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НА ЭКСТРЕМАЛЬНОЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ (Обзор) 

Ленинградский санитарно-гигиенический медицинский институт 

Сопротивляемость организма влия-
нию неблагоприятных для здоровья 
факторов и вероятность возникновения 
болезни во многом определяются со-
стоянием физиологических систем не-
специфической резистентности. 

Адаптация, или способность живой 
системы приспосабливаться к измене-
ниям среды, «является, вероятно, наи-
более отличительной чертой жизни» 
[36], одним из самых важных свойств 
всех биологических систем [65]. Это 
свойство состоит в способности орга-
низма отвечать общими, неспецифиче-
скими реакциями на разнообразные в 
качественном и количественном отно-
шении нормальные и патогенные воз-
действия среды. Биологический смысл 
и характер таких реакций заключа-
ются в мобилизации функциональных 
резервов организма, необходимых для 
поддержания гомеостаза, т. е. в обес-
печении относительного динамическо-
го постоянства живой системы на ос-
нове автоматической саморегуляции 
[ 1 1 , И , 18 ] . 

Конечный результат мобилизации 
адаптационных механизмов — приспо-
собление организма к новым условиям 
внешней и внутренней среды или не-
состоятельность системы неспецифиче-
ской защиты, имеющая следствием 
развитие болезни, — зависит от ряда 
условий и факторов: от силы и про-
должительности действия раздражите-
ля, индивидуальных, возрастных, по-
ловых, видовых особенностей организ-
ма и др. 

Механизмы н есп еци ф и ч ее ко й р ез и -
стентности включают разные уровни 
структурной организации биосистемы: 
субмолекулярный, молекулярный, над-
молекулярный, субклеточный, клеточ-
ный, органотканевый и организменный, 
изучаются эти механизмы соответст-
венно с помощью биохимических, фи-

зиологических и морфологических ме-
тодов исследования. 

Ведущую роль в механизмах адап-
тации играет нейроэндокринная регу-
ляторная система. Вызванное экстре-
мальным фактором возбуждение выс-
ших вегетативных центров и актива-
ция адреиергической и гипоталамо-ги-
пофизарно-адреналовой систем [26] 
приводят к биохимическим сдвигам, 
значение и цель которых состоит в мо-
билизации резервов организма, позво-
ляющих ему противостоять повреж-
дающему действию фактора. Эти про-
цессы всегда сопряжены с увеличени-
ем энергетических затрат. Поэтому 
поддержание постоянства энергетиче-
ского потенциала биосистемы считают 
необходимым условием адаптации 
[29]. 

Помимо энергетического обмена, в 
биохимический механизм адаптацион-
ных реакций на определенной стадии 
включается пластический обмен. В 
связи с этим следует иметь в виду су-
ществование двух этапов таких реак-
ций: начальный этап срочной, но не-
совершенной адаптации и последую-
щий этап долговременной адаптации 
[26]. Срочный этап развивается непо-
средственно после действия раздражи-
теля на основе готовых физиологиче-
ских механизмов. Характерной чертой 
этого этапа является почти полная мо-
билизация функционального резерва, 
которая не в состоянии обеспечить 
цельный адаптационный эффект. Для 
перехода срочной адаптации в долго-
временную необходимо увеличение 
мощности функциональной системы 
до уровня, диктуемого средой. Поэто-
му в механизм долговременной адап-
тации включается генетический аппа-
рат, активируется синтез нуклеиновых 
кислот и различных белков, в том 
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числе ферментов, участвующих в не-
специфической защите. 

Один из конкретных путей реализа-
ции этих биохимических изменений 
становится очевидным в свете приво-
димых ниже сведений. 

В 80-е годы в рамках представле-
ний о молекулярных механизмах не-
специфических реакций организма на 
экстремальное воздействие сформиро-
валась концепция, согласно которой 
«усиление свободнорадикального окис-
ления, вызванное действием на орга-
низм неблагоприятных факторов, ве-
дет к ответной реакции гидрофильной 
и гидрофобной частей антиоксидант-
ной системы, которая рассматривает-
ся как система, принимающая непо-
средственное участие в молекулярных 
механизмах неспецифической рези-
стентности организма к повреждаю-
щим факторам внешней среды» [431. 

Окислительно - восстановительн ы е 
процессы при действии патогенных 
факторов. Во многих работах, опуб-
ликованных за последние 15—20 лет, 
можно обнаружить сведения об изме-
нениях содержания в тканях человека 
и животных тиоловых соединений и 
аскорбиновой кислоты при действии 
на организм разнообразных патоген-
ных факторов. При этом обращает на 
себя внимание тот факт, что в началь-
ный период действия разных по своей 
природе агентов содержание сульфгид-
рильных групп в крови и других тка-
нях организма, как правило, снижает-
ся. Эта закономерность, в равной сте-
пени характерная как для низкомоле-
кулярных тиоловых соединений, так и 
для белков, наблюдалась при болевом 
раздражении [28] и травматическом 
шоке [24], эпидемическом гепатите 
[39], ревматоидном артрите [58, 63], 
аллергических заболеваниях [31], дей-
ствии вибрации [46] и т. д. О том, что 
причиной снижения содержания SH-
групп в биосубстрате является их 
окислительная модификация, свиде-
тельствует одновременное увеличение 
количества дисульфидных групп: оно 
было установлено при развитии атеро-
склероза [4], поздних токсйкозов бе-
ременных [23], черепно-мозговой трав-
ме [1], обострении заболеваний нерв-
ной системы [20], ишемии миокарда 
[3] , аллергиях [15, 31], шумовом воз-
действии [13]. Аналогичные изменения 
соотношения восстановленных и окис-
ленных тиолов развиваются при ста-

рении [10, 40]. Все эти факты позво-
ляют говорить о иеспецифическом ха-
рактере изменения содержания тиоло-
вых соединений (в тканях) при дейст-
вии на организм экстремальных фак-
торов. Такой вывод был сделан, в 
частности, в работах [50, 19]. Авторы 
[19], используя в качестве внешнего 
воздействия магнитное поле, обнару-
жили зависимость содержания SH-
групп в плазме крови от характера 
развивающейся адаптационной реак-
ции и сделали вывод, что стресс ха-
рактеризуется низким содержанием 
SH-групп, которые могут рассматри-
ваться в качестве показателя, отра-
жающего уровень неспецифической ре-
зистентности организма. В пользу та-
кой точки зрения свидетельствуют в 
свою очередь фазовые изменения со-
держания небелковых SH-rpyrin в над-
почечниках на разных этапах развития 
стресса [72] и в различных тканях 
при воздействиях стрессора, отличаю-
щихся по силе [13, 45]. 

Вместе с тем, поскольку неспецифи-
ческие реакции связаны с превраще-
нием SH-групп в дисульфидную фор-
му, следует подчеркнуть роль обрати-
мой тиолдисульфидной системы в ме-
ханизмах адаптации. Значение этой 
системы в регуляции процессов жиз-
недеятельности и, в частности, в под-
держании окислительно-восстанови-
тельного гомеостаза обсуждается в ра-
ботах [41, 42]. В многочисленных пуб-
ликациях описано влияние окис-
лительно-восстановительного состоя-
ния т и о л д и с у л ь ф и д и о й системы 
на процессы клеточного деле-
ния | 2 ] , диссоциацию оксигемогло-
бина [60, 67, 69], аггрегацию тромбо-
цитов [61], активность ферментов [41, 
42, 60, 64, 68, 78], проницаемость кле-
точных мембран [41, 42] и др. Инте-
ресно и предположение, согласно ко-
торому обратимое образование дисуль-
фидных связей может служить для за-
щ и т ы чувствительных м е м б р а н н ы х 
структур от необратимого окислитель-
ного разрушения [59]. 

Специального внимания заслуживает 
также вопрос об индивидуальной хи-
мической природе тиоловых соедине-
ний, ответственных за неспецифиче-
скую резистентность. К их числу отно-
сятся иизкомолекулярные вещества -
глутатион, эрготиоиеин [57, 10], цисте-
ин и, возможно, гомоцистеин, липое-
вая кислота. Вместе с тем есть осно-
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вания отнести к ним и некоторые 
белки [43, 48, 53, 54, 57]. 

В состав другой обратимой окисли-
тельно-восстановительной системы ор-
ганизма человека и животных, реаги-
рующей на внешние воздействия и 
притом тесно связанной с обменом 
SH-соединений низкомолекулярной 
природы, входят аскорбиновая и де-
гидроаскорбииовая кислоты. 

При дефиците аскорбиновой кисло-
ты в организме снижается его сопро-
тивляемость действию патогенных фак-
торов, и в то же время содержание 
аскорбиновой кислоты в тканях и ор-
ганах уменьшается под влиянием этих 
факторов. К числу последних относят-
ся токсические вещества экзогенного 
и эндогенного происхождения [73, 
74], заболевания разной природы, бо-
левые раздражители [27] и другие 
агенты. Как и в случае SH-соедине-
ний, причиной уменьшения содержа-
ния аскорбиновой кислоты является 
ее окисление, о чем свидетельствует 
накопление в тканях дегидроаскорби-
новой и дикетогулоиовой кислот [1, 
13, 15, 22, 23, 73]. 

Имеются прямые указания на за-
щитную роль аскорбиновой кислоты в 
условиях как физиологического стрес-
са, так и стресса, возникающего при 
заболеваниях внутренних органов, и 
делается попытка связать этот факт с 
ее антигистаминиым влиянием [74]. 
Подчеркивается также участие аскор-
биновой кислоты в реакциях неспеци-
фического иммунитета [32]. 

Заслуживает внимания связь между 
балансом аскорбиновой кислоты и со-
стоянием симпатико-адреиаловой си-
стемы. Последняя мобилизует ткане-
вые депо аскорбиновой кислоты, спо-
собствуя ее освобождению. В свою 
очередь аскорбиновая кислота расхо-
дуется на восстановление адреналина, 
окисляющегося в процессе его дейст-
вия [70, 76]. 

Наряду с SH-соединениями и аскор-
биновой кислотой окислительной мо-
дификации при действии различных 
раздражителей подвергаются и суб-
страты липидной природы. Это дейст-
вие приводит к усилению процессов 
тгерекисного окисления липидов ( П О Л ) 
клеточных мембран и накоплению 
продуктов окисления — перекисей ли-
пидов, в свою очередь проявляющих 
свойства окислителей [6, 8, 9, 10, 26, 
30]. Многообразие патогенных факто-

ров, вызывающих ПОЛ, и широкий 
спектр повреждающего действия его 
продуктов определяют место и значе-
ние этого процесса в механизмах не-
специфических реакций организма на 
внешнее воздействие. По мнению Ф. 3. 
Меерсона [26], активация ПОЛ со-
ставляет общее звено стрессорных пов-
реждений. 

