметосульфатом 
и дихлорфеиолиндофенолом. 

Зависимость активности высокоочи-
щенных Л Д Г - Н и Л Д Г - М от концент-
рации субстрата представлена на 
рис. 1. При концентрации лактата, 
равной 6 - Ю - 3 М, оба типа Л Д Г об-
наруживают одинаковую фермента-
тивную активность. Таким образом, 
при этой концентрации субстрата мож-
но определить суммарную активность 
обоих типов Л Д Г . При концентрации 
субстрата, равной Ю - 1 М, различие в 
активности изоферментов максималь-
но. Если известна активность каждой 
из очищенных субъединиц Л Д Г , то 
можно, измеряя активность в биоло-
гическом материале, вычислять коли-
чества Л Д Г - Н и Л Д Г - М с помощью 
уравнений с двумя неизвестными [15]. 
Это специфичный и чувствительный 

способ для определения суммарной ак-
тивности Л Д Г и активности субъеди-
ииц Н и М [15], но он не дает инфор-
мации о тетрамерпых гибридных фор-
мах. Несмотря на это, метод пригоден 
для решения диагностических вопро-
сов [7, 8, 10, И ] . 

Другой способ дифференцирования 
изоферментов основан на применении 
специфичных субстратов. Например, 
а-гидроксибутират обладает низким 
сродством к М-субъединице Л Д Г , тог-
да как Н-тип хорошо реагирует на этот 
субстрат [4]. Таким образом, можно 
двумя последовательными измерения-
ми (сначала с лактатом для определе-
ния суммарной активности Л Д Г и по-
том с а-гидроксибутиратом для опре-
деления Л Д Г - Н ) также дифференци-
ровать изоферменты Л Д Г . 

Дифференцирование изоферментов 
ЛДГ посредством измерения зависи-
мости ферментативной активности от 

температуры 
Основой для разработки такого ки-

нетического теста является определе-
ние зависимости констант скорости ре-
акции от температуры. Нелинейная за-
висимость указывает на денатурацию. 
Определением чисел Q = 1 0 для изо-
ферментов можно найти также опти-
мальную температуру измерения. Мы 
определяли число Q = 1 0 для Л Д Г - Н 
(1,18) и Л Д Г - М (2,5). Эти различия 
дали бы возможность определить оба 
изофермента. Однако использование 
различных чисел Q = 10 для диффе-
ренцирования изоферментов являет-
ся технически трудоемким и неудоб-
ным методом, так как необходимы из-
мерения при различных температурах. 
Применение более высоких температур 
приведет к инактивации (денатурации) 
изоферментов. И в этом отношении 
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Рис. 3. Зависимость активности изоферментов ACT от концентрации а -кетоглутарата . 
По оси абсцисс — концентрации а-кетоглутарата (в мМ); по оси ординат — соотношение активно-

стей при рЫ 6,0 и 7,4. I, II — как на рис. 2. 

Рис. 4. Корреляция между результатами иммунологического и кинетического анализа 
АСТ-М. 

По оси абсцисс — результаты кинетического анализа (в Е/л); по оси ординат — то же иммунологи 
ческого (в Е/л). 

Рис. 5. Изменения активности очищенных изоферментов ACT при хранении. 
По оси абсцисс — длительность хранения (в ч). Остальные обозначения, как на рис. 2. 

есть различия между изоферментам и, 
которые можно использовать для диф-
ференцирования. Такие методы требу-
ют большой тщательности при стан-
дартизации температуры и времени. 
Следует учитывать влияние различных 
концентраций белка на процесс дена-
турации. 

В принципе изофермеиты Л Д Г мож-
но дифференцировать посредством 
температурной инактивации. Однако 
из-за низкой воспроизводимости ре-
зультатов такой метод в практике не 
применяется. 

Дифференцирование изоферментов 
ACT по зависимости ферментативной 

активности от рН 
Данные о влиянии рН среды на ак-

тивность высокоочищеиных изофер-
ментов ACT представлены на рис. 2. 
Исходя из результатов, полученных на 
очищенных изоферментах, мы измеря-
ли активность ACT при рН 7,4 и 6,0. 
Если при рН 7,4 не отмечено влияния 
различных концентраций а-кетоглута-
рата (10 или 20 ммоль) на активность 
изоферментов, то при рН 6,0 оно было 
явным. Соотношение активности, изме-
ренной при рН 6,0 и 7,4, для АСТ-М со-
ставляет 1, для АСТ-Ц — только 0,3 
при концентрации а-кетоглутарата, 
равной 20 ммоль (рис. 3). Этот метод 
имеет высокую воспроизводимость и не 
является трудоемким [5 |. 