Образование свободных радикалов 
и перекисей в тканях организма в фи-
зиологических условиях и при дейст-
вии экстремальных факторов. Таким 
образом, реакция организма на раз-
ные раздражители на молекулярном 
уровне характеризуется окислением 
ряда важных биосубстратов — SH-coe-
дииений небелковой и белковой при-
роды, аскорбиновой кислоты, липидов, 
и, надо полагать, ряда других веодеств. 

Важные для понимания молекуляр-
ных механизмов адаптации вопросы о 
причинах и биологическом значении 
этого явления находят ответ в пред-
ставлениях о цепных процессах сво-
боднорадикального окисления (СРО) 
в биологических системах — представ-
лениях, во многом связанных с рабо-
тами Б. Н. Тарусова и его последова-
телей [17]. Как известно, свободный 
радикал — это молекула или ее часть, 
имеющая неспаренный электрон на 
молекулярной или на внешней атом-
ной орбите. Присутствие такого элект-
рона наделяет радикал двумя харак-
терными свойствами: очень высокой 
окислительной способностью, обуслов-
ленной сильнейшей электрофиль-
ностью, и наличием магнитного мо-
мента, обусловленного некомпенсиро-
ванным спином неспаренного элект-
рона [21]. 

Свободные радикалы являются ак-
тивными участниками большого чис-
ла химических реакций, протекающих 
в живых клетках, играют важную 
роль в ферментативных процессах. 
Поэтому С Р О при достаточно низкой 
его интенсивности относится к нор-
мальным метаболическим процессам 
[17]. С Р О происходит, в частности, 
при окислительном фосфорилировании 
и микросомальном окислении, т. е. в 
ходе процессов, связанных с участием 
молекулярного кислорода и с транс-
портом электронов [18] . 

Один из возможных путей образо-
вания свободных радикалов состоит в 
одноэлектроииом восстановлении мо-
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лекулярного кислорода ионами двух-
валентного железа [26]: 

0 2 + F e 2 + > F e 3 + + H 0 2 . 

Одноэлектронное восстановление 
кислорода может приводить и к появ-
лению другого свободного радикала — 
супероксидного аниона 0 7 , имею-
щего дополнительный электрон [18]: 

0 2 + е ~ — > 0 7 . 

Супероксидный анион-радикал может 
реагировать с перекисью водорода и 
образовывать высокоактивный гидро-
ксильный радикал ( Н О ' ) : 

Н 2 ° 2 + 0 2 " — * Н 0 ' + 0 Н ~ + 0 2 . 

Образование радикала Н О ' возможно 
также в результате реакции: 

Н 2 0 2 + е ~ — v НО' + О Ы - . 

Взаимодействие иона и радикала гид-
роксила приводит к появлению пере-
киси водорода: 

О Н - + н о ' + о 2 — н 2 о 2 + 0 7 , 

которая может также являться про-
дуктом двухэлектронного восстановле-
ния кислорода: 

0 2 + 2 е " + 2 Н + — ^ Н 2 0 2 . 

К ферментам, продуцирующим су-
пероксидный анион-радикал, синглет-
ный кислород, перекись водорода в 
клетках, относятся L-гулонолактоио-
ксидаза, альдегидроксидаза, ксантино-
ксидаза, моноаминоксидаза, диамино-
ксидаза, НАДФ• Н-цитохром с-редук-
таза, НАД • Н-цитохром с-редуктаза, 
уратоксидаза, супероксиддисмутаза, 
простагландинсинтетаза и некоторые 
другие [25]. 

Отмечена возможность образования 
супероксидного и гидроксильного ра-
дикалов при неферментативном окис-
лении адреналина [49]. 

Свободные радикалы инициируют 
цепные реакции окисления субстратов, 
среди которых наиболее известными в 
настоящее время являются липиды. 
Остатки ненасыщенных жирных кис-
лот (RH) в молекулах липидов ата-
куются свободными радикалами, что 
приводит к образованию жирнокис-
лотных радикалов (R*): 

RH + H 0 2 — R ' + H 2 0 2 . 

На следующем этапе взаимодействие 
жирнокислотных радикалов с молеку-

лярным кислородом приводит к их 
превращению в перекисные радикалы 
ROJ: 

R * -г О 2 — R O O *. 

В результате последующей реакции 
между перекисными радикалами и но-
выми остатками жирных кислот обра-
зуются гидроперекиси и новые жирно-
кислотные радикалы Яр 

ROO e + R, Н — > ROON + R [ 2 6 ] . 

Таким образом, при развитии этой 
цепной реакции количество радикалов 
поддерживается на неизменном уров-
не, а количество гидроперекисей воз-
растает. 

Субстратами С Р О могут являться 
тиоловые соединения, при этом обра-
зуются радикалы R S ' , RS0 2 , участ-
вующие в реакциях с дисульфидами 
или в их образовании [55]: 

R 1 S S R 1 + RS* R 1 S S R + R 1 S*, 
R S S R + R1S* R ^ S R + R S -

или RS* + R1S* R S S R 1 . 

Образующиеся свободные радикалы 
и перекисные соединения органической 
и неорганической природы в силу вы-
сокой электрофильности способны 
вызывать окислительную модифика-
цию различных биосубстратов и ока-
зывать тем самым свое повреждающее 
действие на клетку. Следствием окис-
ления функциональных групп биоло-
гически активных веществ могут 
явиться деградация структурных бел-
ков и липидов клеточных мембран, 
модификация нуклеиновых кислот, 
ингибирование ферментов, изменение 
структуры и свойств гормонов и их 
рецепторов. При этом следует отме-
тить, что среди ферментов наиболее 
чувствительными к С Р О являются 
сульфгидрильные ферменты [ 17]. 

Исследования последнего времени, 
выполненные с помощью ряда разных 
методических подходов, позволяют 
считать доказанным тот факт, что при 
действии на организм различных хи-
мических, физических и иных стрессо-
вых факторов реакции С Р О в клетках 
резко усиливаются [10, 17, 26, 35]. 

Можно полагать, что усиленное об-
разование первичных свободных ради-
калов является побочным результатом 
возрастания интенсивности биохими-
ческих реакций в ответ на действие 
экстремального фактора, опосредован-
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ное через нейроэндокринные регуля-
торные механизмы. В свою очередь 
каскадный механизм цепного процесса 
С Р О биосубстратов позволяет на при-
мере П О Л понять природу эффекта 
многократного усиления первичного 
повреждающего воздействия. 

Лнтиоксидантная система: природа, 
состав, механизмы гомеостаза. Прояв-
лению повреждающего действия сво-
бодных радикалов и перекисных сое-
динений препятствует сложная много-
компонентная антиоксидантная систе-
ма (АОС), которая обеспечивает свя-
зывание и модификацию радикалов, 
предупреждение образования или раз-
рушение перекисей. В ее состав вхо-
дят гидрофильные и гидрофобные ор-
ганические вещества с восстановитель-
ными свойствами; ферменты, поддер-
живающие гомеостаз этих веществ и 
антиперекисные ферменты. Структура 
и механизмы функционирования АОС 
рассмотрены, например в обзоре [10]. 

По мнению J. Glavind [57], к числу 
биоаитиоксидантов относятся: а) жи-
рорастворимые вещества, например 
токоферол; б) водорастворимые диа-
лизуемые вещества, такие, как глута-
тион, эрготионеин, аскорбиновая кис-
лота; в) белки, содержащие тиоловые 
группы. 

В более поздних работах эти пред-
ставления получили дальнейшее раз-
витие. Так, перечень естественных ан-
тиоксидантов сегодня включает липи-
дофильные соединения (стероидные 
гормоны, витамины А, Е, К, флаво-
ноиды или полифенолы, убихинон) и 
водорастворимые (низкомолекулярные 
SH-соединения, аскорбиновая кисло-
та) вещества, которые либо являются 
«ловушками» свободных радикалов, 
либо обезвреживают перекисные сое-
динения [10, 17, 26, 47, 66]. Что же 
касается упомянутой выше возможно-
сти участия тиолсодержащих белков 
в механизмах антиоксидантной защи-
ты, то ее, по-видимому, следует рас-
сматривать в свете данных о том, что 
значительная часть низкомолекуляр-
иых SH-соединений находится в клет-
ке в связанном с белками состоянии в 
виде смешанных дисульфидов, высо-
кая концентрация которых важна для 
поддержания буферной окислительно-
восстановительной системы, антиокси-
дантной активности и модуляции спе-
цифической активности некоторых 

белков (ферментов, иммуноглобули-
нов, мембранных белков) [54]. 

То обстоятельство, что одна часть 
тканевых антиоксидантов имеет гид-
рофильный, а другая — гидрофобный 
характер, делает возможной одновре-
м е н н у ю з а щ и т у о т о к и с л я ю щ и х а г е н -
тов функционально важных молекул 
как в водной, так и в липидной фазе. 
Например, свое антицинготное дейст-
вие аскорбиновая кислота проявляет в 
сочетании с флавоном [56]. Вместе с 
тем некоторые антиоксиданты, пре-
имущественно растворимые в одной из 
фаз, могут быть погружены частью 
своей молекулы в другую фазу, что, по-
видимому, обеспечивает такому ве-
ществу бифункциональную активность. 

Общая сумма биоантиокислителей 
создает в тканях «буферную антиокси-
дантную систему» [17], обладающую 
определенной емкостью, а соотноше-
ние прооксидантных и антиоксидант-
ных систем определяет так называе-
мый «антиоксидантный статус орга-
низма» [26]. 

Есть все основания полагать, что 
среди тканевых антиоксидантов тиолы 
занимают особое место. Аргументами 
в пользу этого мнения служат сле-
дующие факты: 1) высокая реакцион-
ная способность сульфгидрильных 
групп, благодаря которой некоторые 
тиолы окисляются с очень высокой 
скоростью [41, 42, 43]; 2) зависимость 
скорости окислительной модификации 
SH-групп от их радикального окруже-
ния в молекуле [55], что позволяет 
выделить из множества тиоловых сое-
динений особую группу легко окис-
ляющихся веществ, выполняющих спе-
цифические функции антиоксидантов; 
3) обратимость реакции окисления 
сульфгидрильных групп в дисульфид-
ные [41—43], что предполагает воз-
можность энергетически выгодного 
поддержания гомеостаза тиоловых ан-
тиоксидантов в клетке без активации 
их биосинтеза; 4) способность тиолов 
проявлять как антирадикальное, так 
и антиперекисное действие [8, 9, 30, 
47, 52, 55]; 5) гидрофильными свойст-
вами тиолов обусловлены их высокое 
содержание в водной фазе клетки и 
возможность защиты от окислительно-
го повреждения биологически важных 
молекул ферментов, нуклеиновых кис-
лот, гемоглобина и др. Вместе с тем 
присутствие в тиоловых соединениях 
неполярных группировок обеспечивает 
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им возможность проявления антиокси-
дантной активности в липидной фазе 
клетки [55]. Известна способность 
тиоловых веществ ингибировать как 
неферментативное [48], так и фермен-
тативное ПОЛ [52]. 

Таким образом, наряду с вещества-
ми липидной природы тиоловые сое-
динения принимают широкое участие 
в защите клеточных структур от дей-
ствия окисляющих факторов. Подоб-
ное мнение высказано, в частности в 
работе [5], авторы которой, изучав-
шие реакцию АОС на облучение, счи-
тают, что «уровни антиокислительной 
активности липидов и эндогенных тио-
лов отражают разные стороны клеточ-
ного метаболизма и оба параметра яв-
ляются существенными в определении 
устойчивости организма к действию 
облучения». Поэтому в настоящее вре-
мя вряд ли есть основания полагать, 
что эффективность антиоксидантов 
определяется только их активностью 
в ингибироваиии ПОЛ [6]. 

Как уже указывалось выше, окис-
лению в тканях организма, находяще-
гося в экстремальных условиях, под-
вергается аскорбиновая кислота. Она, 
как и тиолы, входит в состав АОС, 
участвуя в связывании свободных ра-
дикалов и разрушении перекисей [10, 
66]. В этом своем качестве аскорбино-
вая кислота, молекула которой содер-
жит и полярные, и неполяриые груп-
пировки, проявляет тесное функцио-
нальное взаимодействие с SH-глута-
тиоиом и вместе с тем с липидными 
аитиоксидантами, усиливая действие 
последних и препятствуя П О Л [56]. 

По всей видимости, липидные ан-
тиоксиданты играют главенствующую 
роль в защите основных Структурных 
компонентов биологических мембран, 
таких, как фосфолипиды или погру-
женные в липидный слой белки. В 
свою очередь водорастворимые антио-
ксидаиты — тиоловые соединения и ас-
корбиновая кислота — проявляют свое 
протекторное действие преимуществен-
но в водной среде: в цитоплазме клет-
ки или плазме крови. При этом сле-
дует иметь в виду, что система крови 
«представляет собой внутреннюю сре-
ду, которая играет решающую роль в 
неспецифических и специфических ре-
акциях защиты организма, влияя на 
его резистентность и реактивность» 
[14]. 

Исключительное значение для ста-
билизации гомеостаза антиоксидантов 
имеют ферментативные механизмы вос-
становления их окисленных форм. 
Центральное звено этих механизмов — 
каталитическое дегидрирование суб-
стратов биологического окисления, 
осуществляемое в первой фазе пенто-
зофосфатного цикла (цитоплазма, яд-
ро), в цикле трикарбоновых кислот и 
процессе (3-окисления высших жирных 
кислот (митохондрии) [10]. 

Уровень биоантиоксидантов в тка-
нях и активность дегидрогеназ тесно 
связаны между собой. Изучение этих 
взаимосвязей, их органотканевых и 
субклеточных особенностей представ-
ляется одним из перспективных путей 
исследования молекулярных механиз-
мов адаптации. 

Другая часть системы антиоксидант-
ной защиты организма представлена 
группой аитиперекисных ферментов. 
К ним относятся: 

а) супероксиддисмутаза, которая 
обеспечивает превращение высокоак-
тивного супероксидного аниона (^2) 
в менее активный окислитель — пере-
кись водорода ( Н 2 О 2 ) ; 

б) глутатионпероксидазы, которые 
катализируют реакцию между восста-
новленным глутатионом и гидропереки-
сями жирных кислот, обезвреживая 
последние путем их превращения в 
жирные оксикислоты: 

2Г— S H + R O O H Г— S—S—Г + 

_!_ R _ О Н + Н 2 0 . 

Кроме того, одна из глутатионперокси-
даз (Se-зависимая) разрушает пере-
кись водорода: 

2Г—SH + Н 2 0 2 Г—S—S—Г + 

+ 2НоО [30]. 

Окисленный глутатион восстанавлива-
ется глутатионредуктазой с использо-
ванием Н А Д Ф Н, образующегося в 
пентозофосфатном цикле; 

в) каталаза и пероксидаза, разру-
шающие Н 2 0 2 . 

Воздействие экстремальных факто-
ров сказывается на состоянии как не-
ферментной, так и ферментной части 
АОС: снижается активность глутати-
онредуктазы, супероксиддисмутазы, 
пероксидазы [7, 13, 15, 16, 34], наблю-
даются фазовые изменения активности 
ката л азы, глюкозо-6-фосфатдегидроге-
назы [7, 15]. 
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Поступление антиоксидантов в орга-
низм оказывает воздействие на разные 
звенья АОС: повышает концентрацию 
эндогенных SH-соединений и актив-
ность глутагионредуктазы [51], норма-
лизует окислительно-восстановитель-
ный гомеостаз тиоловых соединений и 
аскорбагной системы [23]. 

Следует подчеркнуть, что функцио-
нирование неферментного и фермент-
ного звеньев механизма антиоксидант-
ной защиты зависит от фонда доноров 
водорода [10]. Поэтому срыв работы 
АОС, снижение ее буферной емкости 
могут быть вызваны не только падени-
ем уровня антиоксидантов или ингиби-
рованием антиперекисных ферментов, 
но и блокированием поставляющих во-
дород процессов при действии метабо-
лических ядов или иных факторов. 

В механизме функционирования 
ферментного звена АОС тиоловые сое-
динения тоже принимают непосредст-
венное и широкое участие, поскольку 
дегидрогеназы пентозофосфатного и 
трикарбонового цикла, глутатионредук-
таза, каталаза являются тиоловыми 
ферментами [41, 60, 80]. Кроме того, 
следует иметь в виду зависимость ак-
тивности оксидоредуктаз, в том числе 
ферментов АОС, от величины редокс-
потенциала среды [77], который в зна-
чительной степени определяется уров-
нем SH-соединений [44]. 

Итак, если экстремальные воздейст-
вия на организм приводят к усилению 
СРО, то адаптация к этим воздействи-
ям подразумевает использование воз-
можностей аитиоксидантной защиты. 
Иными словами, АОС имеет прямое 
отношение к молекулярным механиз-
мам неспецифической резистентности 
организма к стрессовым воздействиям. 

Флюктуации состояния АОС. Оче-
видно, что для нормального функцио-
нирования живой системы необходимо 
сохранение определенного соотноше-
ния между донорами и акцепторами 
электронов. Эти доноро-акцепторные 
взаимодействия относятся, по мнению 
А. Сент-Дьердьи [37], к числу «самых 
распространенных и самых важных 
биологических взаимодействий», а не-
кое равновесие между их участниками 
является одним из основных парамет-
ров жизни. Изменение этого равнове-
сия в определенных пределах исполь-
зуется для регуляции как различных 
функций, так и физического состояния 
клетки, а выход за эти пределы при-
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водит к развитию патологических из-
менений. 

Проблема «здоровье или болезнь», 
«адаптация или дезадаптация» — это 
во многом проблема сохранения или 
нарушения оптимального соотношения 
между восстановленными и окислен-
ными формами компонентов АОС. В 
принципе существенное отклонение в 
ту или в другую сторону дестабилизи-
рует систему, однако состояние «пере-
окисленности» клеточной среды значи-
тельно более опасно, нежели состояние 
«перевосстановленности» [75]. 

Увеличение интенсивности свободно-
радикальных реакций при действии на 
организм экстремальных факторов вы-
зывает напряжение АОС. В этих усло-
виях появление в крови и других тка-
нях больших количеств катехолами-
нов, характерное для стрессовых си-
туаций, может приводить к накопле-
нию продуктов их окисления, которые 
в свою очередь будут способствовать 
окислительной модификации биосуб-
стратов и истощению АОС [9, 26]. Как 
быстро наступит это истощение, зави-
сит, с одной стороны, от силы раздра-
жителя и продолжительности его дей-
ствия, а с другой — от величины «бу-
ферной емкости» АОС, на которую 
оказывает влияние ряд различных 
факторов, в том числе: а) генетиче-
ские, ответственные за биосинтез ком-
понентов АОС в необходимом организ-
му составе и количестве. Их влияние 
определяет существование видовых и 
индивидуальных особенностей состоя-
ния АОС, ее реакцию на внешние воз-
действия и особенности адаптивных 
механизмов. Вероятно, генетически 
обусловленную способность АОС про-
тивостоять действию повреждающих 
агентов, ее максимальную в данных 
условиях буферную емкость следует 
иметь в виду при попытке истолковать 
материальную природу «энергии адап-
тации» на молекулярном уровне; 
б) возрастные, под которыми в на-
стоящее время есть основания пони-
мать продукты СРО, накопление ко-
торых в ходе онтогенеза постепенно 
снижает буферную емкость АОС [10]; 

в) сезонные, связанные с временем 
года качественные и количественные 
изменения состава пищевого рациона, 
которые сказываются на обеспеченно-
сти организма веществами, необходи-
мыми для формирования структуры и 
функционирования АОС [33]; 



г) гелиофизические, о возможности 
влияния которых на АОС позволяют 
говорить, в частности, результаты на-
ших многолетних исследований, в ко-
торых была установлена зависимость 
скорости окисления низкомолекуляр-
ных SH-соединений от уровня солнеч-
ной активности [42]. Можно предпо-
ложить, что ускорение окисления тио-
ловых и иных антиоксидантов в перио-
ды возмущения солнечной активности 
повлечет за собой уменьшение буфер-
ной емкости АОС и, следовательно, 
си и ж ен и е н есп ециф и ч еско й р ез и стен т-
ности организма. Признаки существо-
вания такого влияния можно обнару-
жить также в сообщениях о связи из-
менений интенсивности ПОЛ эритро-
цитарных мембран с флюктуациями 
напряженности геомагнитного поля 
или о синхронном с повышением сол-
нечной активности снижении неспеци-
фической резистентности организма 
при ее оценке по состоянию белой кро-
ви или по иммунологическим показате-
лям [38]. 

Таким образом, состояние АОС в 
тот или иной период времени опреде-
ляется совместным влиянием ряда 
различных факторов. 