Был предложен метод дифференци-
рования изоферментов ACT путем при-

менения адипииата в качестве ингиби-
тора [12]. При рН 6,2 адипииат инги-
бирует активность АСТ-Ц приблизи-
тельно на 9 0 % , а митохондриального 
изофермента лишь на 10 %. Эти иссле-
дования выполняли при 25°С и отно-
сительно низкой концентрации а-кето-
глутарата, что приводило к повыше-
нию ошибки метода. 

Дифференцирование изоферментов 
ACT с помощью специфичных антител 

Д л я дифференцирования изофер-
ментов ACT могут применяться анти-
тела [2, 13, 17, 18]. Нами показано 
иигибирование митохондриального и 
цитоплазматического изоферментов 
ACT с помощью специфичных антител. 
Д л я получения антител были исполь-
з о в а н ы высок о о ч и щ е н н ы е и з о ф е р м е н т ы 
ACT, которые применяли в качестве 
антигена для иммунизации кроликов. 
Антитела, полученные таким образом, 
оказались высокоспецифичными инги-
биторами для соответствующих чело-
веческих изоферментов. 

Соответствие результатов кинетиче-
ского и иммунологического методов 
определения изофермента ACT пред-
ставлено на рис. 4. Убыль активности 
изофермента АСТ-М при хранении in 
vitro (рис. 5) удавалось характеризо-
вать любым методом. Однако сходство 
между кинетическим дифференциро-
ванием и иммунологическим ингибиро-
ванием было менее выражено при низ-
ких значениях активности. 
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Неожиданно для нас митохоидри-
альная ACT в плазме по сравнению с 
ACT ткани не ингибировалась антите-
лами. Возможно, это объясняется тем, 
что при переходе митохондриального 
изофермента во внеклеточное прост-
ранство изменяется его структура, что 
в свою очередь препятствует распозна-
ванию его специфичным антителом. 
Применением ингибирующих антител 
по сравнению с кинетическими метода-
ми дифференцирования можно, вероят-
но, получить дополнительную инфор-
мацию об изменениях изоферментов, 
что в будущем, возможно, будет иметь 
значение для медицинской практики. 

Авторы выражают благодарность за 
техническую помощь сотрудникам мо-
лодежного коллектива клинико-хими-
чёской лаборатории Центрального ин-
ститута исследования сердца и крово-
обращения. 
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Отражение проблем медицинской химии в 
выпусках журнала «Вопросы медицинской хи-
мии» в 1987 г. 

Двухмесячный научно-теоретический жур-
нал «Вопросы медицинской химии» является , 
пожалуй, единственным периодическим изда-
нием, призванным освещать исследования по 
медицинской химии в нашей стране. В сло-
жившихся условиях эта задача является весь-
ма сложной, так как отразить всего лишь в 
6 сравнительно небольших по объему номе-
рах (около 150 стр. в номере) все направле-
ния исследований по медицинской химии ты-
сяч специалистов из различных учебных и 
научно-исследовательских учреждений практи-
чески невозможно. Тем не менее вот у ж е бо-
лее 30 лет ж у р н а л проводит большую и очень 
в а ж н у ю работу по формированию биохими-
ческого мышления в медицине, способствует 
внедрению передовых методов, публикует ана-
литические обзоры по самым различным проб-
лемам. 

Мы постараемся проанализировать лишь 
некоторые аспекты медицинской химии, кото-

137. 



в а ж н ы х звеньев в обмене липидов в норме и 
при патологии. 

Медьсодержащим аминоксидазам крове-
носных сосудов посвящен обзор 3 . Б. Мег-
ребян и Р. М. Н а л б а н д я н а , в котором приве-
ден материал о субстратной специфичности 
этих ферментов и их роли в обменных про-
цессах в условиях недостаточного или избы-
точного поступлении в организм меди. 

В обзоре Ю. Е. Вельтищева и соавт. «Био-
логически активные метаболиты мембранных 
глицерофосфолипидов в норме и при патоло-
гии» обращено внимание на появление при 
ряде патологических состояний высокоактив-
ных продуктов превращения глицерофосфоли-
пидов, способных вызывать токсическое по-
вреждение тканей. Детальное изучение спект-
ра продуктов обмена глицерофосфолипидов и 
выяснение регуляции этого типа обмена явля-
ется, по мнению авторов, актуальной пробле-
мой медицинской химии. 

В обзоре Л . П. Алексеенко и В. Н. Орехо-
вича освещено совершенно новое направление 
исследований в области сердечно-сосудистой 
регуляции, связанное с эндокринной функцией 
сердца. Обнаружение синтеза и секреции пред-
сердиями сердца пептидных гормонов (атрио-
пептидов) , регулирующих диурез, экскрецию 
электролитов с мочой и сосудистый тонус, 
может, по мнению авторов, совершить перево-
рот в клинической медицине как в области 
понимания механизмов развития ряда сердеч-
но-сосудистых заболеваний, так и в разработ-
ке принципиально новых методов их лечения. 

Тромбоцитам как объекту исследований эн-
зимопатий при заболеваниях крови посвяще-
на статья Я. М. Соковниной и И. И. Вотри-
на. Авторами приведен обширный материал 
по оценке в тромбоцитах активности фермен-
тов обмена адеииловых иуклеотидов в норме 
и при гемофилии А, охарактеризованы дис-
ферментемии пуринового обмена при различ-
ных видах лейкозов. В обзоре приведены дан-
ные по молекулярным основам гемостатиче-
ской функции тромбоцитов и методам их изу-
чения. 

Проблемам атерогеиеза и роли модифика-
ций липопротеидов в этом процессе посвящен 
обзор В. О. Шпикитера. В соответствии с 
концепцией автора, модифицированные липо-
протеиды более атерогенны, чем нативные. 
Модификация липопротеидов может включать 
изменение этих соединений под действием 
ферментов, а т а к ж е комплексироваиие с кол-
лагеном, эластином, протеогликаиами и дру-
гими соединениями, включая и образование 
комплексов с антителами. 

В обзоре В. А. Белицера и соавт. «Анти-
тромбин III . Функциональная роль и методы 
определения» рассматривается важнейшая си-
стема инактивации избыточных количеств 
тромбина, образующихся при кровотечении. 
В статье обсуждаются механизмы действия 
антитромбина III и принципы методов опре-
деления его концентрации в плазме крови. 

Роль активных форм кислорода в патоге-
незе пневмокониозов обсуждается в статье 
В. А. Гусева и Е. В. Даниловской. Авторы 
обращают внимание на важнейшую роль 
альвеолярных макрофагов в очищении легких 
от частиц пыли и особое место в этом про-
цессе отводят так называемому респираторно-
му взрыву, наблюдающемуся в фагоцитирую-
щих клетках. Они подчеркивают, что неконт-
ролируемая экзогенная генерация клетками 

активных форм кислорода может приводить к 
повреждению легочной паренхимы, а гибель н 
разрушение самих макрофагов стимулируют 
приток нейтрофилов в очаг воспаления и спо-
собствуют поддержанию процесса воспаления. 

В статье Т. Д . Большаковой и М. Я. Шен-
дерович рассмотрены физиологическая роль и 
клиническое значение одного из метаболитов 
норадреналина (З-метокси-4-оксифенилэтилен-
гликоля) . Определение этого соединения в 
крови и моче позволяет проводить лаборатор-
ную диагностику катехоламинпродуцирующих: 
опухолей, оценивать состояние больных де-
прессией, судить о функциональном состоя-
нии симпатико-адреналовой системы в клини-
ке и эксперименте. 

Обзор С. П. Аникеевой и соавт. посвящен 
биохимическим и регуляторным аспектам 
функции кетоновых тел в организме. Рас-
смотрены состояния, при которых происходит 
повышение содержания в крови кетоновых 
тел (ацетоацетата и |3-3-оксибутирата), пути 
их образования и факторы, контролирующие 
утилизацию кетоновых тел в тканях, включая 
действие гормонов и других метаболитов. 