Возможность оценки способности к 
адаптации и разработки способов ее 
повышения. Концепция об участии 
АОС в механизмах адаптации позво-
ляет вплотную подойти к решению 
важных практических задач. Одна из 
них — объективная оценка адаптивных 
сил организма. Реальная возможность 
решения такой задачи является весь-
ма сложной проблемой, при этом из-
мерение буферной емкости АОС— 

I 

1 

П 
1 1 I n 

1 
1 

Соотношение SH/S—S-rpynn в крови беремен-
ных женщин с различными клиническими фор-

мами позднего токсикоза [23). 
/ — здоровые небеременмые женщины; 2— нормаль-
но протекающая беременность (28—40 лед); 3 — 
поздний токсикоз, отеки; 4 — то же, иефропатия III 
степени; 5 — то же, эклампсия; 6 — то же, лечение 

унитиолом. 

один из конкретных путей к достиже-
нию этой цели [43]. 

Очевидна необходимость поисков со-
ответствующих методических подхо-
дов и оценка перспективности их ис-
пользования. Учитывая роль тиолов в 
структуре АОС, а также значение кро-
ви в механизмах неспецифической ре-
зистентности и в лабораторной диагно-
стике, по-видимому, заслуживает вни-
мания в этом плане измерение соот-
ношения SIT/S—S-групп в клетках 
крови, плазме (см. рисунок) [1, 15, 23]. 
Т е х н и ч ее к и бол ее сложи ое о п р еде л е-
ние в тканях антиоксидантной актив-
ности соединений липидной природы 
в свою очередь также может стать ис-
точником полезной информации. 

Количественный контроль буферной 
емкости АОС как меры оценки неспе-
цифической резистентности в сущест-
венной мере может способствовать ре-
шению на научной основе другой за-
дачи: разработке способов их повыше-
ния в профилактических или лечеб-
ных целях. Весьма существенным и 
менее всего разработанным в области 
представлений о сопротивляемости жи-
вых организмов действию повреждаю-
щих агентов считают авторы обзора 
[32] вопрос об использовании природ-
ных факторов в целях, коррекции из-
мененной реактивности организма у 
лиц с пониженной резистентностью и 
повышенным риском развития заболе-
ваний. 

Успешное применение димеркапто-
пропансульфоната натрия и пеницил-
ламина при лечении некоторых забо-
леваний [1, 23] подтверждает спра-
ведливость мнения о том, что тиоло-
вые антиоксиданты являются мощны-
ми неспецифическими факторами по-
в ы шеи и я р ез и стен тн ости ор га н из м а 
[12]. Вместе с тем использование в 

качестве «адаптогенов» антиоксидан-
тов липидной природы также оказа-
ло с ь э ф ф е к т и в и ы м при нес п е ц и ф и ч е -
ской терапии [6]. 

А^ожио ожидать, что наиболее эф-
фективным будет комплексное приме-
нение антиоксидантов с гидрофильны-
ми и гидрофобными свойствами. 
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С. П. Аникеева 

ОРГАН ОСП ЕЦИФ И Ч ЕС К И Е ЧЕРТЫ МЕТАБОЛИЗМА 
КЕТОНОВЫХ ТЕЛ В ТКАНЯХ (Обзор) 

Всесоюзный научно-исследовательский центр но охране здоровья матери и ребенка 
Минздрава СССР, Москва 

В настоящее время накоплен обшир-
ный фактический материал, доказы-
вающий большое физиологическое зна-
чение кетоновых тел (КТ) адетоацета-
та и (3-оксибутирата в энергетическом 
обмене в качестве субстратов для це-
лого ряда тканей. Помимо этого, КТ 
могут выступать в качестве регулято-
ров метаболизма, но в литературе 
этот аспект освещен недостаточно. 
Рассмотрим особенности метаболизма 
КТ в жировой ткани, тканях мозга, 
почках, мышцах и эмбриональных тка-
нях. 

Жировая ткань (ЖТ). Ацетоацетат 
является субстратом окисления для 
жировых бляшек эпидимальной ткани 
крыс, способным обеспечить до 50 % 
тканевого дыхания. На изолированных 
адипоцитах из подкожной жировой 
клетчатки человека, крыс и мышей по-
казано включение радиоактивного уг-

лерода из меченого ацетата и р-окси-
бутирата в С 0 2 и жирные кислоты. 
Кроме того, ацетоацетат способен уве-
личивать включение метки из U-C14-
глюкозы (ГЛ) в С 0 2 и в триглицери-
ды. 

Интерес к метаболизму КТ в Ж Т в 
основном касается контроля обратной 
связи кетогенеза, индуцированного ин-
сулином ( И Н ) , и влияния КТ на ли-
полиз. Гиперкетонемия у различных 
видов животных по разному сказыва-
ется на секреции ИН. У собак она со-
провождается увеличением секреции 
ИН, что приводит к снижению липо-
лиза. У человека, крыс и мышей ги-
перкетонемия не приводит к повыше-
нию уровня ИН, хотя при этом кон-
ц е н т р а ц и я с в о б од н ы х ж и р н ы х кисло т 
( С Ж К ) в плазме снижается. Послед-
нее, по-видимому, может расценивать-
ся как результат торможения КТ ли-

11 



полиза в ЖТ. На эпидемальной Ж Т 
высокие концентрации КТ снижали 
скорость липолиза, индуцированного 
адреналином. 

На введение ацетоацетата сытые, 
голодные и больные диабетом крысы 
реагируют однотипной реакцией — по-
нижением концентрации С Ж К в плаз-
ме. У крыс с диабетом и голодавших 
содержание глюкозы не изменилось, 
тогда как у здоровых (сытых и го-
лодных) возросло содержание ИН. 
Очевидно, только у крыс с диабетом 
снижение С Ж К является следствием 
прямого ингибирования липолиза. Го-
лодание ведет к уменьшению синтеза 
и включения КТ в адипоциты. Таким 
образом, КТ являются регулятором 
липолиза по принципу обратной свя-
зи. 

Следует учитывать роль ацетоаце-
тата в метаболизме лейцина, который 
может выступать в качестве предшест-
венника липидов в Ж Т крыс и мышей 
[4]. В Ж Т человека, крыс и мышей 
| 8 | ацетоацетат оказывает влияние на 

транспорт комплексов ацетил — КоА 
из митохондрий в цитозоль, способст-
вуя контролю над липогенезом. 

Такая альтернатива транслокации 
цитрата является важной видовой 
особенностью Ж Т человека и мыши, 
где активность АТФ — цитратлиазы 
низка и где в отличие от Ж Т крысы 
глюкоза не является основным пред-
шественником при липогенезе [1]. 

При гиперкетонемических состояни-
ях включение КТ в жирные кислоты 
адипоцитов с физиологической точки 
зрения является нежелательным, так 
как ресинтез жирных кислот в адипо-
цитах из КТ при таких обстоятельст-
вах — энергетически расточительный 
ц и к л . 

Мозг. В мозге больных, страдающих 
ожирением, при продолжительном го-
лодании возникает значительная арте-
риовенозиая разница по КТ [21]. Ка-
тетеризация сосудов мозга показала, 
что скорость окисления глюкозы со-
ставляет 24 г в день, а КТ — 37 г в 
день. В этих условиях до 75 % всего 
потребленного мозгом 0 2 используется 
на окисление КТ. 

У крыс при голодании потребление 
0 2 в 5 раз ниже, чем у человека. На 
окисление КТ мозг крысы расходует 
от 14 до 25 % всего потребленного моз-
гом 0 2 [20]. 

Ферменты утилизации КТ и тканях головного 
мозга 

Активность, 
мкмоль/мин на 1 г 

сырой массы 
Фермент при 25 °С 

мозг чело- мозг кры-
века сы 

З-Оксибутиратдегидроге-
наза 0,31 0,57 

3- Кетокислота- КоА-
трансфераза 1,63 2,53 

А цетоа цети л - К о А - ти о л а з а 1,88 2,40 

В утилизации КТ в мозге крысы и 
человека участвует ряд ферментов 
(см. таблицу). 

Поглощение КТ в мозге человека и 
крысы пропорционально их концентра-
ции в артериальной крови [24]. Пот-
ребление ацетоацетата преобладает 
над 3-гидроксибутиратом [10]. 

Проницаемость сосудов мозга для 
КТ не является величиной неизмен-
ной, она может увеличиваться после 
жировой диеты или голодапия свыше 
3-х суток [13]. Этим, возможно, объ-
ясняется ускоренное поглощение (3-гид-
рооксибутирата при перфузии мозга 
у голодных крыс независимо от его 
концентрации в артериальной крови. 

У взрослой собаки, свиньи и овцы 
[13] мозг не использует КТ, что свя-
зывают с малым его размером отно-
сительно общей массы тела. 

КТ важны в неонатальном периоде 
развития мозга, когда с материнским 
молоком поступает большое количест-
во жира и концентрация КТ в крови 
высока [14]. Поглощение КТ мозгом 
крыс-сосунков в 3—4 раза выше, чем 
у взрослых крыс [5], что было пока-
зано на срезах и гомогенатах [31]. 
Потребление КТ мозгом новорожден-
ных и детей в 4 раза выше, чем у 
взрослых [24]. Активность (З-гидроок-
сибутират дегидрогеназы, р-оксоацил-
КоА трансферазы и митохондриальной 
ацетоацетил-КоА тиолазы низка в 
мозге эмбриона крысы, но после рож-
дения она повышается, достигая мак-
симума в период молочного вскармли-
вания, а после его прекращения сни-
жается, приближаясь к уровню актив-
ности у взрослых крыс [32]. Аналогич-
ный процесс происходит с проницае-
мостью сосудов мозга крысы для КТ. 
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У человека активность ферментов 
утилизации КТ в мозге в период меж-
ду детством и зрелостью изменяется 
в незначительной степени [6]. Можно 
рассматривать пониженную утилиза-
цию КТ мозгом человека в течение 
всего периода детства как результат 
уменьшения проницаемости сосудов 
мозга для КТ. 

Данные о совпадении периода наи-
высшей скорости утилизации КТ с пе-
риодом высокой скорости синтеза 
жирных кислот и холестерина приво-
дят к предположению, что КТ могут 
быть важным субстратом синтеза ли-
пидов в развивающемся мозге [32]. 
Меченый гидрооксибутират включается 
в стеролы, фосфолипиды и жирные 
кислоты в мозге эмбрионов крысы и 
крысят-сосунков (в возрасте от 9 до 
18 дней). Ацетоацетат и гидрооксибу-
тират включались в липиды срезов 
коры мозга крысят-сосунков [2] и эм-
брионов человека [27]. Ацетоацетат 
может образовывать ацетил-КоА в ци-
тозоле через реакции, катализируе-
мые ацетоацетил-КоА синтетазой и 
ацетоацетил-КоА тиолазой при син-
тезе жирных кислот и холестерина. 
В период развития нарастает актив-
ность как этих двух цитозольных фер-
ментов, так и синтетазы жирных кис-
лот [29], в отличие от АТФ цитрат-
лиазы, активность которой остается по-
стоянной в течение всего периода раз-
вития мозга [4]. Включение ацетоаце-
тата в липиды в цитозоле не требует 
образования цитозольного ацетил-
КоА из цитрата [22]. 

Присутствие в качестве единственно-
го субстрата КТ, Г Л или пирувата 
повышает потребление 0 2 в срезах 
мозга в одинаковой степени, при этом 
КТ в основном подвергаются окисле-
нию [6, 23]. Г Л увеличивает включе-
ние КТ в липиды мозговой ткани и 
обычно стимулирует их окисление. КТ 
не тормозят потребление ГЛ мозгом. 
Под их действием превращение ГЛ в 
С 0 2 и в липиды снижается, окисление 
пирувата ингибируется, а образование 
лактата из Г Л возрастает. При голо-
дании выход лактата из мозга крысы 
увеличивается, а активность пируват-
дегидрогеназы в гомогенатах мозга 
снижается. Между торможением гшру-
ватдегидрогеиазы в мозге человека 
после 15—20-часового голодания, пот-
реблением КТ и долей ГЛ, превра-
щающейся в лактат и пируват, имеет-

ся корреляция [11]. Снижение крутиз-
ны линейного соотношения между пот-
реблением и концентрацией глюкозы в 
перфузируемом мозге крысы под дей-
ствием p-гидрооксибутирата свидетель-
ствует о том, что КТ ответственны, по 
крайней мере частично, за снижение 
общего потребления ГЛ мозгом кры-
сы. 

Таким образом, метаболизм КТ в 
тканях мозга имеет выраженную видо-
вую специфичность. При гиперкетоне-
мических ситуациях возможно исполь-
зование КТ для энергообеспечения 
мозга. В период усиленной миелини-
зации нервной ткани КТ используют-
ся на синтетические процессы. Состоя-
ние гематоликворного барьера являет-
ся существенным моментом в форми-
ровании метаболических процессов в 
мозге. 

Эмбрион. Считают, что основной 
субстрат окисления у эмбриона мле-
копитающих— ГЛ, поставляемая ма-
терью [25]. Однако у человека кон-
центрация КТ в крови матери увели-
чивается в последней трети беремен-
ности и может достигать значительно-
го уровня в период родов, особенно 
продолжительных [30]. Концентрация 
КТ в крови крыс при беременности 
обычно не увеличивается. У крыс при 
голодании на 18—19-й день беремен-
ности наблюдается более быстрое раз-
витие гиперкетонемии, чем в конт-
рольной группе неберемениых крыс. 
Как у человека, так и у крысы имеет-
ся выраженная корреляция между 
концентрацией КТ в крови матери и 
плода, при этом трансплацентарный 
градиент указывает, что транспорт КТ 
от матери к плоду происходит с такой 
же легкостью, как и транспорт глюко-
зы. 

В поздние сроки беременности, ко-
гда масса эмбриона быстро возраста-
ет, активность ферментов утилизации 
КТ увеличивается в плаценте, а также 
в мозге, почках и печени плода чело-
века и крыс [17, 23], выявлена воз-
можность окисления р-гидрооксибути-
рата печенью и мозгом плода, а т акже 
плацентой. Печень плода частично об-
ладает свойствами внепечеиочных тка-
ней, однако последние окисляют КТ с 
меньшей скоростью, чем ткани взрос-
лого человека. В опытах с введением 
3—14С-гидроксибутирата беременным 
крысам (21 день) было показано, что 
меченые КТ, пройдя через плаценту, 
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используются для синтеза жирных кис-
лот и холестерина в различных тка-
нях плода. С точки зрения тканевой 
специфичности направленности движе-
ния КТ заслуживает внимания тот 
факт, что включение радиоактивной 
метки в липиды плода в несколько раз 
превышает таковое в липиды матери 
[25]. Поскольку эмбрионы и человека 
и крысы [6, 16] обладают низкой спо-
собностью к кетогенезу и образова-
нию ГЛ, то возможно, что КТ, посту-
пившие из сосудистого русла матери, 
являются важным субстратом, поддер-
живающим скорость роста плода при 
48-часовом голодании. Напротив, жир-
ные кислоты не могут выполнять по-
добной метаболической роли у плода, 
так как они не проникают через пла-
центу человека и крысы, и их концент-
рация в крови эмбриона крысы низка. 
Измерения трансплацентарной арте-
риовенозной разницы у человека пока-
зали, что в норме энергия, образован-
ная за счет КТ, составляет только 
около 6 % от энергии, образованной 
при окислении ГЛ. 

Почка. Показано снижение потреб-
лениям ГЛ при перфузии переживаю-
щей почки ацетоацетатом [18]. Д л я 
почек крыс и человека КТ могут слу-
жить субстратом окисления. На сре-
зах коркового вещества почки крысы 
установлено, что ацетоацетат легко 
поглощается и до 80 % его способно 
окисляться. При использовании в ка-
честве субстрата (3-оксибутирата на 
окисление расходуется до 50 % пот-
ребленного органом кислорода [21]. 

Лактат и пируват увеличивают пот-
ребление ацетоацетата в перфузируе-
мой почке [22]. 

При хронических патологических со-
стояниях, когда в почках имеет место 
торможение сукцинатдегидрогеназы, 
в митохондриях только р-оксибутират 
и а-глицерофосфат способны восста-
новить деятельность дыхательной це-
пи. Ацетоацетат может усиливать про-
цесс образования ГЛ в почке из раз-
л и ч н ы х его п р ед шестенников (г л и це-
рина, лактата , пирувата) . 

В почках имеется полный набор ли-
политических ферментов, а также фер-
ментов, обеспечивающих синтез КТ. 
Интенсивная утилизация КТ сопро-
в о ж д а ет с я п о в ы ш е н и е м ко н ц е н т р а ц и и 
ацетил-КоА и цитрата, тогда как коли-
чество фруктозофосфата и аденинну-
клеотидов не изменяется. Тем самым 

подтверждается положение, что тор-
можение фосфофруктокиназы возрос-
шей концентрацией цитрата может 
увеличивать синтез глюкозы и сни-
жать ее потребление [28]. 

При голодании суммарное потребле-
ние КТ почкой возрастает [19]. По-
чечный глюконеогенез важен для под-
держания определенной концентрации 
ГЛ при голодании [23]. И И вызывает 
дефосфорилироваиие и активацию гли-
когенсинтетазы, гидроксилметилглута-
рил-СоА-редуктазы и аминоацил FHK-
синтетазного комплекса, что важно 
для синтеза гликогена, КТ в почечной 
ткани. Рецепторы И Н принадлежат к 
числу протеинокиназ, которые могут 
фосфорилировать остатки кетогенной 
аминокислоты тирозина. Нефрэктомия 
снижает скорость исчезновения И Н из 
крови на 2/3. В опытах на крысах, под-
вергнутых нефрэктомии, установлено, 
что за счет почек экстретируется до 
30 % КТ [25]. Почка также может со-
хранять КТ путем увеличения скоро-
сти их реабсорбции. 

М ы шца. Фу н к цио и а льн ы е раз л и ч и я 
мышц определяют различия в их ме-
таболической активности и в реакции 
на КТ, что может быть частично свя-
зано с содержанием митохондрий в 
м ышечных клетках | 2 ]. 

При перфузии сердца крысы ацето-
ацетат поглощается и полностью1 окис-
ляется. Глюкоза не влияет на утили-
зацию ацетоацетата сердцем, тогда 
как ацетоацетат снижает утилизацию 
ГЛ [27]. При действии ацетоацетата 
отмечается повышение концентрации 
цитрата и глюкозо-6-фосфата в серд-
це, а транспорт ГЛ и фосфорилирова-
ние наряду с окислением пирувата 
снижается. 

Хотя КТ и способны уменьшать 
расход ГЛ в сердце человека, но при 
их физиологических концентрациях 
предпочиительным субстратом окисле-
н и я я в л я ю т с я С Ж К . И спользова н и е 
жирных кислот как субстрата, альтер-
нативного ГЛ, сердцем крысы ведет к 
изменениям его метаболизма, подоб-
ным тем, которые вызываются КТ В 
условиях достаточного питания кон-
центрация КТ мала, поэтому ГЛ и 
С Ж К являются основными субстрата-
ми окисления для сердца. При увели-
чении количества КТ сердце способно 
утилизировать их, но при этом снижа-
ется потребление ГЛ и СЖК. 

Диафрагма является специализиро-
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ванной красной мышцей с высокой 
окислительной способностью, которая, 
подобно сердечной мышце, сокращает-
ся постоянно [16]. Диафрагма потреб-
ляет и окисляет (3-гидрооксибутират и 
ацетоацетат, причем 30 % последнего 
переходит в р-гидрооксибутират [26]; 
p-гидрооксибутират снижает окисление 
ГЛ, но не влияет на общее потребле-
ние ГЛ диафрагмой. 

Жирные кислоты вызывают измене-
ния утилизации ГЛ и пирувата в диа-
фрагме, характер которых подобен 
изменениям в мышце сердца, хотя 
степень выраженности последних су-
щественно меньше. Можно предполо-
жить, что механизм контроля утилиза-
ции ГЛ 1<Т в диафрагме напоминает 
таковой в миокарде [20]. 