Опубликованные журналом обзорные ра-
боты, отличаясь друг от друга стилем изло-
жения, характером обсуждаемых проблем, в 
то ж е время едины в своей теоретической и 
практической медицинской направленности. 
М о ж н о не сомневаться, что со страниц жур-
нала в истекшем году читатель получил ис-
черпывающую информацию не только о со-
стоянии того или иного вопроса, но и о 
перспективах развития анализируемой облас-
ти медицинской химии в будущем. Публика-
ция аналитических обзоров по медицинской 
химии является , по нашему мнению, очень 
в а ж н ы м разделом работы ж у р н а л а и его не-
обходимо совершенствовать и развивать. 

Следует приветствовать и оперативную 
публикацию в одном из номеров ж у р н а л а 
(№ 5, 1987) материалов I I I Всесоюзного сим-
позиума «Структура и функции лизосом», пос-
вященного памяти акад. А М Н СССР А. А. 
Покровского. 

В работе симпозиума приняли участие бо-
лее 170 специалистов из 42 городов страны н 
14 иностранных ученых из 7 стран ( Н Р Б , Ве-
ликобритания, ВНР, ГДР , П И Р , ЧССР, Япо-
нии). На страницах журнала нашли о т р а ж е -
ние материалы 24 пленарных докладов со-
ветских исследователей, в которых рассмотре-
ны самые разные вопросы, связанные с функ-
ционированием лизосом в норме и при пато-
логии. К сожалению, доклады иностранных 
участников симпозиума ие были напечатаны, 
и было бы желательно восполнить этот про-
бел публикацией в будущих номерах хотя бы 
наиболее интересных докладов в виде обзор-
но-экспериментальных статей. 

Основной объем к а ж д о г о номера ж у р н а л а 
представляют экспериментальные работы, из 
которых при всем их тематическом многооб-
разии можно выделить три основных направ-
ления: а) биохимия патологического процес-
са; б) биохимическая диагностика; в) биохи-
мическая фармакология . 

Пожалуй , наибольшее число публикаций в 
1987 г. пришлось на работы первого направ-
ления. В них мы находим данные о роли кал-
ликреин-кининовой системы в течение язвен-
ной болезни желудка и двенадцатиперстной 
кишки (В. Л . Доцеико и соавт. ) , о наруше-
нии энергетического метаболизма мозга при 
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экспериментальном внутримозговом кровоиз-
лиянии (Jl. Н. Маслов) , о стимуляции фраг-
ментами фибронектина пролиферации клеток 
грануляционной ткани (А. Д . З л а т о п о л ь с к и й и 
соавт.) и многие другие. 

Проблемы биохимической диагностики ос-
вещены на страницах ж у р н а л а в различных 
аспектах: распознавание болезни, дифферен-
циальная диагностика, оценка тяжести и фа-
зы болезни, контроль за эффективностью ле-
чения, механизм изменения клинико-биохими-
ческого параметра . Приведем несколько при-
меров. В эксперименте у больных исследовано 
состояние калликреин-кининовой системы кро-
ви при острых легочных повреждениях (Р. А. 
Запембский и соавт.) , причем для анализа ис-
пользовали не периферическую кровь, как де-
лают обычно, а притекающую в легкие и от-
текающую от них.. С развитием реаниматоло-
гии, сосудистой хирургии, микрохирургии кли-
ническая химия получает новый продуктив-
ный объект исследования — кровь, оттекаю-
щую от патологического очага. Содержание 
эндорфинов в плазме крови больных эндоген-
ными дипрессиями и доноров не различалось 
(А. Д . Дмитриев и соавт.) , но авторы спра-

ведливо предположили, что периферическая 
кровь может не о т р а ж а т ь локальные нару-
шения метаболизма эндорфинов, происходя-
щие, например, в гипоталамусе. Сравнитель-
но новым объектом клинической химии явля-
ются т а к ж е ворсины хориона, биоптат кото-
рого можно использовать для пренатальной 
диагностики лизосомных болезней (Н. А. 
Петушкова и соавт . ) . Эизимодиагиостика лей-
козов успешно конкурирует с традиционной 
цитодиагностикой: определение активности 
ферментов метаболизма пуринов в выделенных 
лимфоцитах может быть использовано для 
дифференциальной диагностики вариантов 
острого лейкоза, а состояние ферментных мар-
керов определяет неоднозначность ответа на 
терапию (Л. И. Филановская и соавт. ) . Уста-
новлено т а к ж е изменение кинетических пара-
метров аденозиидезаминазы тромбоцитов в 
ответ на воздействие ряда ингибиторов, что 
может служить критерием начальных стадий 
заболевания лейкозом (Я. М. Соковнина и 
соавт . ) . 