В скелетных мышцах человека и 
крыс КТ относительно легко поглоща-
ются и могут влиять на потребление 
ГЛ [16, 21]. Бедренная мышца крысы 
составляет по весу около 75 % всех 
мышц животного, а скорость потреб-
ления ацетоацетата ею - равна 
лишь 10 % скорости его потреб-
ления миокардом [12]. Д л я полного 
окисления КТ затрачивается 77 % 
всего потребленного бедренной 
мышцей крысы, подвергнутой 48-часо-
вому голоданию. Ни ацетоацетат, ни 
жирные кислоты не влияют на потреб-
ление ГЛ или концентрацию цитрата 
в бедренной мышце крысы, хотя окис-
ление лактата снижается, а пируват-
дегидрогеиаза тормозится [3]. Д а ж е в 
условиях, более близких к тем, кото-
рые имеют место в сокращающемся 
сердце (а именно, при повышении по-
требления ГЛ путем стимуляции седа-
лищного нерва) , ацетоацетат не ока-
зывает значительного влияния на пот-
ребление ГЛ в бедренной мышце кры-
сы [27]. Последняя представляет со-
бой смесь мышечных волокон красно-
го и белого типа. Ацетоацетат по-раз-
ному действует на камбаловидную 
мышцу — красную мышцу медленного 
сокращения, и длинный разгибатель 
пальцев — мышцу, состоящую на 5 0 % 
из красных волокон быстрого сокра-
щения и на 50 % из белых волокон. В 
камбаловидной мышце крысы и мыши 
ацетоацетат и p-гидрооксибутират ин-
гибируют потребление ГЛ в присутст-
вии ИН, причем концентрация цитра-
та и глюкозо-6-фосфата увеличивается. 
Однако в длинном разгибателе паль-
цев, где скорость гликолиза ниже, а 

скорость потребления ацетоацетата та 
же, что и и камбаловидной мышце, 
ацетоацетат не влияет на потребление 
ГЛ и лишь незначительно снижает 
концентрации цитрата и глюкозо-6-
фосфата. 

Способность КТ ингибировать пот-
ребление ГЛ может быть связана со 
скоростью гликолиза, и поэтому при 
перфузии бедренной мышцы с ее сме-
сью мышечных волокон различного 
типа влияние на медленные красные 
волокна (высокая скорость гликоли-
за) маскируется отсутствием влияния 
на волокна другого типа [19]. 

При изучении утилизации КТ ске-
летной мышцей человека использова-
ли определение артериовенозной раз-
ницы в предплечье и голени. КТ мо-
гут быть важным субстратом для ске-
летной мышцы при кратковременном 
голодании, о чем свидетельствует тот 
факт, что у тучных людей, голодавших 
в течение 3 дней, для усвоения КТ 
мышцами предплечья потребовалось 
5 0 % всего потребленного 0 2 [21]. 
Поглощение КТ мышцами предплечья 
у человека при кратковременном го-
лодании пропорционально их артери-
альной концентрации. Доказательст-
вом того, что КТ способствуют эконо-
мии ГЛ, является линейная корреля-
ция между поглощением КТ и долей 
поглощенной ГЛ, выделившейся в ви-
де лактата и пирувата. При продолжи-
тельном голодании (24 дня) утилиза-
ция КТ снижается, несмотря на то 
что КТ и С Ж К в крови становятся 
энергетическим субстратом для мышц. 
Это может отражать снижение актив-
ности ферментов утилизации КТ в 
мышце. КТ потребляются работаю-
щими мышцами предплечья и голени, 
но основным субстратом окисления в 
этих условиях являются ГЛ и С Ж К ; 
д а ж е у больных диабетом, сопровож-
д а ющим ся ги п ер кетонем ней, ути л из а -
ция КТ требует лишь 4 % потреблен-
ного кислорода [15]. Возможно, что 
при диабете у человека имеет место 
снижение потребления КТ мышцами, 
подобное тому, которое существует у 
крыс. Увеличение способности скелет-
ных мышц крыс к окислению КТ, как 
проявление адаптации к физической 
нагрузке, могло бы, при условии уве-
личения их концентрации, служить 
косвенным свидетельством того, что 
КТ являются «полезным топливом» 
для работающих мышц. Подобная 
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адаптация имеет место у человека, о 
чем свидетельствует снижение степе-
ни пострабочего кетоза у тренирован-
ных субъектов [8]. Вместе с тем, пост-
рабочий кетоз может частично отра-
жать повышение синтеза КТ в связи 
с возросшей концентрацией С Ж К , что 
объясняется снижением их утилизации 
в момент прекращения работы с од-
новременным повышением кровоснаб-
жения органов брюшной полости. 
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ПРИРОДНЫЕ МОДУЛЯТОРЫ ФУНКЦИЙ АМИНОКСИДАЗ (Обзор) 
Всесоюзный иаучиый центр медико-биологических проблем наркологии Минздрава 

СССР, Москва 

За последние годы резко возрос ин-
терес исследователей к изучению при-
роды и свойств аминоксидаз [47]. Осо-
бенно большое внимание в связи с 
медицинскими проблемами уделяет-
ся флавииовым аминоксидазам 
моноаминоксидазам (МАО), а также 
медьсодержащим — диаминоксидазам 
(ДАО) и бензиламиноксидазам плаз-
мы крови. Специфические, избиратель-
но действующие синтетические инги-
биторы МАО находят все более широ-
кое применение в медицинской практи-

ке [1]. Одновременно во многих лабо-
раториях развиваются исследования 
еще малоизученных природных моду-
ляторов (активаторов и в особенности 
ингибиторов) аминоксидаз. 

Целью настоящего обзора является 
обсуждение современных достижений в 
этой области. Мы не останавливаемся 
на вопросах гормональной регуляции 
функций аминоксидаз, которые были 
рассмотрены в другой обзорной статье 
[ в ] . 
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В истории изучения аминоксидаз как 
ферментов известны попытки обнару-
жения в биологических объектах при-
родных факторов, воздействующих на 
функции МАО [5, 34]. Так, термола-
бильный природный ингибитор МАО 
(субстратом служил дофамин) в ми-
тохондриях печени крысы был обнару-
жен в каротидном синусе, а также в 
мозговом слое надпочечника (но не в 
верхнем шейном симпатическом ганг-
лии) кошки [48]. 

Современные достижения в разработ-
ке этой проблемы связаны с изучением 
медико-биологических аспектов психи-
атрии и невропатологии. После вы-
звавших большой интерес [54] сообще-
ний о снижении при шизофрении актив-
ности МАО в тромбоцитах [27] были 
предприняты исследования с целью про-
верить предположение о возможном 
появлении природного ингибитора 
МАО в крови тех больных шизофре-
нией, у которых активность МАО в 
тромбоцитах была снижена [19]. Бы-
ло обнаружено, что инкубация тромбо-
цитов крови здорового человека с обед-
ненной тромбоцитами плазмой крови 
больных с хронической формой шизо-
френии, у которых активность МАО в 
тромбоцитах значительно уменьшена 
по сравнению с нормой, сопровожда-
лась существенным снижением вели-
чин максимальной скорости реакции 
(VM) и кажущейся константы Миха-
элиса (Км) в пробах с дофамином или 
М,М-диметилтрипта мимом в качестве 
субстратов. При этом отношение KM/VM 
не изменялось; на графиках зависимо-
сти скорости реакции от концентрации 
субстрата, построенных методом двой-
ных обратных величин по Лайиуиве-
ру — Берку, все линии были взаимно 
параллельны, что указывает на бес-
конкурентный тип ингибирования. 
Предварительный диализ (против 200-
кратного объема 0,9 % раствора хлори-
да натрия рН 5,5 в течение 3 ч при 
комнатной температуре) предотвращал 
воздействие плазмы крови па актив-
ность МАО в тромбоцитах [19], что 
свидетельствует о низкомолекулярной 
природе возможного эндогенного инги-
битора МАО. Если предположить, что 
такой ингибитор образует трудно дис-
социирующие комплексы со структура-
ми биомембран и(или) с молекулами 
МАО, то можно легко объяснить изве-
стные факты невозможности нормали-
зации активности тромбоцитной МАО 

больных шизофренией путем диализа 
или гель-фильтрации [34]. 

Предположение о существовании у 
больных шизофренией со сниженной 
активностью МАО в тромбоцитах при-
родных ингибиторов МАО в плазме 
крови [19] было встречено критически. 
Отмечали, что плазма крови клиниче-
ски здоровых людей также ингибиру-
ет активность МАО в тромбоцитах [29], 
подобно плазме крови больных шизо-
френией. Сообщалось о стимуляции ак-
тивности тромбоцитной МАО под вли-
янием плазмы крови человека [55]. На-
конец, были указания и на невозмож-
ность обнаружения каких-либо воздей-
ствий плазмы крови как клинически 
здоровых людей, так и больных с раз-
личными формами шизофрении на ак-
тивность тромбоцитной МАО [52]. Это 
объясняли, в частности, различиями в 
индивидуальной чувствительности 
тромбоцитной МАО клинически здо-
ровых людей к воздействию эндоген-
ных ингибиторов плазмы крови боль-
пых с хроническими формами шизо-
френии [51]. 

В сыворотке крови человека, веро-
ятно, одновременно присутствуют как 
относительно термостабильные (в те-
чение 30 мин при 56 °С), но кислотола-
бильные (в присутствии 4 % хлорной 
кислоты при 4 °С в течение 20 мин) ак-
тиваторы [4, 55], так и термолабиль-
ные, но кислотостабильные ингибиторы 
[4]. Соотношения между этими при-
родными модуляторами активности 
мембраносвязанных МАО могут изме-
няться при патологических состояниях. 
Так, среди больных хроническим алко-
голизмом выявлены 2 группы: 1) боль-
ные, сыворотка крови которых в отно-
сительно небольшой степени (менее 
чем на 5 0 % ) обнаруживала активиру-
ющее действие на МАО (субстратом 
служил n-нитрофенилэтиламин) в го-
могеиате печени крысы, что, по-видимо-
му, обусловлено повышенным содержа-
нием в сыворотке крови термолабиль-
ного природного ингибитора; 2) боль-
ные, сыворотка крови которых в стати-
стически достоверно большей степени 
по сравнению с сывороткой крови кли-
нически здоровых людей активировала 
МАО в печени крысы (более чем на 
5 0 % ) , что связано с повышенным со-
держанием термостабильных ингибито-
ров МАО. При абстинентном синдроме 
свойство сыворотки крови активиро-
вать МАО было выражено относитель-
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но слабо, что, по-видимому, обусловле-
но увеличением содержания природ-
ных ингибиторов. В пределириозном и 
делириозном состояниях свойства сы-
воротки крови стимулировать актив-
ность МАО либо резко снижены (за 
счет повышения содержания природ-
ных ингибиторов), либо умеренно по-
вышены (за счет повышения содержа-
ния активаторов). Интересно, что, как 
показала Н. Б. Гамалея [4], у таких 
больных активаторы МАО были, по-
видимому, качественно измененными, 
поскольку они утрачивали свою термо-
стабильиость. 

В ходе дальнейшей разработки этой 
проблемы удалось получить новые сви-
детельства в пользу существования це-
лого ряда природных белковых инги-
биторов МАО типов А и Б. Такие инги-
биторы, обладающие относительно вы-
сокой молекулярной массой (от 4 до 
30 кД) , удалось обнаружить в плазме 
крови [17, 28, 29] и спинномозговой 
жидкости [18] человека. 