К диагностически важным находкам сле-
дует отнести т а к ж е увеличение содержания 
фукозилироваиного альбумина сыворотки при 
развитии опухоли в желудке (В. М. Соркин 
и fcoaBT.), прогностическое значение величин 
экскреции полиаминов у больных с термичес-
кими ожогами (Л. Д . Вороичихииа и соавт. ) , 
усиленный транспорт галактозы в эритроци-
ты — патогенетически более информативный 
маркер галактоземии, чем недостаточностьга-
лактозо-1-фосфатуридилтраисферазы (Н. А. 
Соловьева и соавт . ) . 

Возможности коррекции патологических 
процессов зависят от того, насколько эффек-
тивные регуляторы нарушенных звеньев мета-
болизма или обходных метаболических путей 
будут использованы специалистами по меди-
цинской химии. Поскольку химическая приро-
да большинства заболеваний далеко не выяс-
нена, попытки фармакологической коррекции, 
как правило, на современном этапе развития 
медико-биологических наук носят элемент 
поиска, черты фрагментарности. Исследования 
в области биохимической фармакологии или 
метаболической реабилитации имеют множест-
во направлений: механизм рецепции и дейст-

вия лекарственных веществ (К. И. Крауялис 
и соавт.; Е. К. Плотникова и соавт.; В. М. 
Мирошников; М. И. Бушма и соавт.; Э. Г. 
Д а в л е т о в и соавт.; В. Я. Арион, Е. Э. Граев-
ская и соавт.) , свойства лекарственных пре-
паратов и их биотехнология (Д. Д . Сумаро-
ков; Д . А. Опарин и соавт.; К- С. Десятничен-
ко и соавт.; Ы. А. Добротина и соавт.; Э. А. 
Баумаиис и соавт.; Н. Г. Синилова и соавт. ) , 
проблемы питания и переориентации межор-
ганных метаболических отношений (И. Н. Сер-
геев и соавт.; Е. Я. Стаи; А. П. Екимовский; 
В. В. Федуров) и др. 

По всем названным выше направлениям 
исследований в медицинской химии продол-
ж а е т поступать информация, относящаяся к 
проблеме свободиорадикальной патологии, что 
нашло свое отражение в более чем 20 публи-
кациях годового выпуска журнала . Универ-
сальный механизм патологии, возникающий 
при нарушении метаболизма активированных 
форм кислорода и как следствие при развитии 
перекисного окисления липидов, окислитель-
ной деструкции белков, других молекул и их 
структурных ансамблей, привлекает внимание 
исследователей перспективами раскрытия па-
тогенеза, создания новых диагностических 
подходов и способов антиоксидантиой тера-
пии. Работы такого плана встречаются на 
страницах ж у р н а л а при исследовании стресса 
(ГГ. Г1. Голиков и соавт.; Ф. А. Звершханов-
ский и соавт.; Л. С. Колесниченко и соавт.; 
Э. М. Микаелян и соавт.; И. А. Горошинская 
и соавт.; В. В. Соколовский и соавт.) , неф-
ритов (В. А. Ж м у р о в и соавт.) , эндокринопа-
тий (Р. С. Тишенииа) , пародонтитов и гинги-
витов (А. П. Левицкий) , инфаркта миокарда 
(Б. В. Д а в ы д о в и соавт. ) , кардиомиопатии на 
почве умеренной недостаточности витамина Е 
(Ю. В. Архипенко и соавт.) , эксперименталь-
ной язвы желудка (И. Г. Кузнецов и соавт. ) , 
глазных заболеваний (И. А. Богданова и 
соавт.) , ишемии печени (С. А. Козлов и 
соавт.) , реанимации (В. Т. Долгих) и др. 
Методический уровень этих работ далеко не 
равноценен, и следует приветствовать реше-
ние редакции ж у р н а л а опубликовать серию 
статей по важному в практическом отноше-
нии, но пока дискуссионному вопросу — о 
правильности постановки и информативности 
реакции с тиобарбитуровой кислотой (Р. С. 
Тишенииа; В. Б. Гаврилов и соавт.; В. А. Кос-
тюк; И. А. Потапович) — методу, наиболее 
часто использующемуся для исследования пе-
рекисного окисления липидов. 