В системах с тромбоцитами крови 
человека внесение в пробы общим объ-
емом 700 мкл небольших количеств 
(100 мкл) плазмы крови человека при-
водило к стимуляции активности МАО 
(субстратом служил триптамин) [29]. 
Внесение больших количеств ( 500 мкл) 
плазмы крови человека в такие пробы 
сопровождалось ингибированием ак-
тивности МАО, которое носило бескон-
курентный характер по отношению к 
триптамииу. Отделение путем ультра-
фильтрации через мембрану РМ 30 
плазменных белков с молекулярной 
массой, превышавшей 30 кД, частично 
лишало плазму крови свойства инги-
бировать МАО в тромбоцитах; полное 
предотвращение ингибироваиия актив-
ности тромбоцитной МАО в подобных 
системах наблюдали после осаждения 
белков 0,4 н. хлорной кислотой [29]. 
Эти данные свидетельствовали о том, 
что альбумин крови человека (мол. мас-
са 67 кД) не мог быть главным дейст-
вующим началом в данных эксперимен-
тах. На это указывал факт стимулиро-
вания низкими концентрациями (1 мг/ 
450 мкл) и, наоборот, ингибироваиия 
высокими концентрациями (45 мг/450 
мкл) альбумина сыворотки крови бы-
ка активности МАО в пробах с тромбо-
цитами крови человека. 

В системах с тромбоцитами циркули-
рующей крови человека ингибироваиие 
активности МАО (субстратом служил 

триптамин) природным ингибитором 
из сыворотки крови человека носило 
бесконкурентный характер. В аналогич-
ных системах с митохондриальными 
МАО из corpus s t r ia tum головного моз-
га быка ингибироваиие дезаминирова-
ния триптамина было неконкурентным 
и полностью предотвращалось ультра-
фильтрацией через мембрану Р М 30; 
ингибироваиие дезаминирования 5-ок-
ситриптамииа (серотонина) также бы-
ло неконкурентным и не предотвраща-
лось ультрафильтрацией [29]. 

Было установлено далее, что плазма 
крови клинически здоровых людей и 
больных с хроническими формами ши-
зофрении в практически равной мере 
ингибировала активность МАО (суб-
стратом служил триптамин или серото-
нин) в тромбоцитах циркулирующей 
крови человека или митохондрий из 
с. s t r ia tum головного мозга быка [17]. 
При этом плазма крови клинически 
здоровых людей или больных шизофре-
нией в меньшей мере снижала величи-
ны Км и VM В системах с МАО (субст-
ратом служил триптамин) в тромбо-
цитах циркулирующей крови человека 
в тех случаях, когда активность тром-
боцитной МАО была высокой по срав-
нению с теми клинически здоровыми 
или больными шизофренией людьми, у 
которых активность МАО в тромбоци-
тах была снижена или соответствовала 
норме. В опытах с митохондриалытой 
МАО (субстратом служил серотонин) 
из с. s t r ia tum головного мозга быка 
было обнаружено, что плазма крови 
больных шизофренией в несколько мень-
шей мере снижала величины VM, чем 
плазма крови клинически здоровых лю-
дей [17]. 

Методом гель-фильтрации через ко-
лонку с сефадексом G-50 удалось вы-
делить из спинномозговой жидкости че-
ловека эндогенные белковые ингибито-
ры МАО типа А (субстратом служил 
серотонин) и МАО типа Б (субстратом 
служил триптамин) [18]. Ингибиторы 
МАО типа А имели мол. массы порядка 
35 или 3 кД; ингибиторы МАО типа Б 
имели мол. массы 35, 14 или 7 кД. 
Обычно в спинномозговой жидкости 
клинически здоровых людей содержа-
ние ингибиторов МАО типа А было в 
6 раз выше, чем содержание ингибито-
ров МАО типа Б. Установили, что в 
тканях головного мозга человека или 
крысы также имеются избирательно 
действующие эндогенные ингибиторы 
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МАО типов А и Б, близкие по величи-
нам молекулярных масс к тем ингиби-
торам, которые были обнаружены в 
спинномозговой жидкости или в плаз-
ме крови человека. Местом биосинтеза 
природных белковых ингибиторов 
МАО, по-видимому, является печень, 
хотя не исключена возможность обра-
зования этих соединений не только на 
периферии, но и в Ц Н С [28]. 

Д л я очистки эндогенных белковых ин-
гибиторов МАО из плазмы крови чело-
века были использованы методы гель-
фильтрации, ионообменной и биоспе-
цифической хроматографии [28]. Ин-
гибитор МАО типа А, в 900 раз более 
очищенный, чем плазма крови, имел 
мол. массу 4 кД. В системах с разру-
шенными ультразвуком митохондриями 
из с. s t r ia tum головного мозга величи-
на Ki для данного ингибитора состав-
ляла 4 мкМ (субстратом служил серо-
тонин). Препараты ингибитора МАО 
типа А из плазмы крови человека тер-
мостабильны (в течение 5 мин при 
95 °С), утрачивают ингибиториые свой-
ства после инкубации в присутствии 
трипсина, не содержат остатков ман-
н о з ы . 

В значительно меньших концентра-
циях по сравнению с ингибиторами 
МАО типа А в плазме крови человека 
присутствуют также эндогенные бел-
ковые ингибиторы МАО типа Б. Эти 
вещества характеризовались величина-
ми мол. масс порядка 7, 14 и более 30 
кД. В системах с МАО в тромбоцитах 
циркулирующей крови клинически здо-
ровых людей эти ингибиторы проявля-
ли конкурентные свойства по отноше-
нию к использовапному в качестве суб-
страта триптамину, повышали величи-
ны Км, по не изменяли величины VM 
[28]. 

Полученные результаты указывают, 
таким образом, па наличие в плазме 
крови человека белковых факторов, не-
идентичных альбуминам, и обладающих 
свойствами пе только ингибиторов 
МАО, но также, по-видимому, и стиму-
ляторов активности этих ферментов. 
Такие природные факторы можно, сле-
довательно, считать естественными мо-
дуляторами активности МАО в орга-
низме человека в норме и при патоло-
гических состояниях. Полагают, в част-
ности, что характерное для алкоголиз-
ма, шизофрении, депрессивных состоя-
ний снижение активности тромбоцитной 
МАО [27] может быть обусловлено по-

вышением концентрации эндогенных 
белковых модуляторов МАО в крови 
[28]. 

Наряду с эндогенными факторами 
белковой природы функции модулято-
ров активности МАО, по-видимому, мо-
гут выполнять и биологически актив-
ные пептиды [3, 9, 12]. В связи с этим 
представляются важными не только 
сведения о действии пептидов на ак-
тивность препаратов МАО, по и данные 
о способности пептидов предотвращать 
(модулировать) качественное модифи-
цирование каталитических свойств 
МАО типа А [5] в организме при па-
тологических состояниях, сопровожда-
ющихся стимуляцией перекисного окис-
ления липидов. Принципиальную воз-
можность такого модулирующего эф-
фекта биологически активных пепти-
дов удалось показать в экспериментах 
с 9-членным пептидом дельта-сна [10]. 

Известно, что при холодовом стрессе, 
сопровождающемся стимуляцией пере-
кисного окисления липидов в организ-
ме, пе только происходит снижение ак-
тивности МАО типа А (субстрат : серо-
тонин) в митохондриях головного моз-
га крыс, но и отмечается предотвраща-
емое избирательным ингибитором 
МАО типа А хлоргилипом модифициро-
вание свойств МАО типа А, о чем мож-
но судить, в частности, по резкому (в 
17 раз) повышению скорости дезамипи-
рования глюкозамина [7]. Такое каче-
ственное модифицирование каталитиче-
ских свойств МАО типа А, заключаю-
щееся в появлении способности катали-
зировать дезаминирование амииосаха-
ров и некоторых других азотистых со-
единений, имеет важное патогенетиче-
ское значение при повреждениях струк-
туры и нарушениях проницаемости био-
мембран [8]. 

Оказалось, что введение крысам пеп-
тида. дельта-сна (120 мкг/кг виутри-
брюшинпо) предотвращало стимуля-
цию дезаминироваиия глюкозамина в 
митохондриях головного мозга при хо-
лодовом стрессе [10], не изменяя ак-
тивность МАО типа А (субстратом слу-
жил серотонин). Такая защита МАО 
типа А при помощи пептида дельта-сна 
от качественного модифицирования ка-
талитических свойств фермента при хо-
лодовом стрессе сопровождалась пози-
тивными физиологическими эффекта-
ми. 

Низкомолекуляриый (мол. масса ме-
нее 0,5 кД) природный ингибитор(ы) 



МАО был обнаружен в моче человека 
[23, 32]. Методами экстракции этил-
ацетатом при различных величинах рН 
и ВЭЖХ были получены [23] очищен-
ные препараты веществ, которые инги-
бировали активность МАО (субстратом 
служили (3-фенилэтиламин, серотонин, 
тирамин) печени крысы, но не изменя-
ли активность семикарбазидчувстви-
тельной бензиламиноксидазы (субстра-
том служил 14С-бензиламии) плазмы 
или сыворотки крови человека [38]. В 
исследованной системе с МАО печени 
крысы ингибироваиие окисления тира-
мина было конкурентным; реакция оки-
сления серотонипа обнаруживала не-
сколько более высокую чувствитель-
ность к действию ингибитора, чем ре-
акция окисления [i-фенилэтил амина 
[23]. Одновременно исследуемый при-
родный ингибитор МАО воздействовал 
на связывание беизодиазепинов (кло-
назепам, Ro 5-4846) с рецепторами 
ЦНС (головной мозг) и перифериче-
ских органов (почки) [44]. В ходе при-
меняемых для очистки процедур отде-
лить природные ингибиторы активно-
сти МАО от соединений, воздействую-
щих на рецепторы для бензодиазени-
нов, не удавалось [23]. Эти данные 
указывали на то, что ингибироваиие 
активности МАО и воздействие на ре-
цепторы для беизодиазепинов обуслов-
лены одним и тем же веществом, для 
обозначения которого был предложен 
[44] термин «трибулин» (от англий-
ского слова tribulation — страдание, 
несчастье). 