Весьма важным является раздел журнала 
«Методы биохимических исследований». В этом 
разделе постоянно публикуются методические 
работы из самых различных областей меди-
цинской химии. Часть из них представляет со-
бой оригинальные методические подходы, дру-
гие являются модификациями известных мето-
дик, приспособленных к использованию в кли-
нической практике. 

Из других разделов журнала з а с л у ж и в а ю т 
внимания «Дискуссии», «Хроника», «Рецен-
зии», а т а к ж е раздел, включающий рефераты 
статей, направленных на депонирование в 
В И Н И Т И . 

В 1987 г. в этих разделах ж у р н а л а были 
опубликованы дискуссионные материалы о 
преподавании биохимии в медицинских инсти-
тутах и о нерешенных проблемах в этой об-
ласти (Т. Т. Березов и С. И. Табагари; М. С. 
Кокучашвили; № 3) , хроника I Всесоюзной 

139. 



конференции «Нейропептиды: их роль в фи-
зиологии и патологии» (Б. Д . Слепушкии) , о 
8-м пленуме Научного совета по биологичес-
кой и медицинской химии (В. М. Иншакова ; 
И. С. Агабабова) и о I I I Всесоюзном симпо-
зиуме «Структура и функции лизосом» (А. В. 
Васильев) . В разделе «Рецензии» были пред-
ставлены такие монографии, как «Молекуляр-
ные основы лизосомных болезней накопления» 
под ред. Д ж . Б а р р а н д ж е р а и Р. |Брэди, «Био-
логическая химия Е. А. Строева, «Эпилепто-
логия и патохимия мозга» К. И. Погодае-
ва, «Метаболические аспекты проблемы стрес-
са в космическом полете» Р. А. Тиграняна, 
«Холииергическая регуляция биохимических 
систем клетки» С. Н. Голикова и соавт. 

Н а ш е время, по-видимому, требует появле-
ния в ж у р н а л е новой рубрики, посвященной 
проблемам перестройки. Осмелимся высказать 
убеждение, что оптимальные формы перевода 
научных отраслей, учреждений и отдельных 
подразделений (отделов, лабораторий, проб-
лемных групп) на новые рельсы планирова-
ния, финансирования и организации могут су-
щественно различаться в зависимости от их 
специфики. Вероятно, для медицинской химии, 
учитывая ее фундаментально-прикладной ха-
рактер, необходимо разработать ие одну, а 
несколько организационных моделей перевода 
исследовательских работ на самофинансиро-
вание, самоокупаемость или хозрасчет. Орга-
низация широкой дискуссии «Экономика в ме-
дицинской химии» с активным привлечением не 
только учеиых-естествоиспытателей, но и эко-
номистов, специалистов по проблемам управ-
ления, з арубежных корреспондентов и «поль-
зователей продукта» медицинской химии — 
врачей и технологов — представляется зада-
чей, в решении которой ж у р н а л «Вопросы ме-
дицинской химии» мог бы сыграть заметную 
роль. Проведение таких дискуссиий, по-види-
мому, было бы наиболее эффективным при 
встречах редколлегии ж у р н а л а со своими чи-
тателями при условии очень тщательной под-
готовки таких читательских конференций и 
оповещении о них заранее в ежемесячных пла-
нах московского отделения Всесоюзного био-
химического общества. 

Обсуждение предлагаемых проблем, как 
нам кажется , ми в коем случае не д о л ж н о 
произойти за счет сокращения перечисленных 
выше разделов ж у р н а л а , которые полностью 
себя оправдывают. Напротив, необходимо по-
ставить вопрос об увеличении объема журна-

ла, по крайней мере вдвое, что позволит сде-
лать его ежемесячным, существенно сократит 
сроки прохождения статей, которые состав-
ляют иногда IV2—2 года. Возможно, частич-
ная финансовая помощь ж у р н а л у может 
быть оказана за счет более широкой рекламы 
продукции отечественных и зарубежных хи-
мических, фармацевтических и приборострои-
тельных фирм, будущих исследовательских, 
диагностических, химико-технологических коо-
перативов и т. д. Дополнительное финансиро-
вание позволило бы улучшить качество оформ-
ления ж у р н а л а , которое на сегодняшний день 
представляется весьма скромным. Было бы, 
например, желательным не только сопровож-
дать к а ж д у ю статью резюме на английском 
языке, но и помещать его русский вариант. 

Отмечая значение ж у р н а л а «Вопросы ме-
дицинской химии» в развитии теоретической и 
практической медицины в нашей стране и ту 
большую работу, которую он проводит, мож-
но надеяться, что в ближайшем будущем 
ж у р н а л обогатится новыми формами, спо-
собствующими дальнейшему прогрессу меди-
цинской химии. 

Докт . биол. наук Г. Я. В и д е р ш а й и, 
докт. мед. наук, проф. А. М. Г е р а с и м о в 

(Москва) 

От редакционной коллегии ж у р н а л а «Во-
просы медицинской химии» 

Редакционная коллегия благодарит рецен-
зентов, доктора биол. наук Г. Я. Видершайна 
и доктора мед. наук проф. А. М. Герасимова 
за их большой труд и ценные замечания по 
дальнейшему совершенствованию работы жур-
нала. Учитывая высказанные в рецензии заме-
чания, редакционная коллегия планирует з а -
казать иностранным участникам симпозиума 
«Структура и функции лизосом» обобщающие 
сообщения по материалам их докладов и 
открыть на страницах ж у р н а л а обсуждение 
проблем перестройки деятельности научных 
учреждений медико-биологического профиля. 

Редколлегия полностью согласна с мнением 
рецензентов о необходимости увеличения 
объема ж у р н а л а и восстановлении принятой 
во всем мире практики публикации кратких 
резюме на языке оригинала статьи. 

Редколлегия обратится с соответствующими 
предложениями в издательство «Медицина» и 
примет зависящие от нее меры по сокраще-
нию сроков публикации статей. 

И С Т О Р И Я М Е Д И Ц И Н Ы 

Ю Л И Я М А Р К О В Н А Г Е Ф Т Е Р 
(К 100-летию со дня рождения) 

19 июля 1988 г. исполняется 100 лет со 
дня рождения профессора Юлии Марковны 
Гефтер, отдавшей более 60 лет своей жизни 
беззаветному служению науке. 

В 1904 г. по окончании женской гимназии 
Юлия Марковна поступает иа физико-мате-
матический факультет Московских высших 

женских курсов. Все другие пути к высшему 
образованию в то время были для нее за-
крыты, в том числе Женский медицинский ин-
ститут в Петербурге, в который принимали 
лишь в возрасте ие моложе 20 лет. 

Закончив Высшие женские курсы, Юлия 
Марковна сразу поступает иа I I I курс меди-
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цимского факультета Московского универси-
тета, став одной из трех студенток среди 300 
мужчии — слушателей факультета . Поскольку 
в 1910 г. царским правительством был вве-
ден запрет на обучение женщин в универси-
тетах, завершить высшее образование ей 
пришлось за рубежом. В 1911 г. она закон-
чила Мюнхенский университет. Сдав экзамены 
и представив диссертацию, посвященную об-
мену пуринов, она получает звание доктора 
медицины. В том ж е году Юлия Марковна с 
отличием сдает государственные экзамены на 
звание лекаря в Московском университете. 

Д а в н я я тяга к медицине и возникшая во 
время учебы на Женских курсах увлеченность 
органической химией привели ее в молодую 
тогда науку, обычно именовавшуюся в то вре-
мя медицинской химией. Свои первые шаги в 
науке Юлия Марковна сделала под руко-
водством акад. Н. Д . Зелинского еще в годы 
обучения на Высших женских курсах и в Мос-
ковском университете. По окончании универ-
ситета она в течение ряда лет сочетала рабо-
ту в клиниках с исследованиями в химических 
лабораториях , в частности в Московском уни-
верситете, где с 1915 по 1931 г. работала под 
руководством акад. В. С. Гулевича сначала 
научным сотрудником, преподавателем, а за-
тем приват-доцентом и доцентом. 

С 1931 г. вся жизнь и деятельность Юлии 
Марковны связаны в основном с кафедрой 
биохимии I Ленинградского медицинского ин-
ститута, хотя многие годы она в той или иной 
форме сотрудничала и в других научных и 
учебных заведениях. Л и ш ь о д н а ж д ы приш-
лось ей вернуться к непосредственной врачеб-
ной работе. Это было в начале Великой Оте-
чественной войны, когда Юлия Марковна не-
которое время работала в госпитале. 

Отличительной чертой научной деятельнос-
ти 10. М. Гефтер было стремление соеди-
нить теоретические исследования в области 
биохимии с потребностями практической ме-

дицины. У ж е в первые годы Советской влас-
ти она начала изучать влияние условий труда» 
на обмен веществ у рабочих различных про-
фессиональных групп. Так, ею были исследо-
ваны биохимические сдвиги при тяжелой мы-
шечной работе, выявлены биохимические приз-
наки утомления, показано благоприятное 
влияние иа организм систематических трени-
ровок. 

В 1932 г. была опубликована работа 10. М. 
Гефтер «Случай 20-дневного голодания». Кто-
бы мог тогда предвидеть, что спустя 9 лет эта 
небольшая работа получит дальнейшее и. 
очень интенсивное развитие! В тяжелейших ус-
ловиях блокады Ленинграда Юлия Марковна 
с сотрудниками кафедры биохимии и р я д а 
клиник выполнила серию исследований по-
изучению алиментарной дистрофии. Результа-
ты этих работ прямо трансформировались в-
практические рекомендации врачам, помогли 
выжить и выстоять многим ленинградцам. 

В послевоенные годы были продолжены ис-
следования по вопросам питания, в том числе-
лечебного питания при т я ж е л ы х ожога^ . Эти 
исследования в немалой степени способствова-
ли формированию нового представления о тя-
желых ожогах не как о локальных поврежде-
ниях кожи, а как о сложном поражении все-
го организма, что нашло отражение в терми-
не «ожоговая болезнь». 

Еще в военные годы были начаты работы, 
по изучению обмена веществ при таких забо-
леваниях человека, как травматический остео-
миелит, гипертония, язвенная болезнь. Позднее 
много усилий было приложено к выяснению-
биохимических сдвигов при гипоксии, поиску 
путей коррекции этих сдвигов. 

У т в е р ж д а я всей своей деятельностью-
единство теоретических и прикладных аспек-
тов научного исследования, 10. М. Гефтер 
горячо пропагандировала необходимость раз-
вития клинической биохимии, добивалась спе-
циального преподавания этой дисциплины иа 
старших курсах медицинских вузов. 

В общей сложности перу Юлии М а р к о в н ы 
принадлежит более 100 работ, около 200 ра-
бот вышло из возглавлявшихся ею лаборато-
рий. Под ее руководством выполнено более 
60 кандидатских и 9 докторских диссертаций. 
Много сил и внимания она уделяла научно-
организационной работе: входила в состав ре-
дакционной коллегии БЭМ, редакционных со-
ветов журналов «Вопросы медицинской хи-
мии» и «Лабораторное дело», ряда библио-
течных советов. 

Ю. М. Гефтер была не только крупным 
ученым, но и талантливым педагогом. Б о л е е 
30 лет возглавляя кафедру биохимии, она 
внесла весомый вклад в подготовку и воспи-
тание многих поколений советских врачей. 
Ее глубокие по содержанию и доходчивые по-
форме лекции посещали не только студенты, 
но и врачи различных клиник и других меди-
цинских учреждений. По инициативе Ю. М. 
Гефтер в 1931 г. на кафедре биохимии I Ле-
нинградского медицинского института б ы л 
создан студенческий научный кружок , который 
стал одним из лучших в институте и до сих 
пор пользуется большой популярностью среди 
студентов. Многие участники к р у ж к а стали в 
последующем биохимиками, сотрудниками ка-
федры. 

В 1969 г. Юлия Марковна передала ин-
ституту значительную сумму из личных сбе-
режений для поощрения за лучшие студен-
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ческие научные работы в области биохимии и 
физиологии. Ежегодное присуждение премии 
ям. Ю. М. Гефтер стало доброй традицией в 
I Ленинградском медицинском институте. . 

Заслуги 10. М. Гефтер высоко оценены 
правительством СССР. Она была награждена 
орденом Ленина, орденом «Знак Почета» и 

медалями, среди которых медаль «За оборону 
Ленинграда». 

В благодарной памяти соратников и мно-
гочисленных учеников образ 10. М. Гефтер 
живет как пример честности, бескорыстия, 
высокой гражданственности настоящего уче-
ного и педагога. 
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