Химическая природа трибулина еще 
не установлена. Имеются основания 
предполагать, что трибулин относится 
к числу индолов или их производных, 
например (3-карболииов [31]. Трибулин 
экстрагируется из водной среды этил-
ацетатом или гептаном, не разрушает-
ся при 100 °С (рН 1,0; 7,0 или 13,0) или 
при инкубации с папаином [23]. Три-
булин широко распространен в биоло-
гических объектах {15]. Особенно вы-
сокая концентрация трибулина была 
обнаружена в симпатических нервных 
ганглиях (в противоположность надпо-
чечникам!), значительно меньшая — в 
тканях головного мозга и сердца. На-
личие трибулина было отмечено также 
в плазме крови и в продуктах секреции 
молочных желез человека, в тканях го-
ловного мозга крысы и быка, в моче ко-
ровы и крысы. Имеются данные о сход-
стве препаратов трибулина, полученных 

из мочи человека и из мозга крысы, по 
ряду свойств (низкая молекулярная 
масса, экстрагируемость в нейтральной 
среде этилацетатом из водных раство-
ров, поведение при ВЭЖХ) [33]. 

Установлено, что содержание трибу-
лина в моче возрастает при стрессе и 
состояниях тревоги [23]. Так, в экспе-
рименте на крысах было отмечено ча-
стично устраняемое бензодиазепинами 
нарастание содержания трибулина в 
моче при холодовом или иммобилиза-
ционном стрессе [30]. У человека по-
вышение уровня трибулина в моче об-
наруживали при алкогольной абстинен-
ции [20], а также после отмены назна-
чений беизодиазепинов [41]. Полага-
ют, что при стрессорных воздействиях 
повышение содержания трибулина в 
организме может играть роль защитно-
го механизма, препятствующего исто-
щению резервов катехоламинов [23]. 

Низкомолекулярными природными 
ингибиторами МАО являются [39] не-
которые продукты обмена триптофана 
по кинурениновому пути, фармакологи-
ческая активность которых привлекает 
внимание исследователей на протяже-
нии последних 10—15 лет [11, 35—37]. 

Так, было установлено [39], что хи-
нолиновая (2,3-пиридиндикарбоновая) 
кислота угнетает активность МАО 
(субстратом служил кинурамин) в ми-
тохондриях синаптосом из головного 
мозга человека, а также в митохондри-
альной фракции из печени человека. 
При иигибиториом анализе, проведен-
ном с применением хлоргилина и деп-
ренила как специфических ферментак-
тивируемых избирательных ингибито-
ров МАО типов А и Б [47], выявлено, 
что хинолиновая кислота, не изменяя 
активности МАО типа А, избирательно 
ингибировала функции МАО типа Б. С 
этим заключением согласуется тот 
факт, что хинолиновая кислота практи-
чески не ингибирует активность МАО 
в митохоидриальной фракции плацен-
ты человека, где содержится почти ис-
ключительно МАО типа А, тогда как 
содержание МАО типа Б относительно 
незначительно [13]. 

Хинолиновая кислота оказалась об-
ратимо действующим ингибитором 
МАО, конкурентно, по данным кинети-
ческих исследований, блокировавшим 
реакцию дезаминироваиия кинурамина 
[39]. Величина Ki реакции окислитель-
ного дезаминироваиия кинурамина в 
системе с хинолиновой кислотой и со-
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Влияние хинолиновой кислоты и родственных 
ей соединений на активность МАО типа Б ми-
тохондрий синаптосом из головного мозга че-

ловека [39, 40] 

Соединение К|. мкМ 

X инол и новая (2,3- пир идинди -
карбоновая) кислота 1410±25 

Пиколиновая (2-лиридинкарбо- Нет инги-
новая) кислота бироваиия 

Никотиновая (З-лиридиикарбо-
новая) кислота 3970±1Ю 

2,5-Пиридиндикарбоновая кис-
лота 1820±170 

2,6-П и р иди н ди карбон о в а я к и с-
лота 7500±120 

2-Пиридинкарбоксальдегид 1870± 135 
4-Пиридинкарбоксальдегид 653±11 
З-Оксиантраниловая кислота 935±40* 
Ксантуреновая (4,8-диоксихи-

нолин-2-карбоновая) кислота 160±24* 
.Хинолин 1360±181* 
Хинальдин 633 ± 7 3 * 
Изохинолин 61 ± 5 * 
X иназолин 52 ± 10* 
Каиновая кислота Нет инги-

бироваиия 
Иботеновая кислота То же 

П р и м е ч а н и е . Субстратом служил ки-
нурамин, пробы содержали 1 мкМ хлоргилин. 
Представлены средние ( М ± т ) данные 3—4 из-
мерений. Звездочка — ингибироваиие было не-
конкурентным по отношению к субстрату. 

любил изироваиным и октил-р-Э-глюко-
пираиозидом митохондриями синапто-
сом из головного мозга человека со-
ставляла 5 6 5 ± 3 5 мкМ. В аналогичных 
опытах с несолюбилизированиыми ми-
тохондриями Ki была равна 1410=dh25 
мкМ, что обусловлено, по-видимому, за-
труднением проникновения хинолино-
вой кислоты через биомембраны [39]. 

Известно, что хинолиновая кислота, 
как один из природных метаболитов 
триптофана, была идентифицирована в 
тканях головного мозга человека [53]. 
Она весьма токсична [37, 49] и имеет 
такие фармакологические свойства, ко-
торые позволяют предполагать ее уча-
стие в механизме развития судорог 
[37 , в повышении возбудимости Ц Н С 
[49], в дегенерации нейронов, напоми-
нающей явления, характерные для хо-
реи Хантингтона [26, 45]. В механизме 
действия хинолиновой кислоты на ак-
тивность МАО, по-видимому, важное 
значение имеет изменение копформа-
ции активного центра фермента [39]. 
С этим предположением согласуются 
данные об изменениях физико-химиче-
ских свойств биомембран под влиянием 
хинолиновой кислоты [24]. 

Из числа родственных ей соединений 
пиколиновая (2-пиридиикарбоиовая) 
кислота не ингибирует активность МАО 
типа Б, но никотиновая (3-пиридинкар-
боновая) обладает этим свойством, хо-
тя и в меньшей мере, чем хинолиновая 
(см. таблицу) . 

Ксантуреновая кислота, а также хи-
нолин, хинальдин и в особенности изо-
хинолин и хиназолин обнаружили свой-
ство угнетать активность МАО типа Б 
из митохондрий синаптосом головного 
мозга человека, но ингибироваиие не 
было конкурентным в системах с кину-
рамином в качестве субстрата [39, 40]. 
Можно предположить, что подобное 
действие оказывала бы и кинуреновая 
кислота, свойство которой избиратель-
но защищать мозг крыс от нейротокси-
ческого эффекта хинолиновой кислоты 
(но не каиновой или иботеновой кис-
лот) было описано ранее [25]. Однако 
это предположение пока не проверено 
экспериментально. 

Интересно отметить, что хинолин и 
хинальдин, которые, как известно, 
встречаются в каменноугольной смоле, 
оказались мощными конкурентными, 
избирательно действующими ингибито-
рами МАО типа А митохондрий синап-
тосом головного мозга человека (Кi 
3 1 , 7 ± 1,5 и 14,1 ± 0 , 6 мкМ соответствен-
но) [40]. Аналогичные результаты бы-
ли получены также в опытах с мито-
хондриальными МАО типа А плаценты 
человека [40]. 

Полученные результаты указывают, 
что такие природные метаболиты трип-
тофана, как кинуренины, среди кото-
рых наиболее подробно изучены кину-
рении, 3-оксикинуренин, 3-оксиантра-
ииловая, аитраииловая, хинолиновая, 
пиколиновая, ксантуреновая, никотино-
вая кислоты и никотинамид [36], мо-
гут участвовать в регуляции активно-
сти МАО в организме. 

Природные ингибиторы медьсодер-
жащих аминоксидаз еще мало изуче-
ны. Имеются отдельные сообщения о 
существовании в растительных объек-
тах факторов белковой или липопроте-
идной природы, иигибирующих актив-
ность аминоксидазы проростков горо-
ха [43]. В ряде биологических объек-
тов аминоксидазы не удавалось обна-
ружить, если природные ингибиторы не 
были предварительно разрушены до-
бавлением неионного детергента трито-
на Х-100 [46]. Имеется сообщение о на-
личии природного ингибитора беизил-
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аминоксидазы в плазме крови челове-
ка [22]. Среди возможных иизкомоле-
кулярных ингибиторов Д А О внимание 
исследователей привлекали такие сое-
динения, как оксалоацетат и пируват 
[42], ансерин и карнозин [21], а также 
гистамин [16]. 

П р ир од и ы й ингибитор акт и ви ости 
Д А О (субстратом служил путресцин 
или гистамии) почек свиньи и раство-
римой аминоксидазы (субстратом слу-
жил бензиламии или спермидин) плаз-
мы крови быка, но не МАО (субстра-
том служил триптамин) печени крысы 
удалось обнаружить в экстрактах ин-
дуцируемой метилхолантреном сарко-
мы крыс [50]. Этот природный ингиби-
тор, который был термостабилен, рези-
стентен к действию трипсина, проникал 
сквозь диализационную мембрану 
(мол. масса 1,5—6 кД; по данным гель-
фильтрации через сефадекс G-50), не 
был обнаружен в соединительной тка-
ни здоровых крыс, по был найден в 
опухолевых тканях человека [50]. 

Дальнейшее изучение природных мо-
дуляторов аминоксидаз в норме и при 
патологических состояниях представля-
ется актуальной проблемой, в частно-
сти в связи с изучением нейрохимиче-
ских основ патогенеза алкоголизма и 
наркоманий [14]. Комплексная оценка 
состояния высоко- и иизкомолекуляр-
ных модуляторов активности аминокси-
даз может служить одним из подходов 
к раскрытию механизмов нарушений 
метаболизма дофамина и функций 
МАО, имеющих важное значение для 
наркологии [2]. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ СРЕД HEMOJI ЕКУЛ Я РНОИ ФРАКЦИИ ПЛАЗМЫ 
КРОВИ БОЛЬНЫХ С УРЕМИЕЙ С ПОМОЩЬЮ ЖИДКОСТНОЙ 

ХРОМАТОГРАФИИ ВЫСОКОГО ДАВЛЕНИЯ И ТОНКОСЛОЙНОЙ 
ХРОМАТОГРАФИИ 

Институт проблем онкологии АН УССР, НИИ урологии и нефрологии Минздрава 
УССР, Киев 

Известно, что хроническая почечная 
недостаточность (ХИН) сопровождает-
ся накоплением в крови ряда иизкомо-
лекулярных веществ, таких, как моче-
вина, мочевая кислота, креатинин, гуа-
нидин, амины, аминокислоты, фенолы 
и др., а также так называемых «сред-
них молекул» (СМ) — веществ с мол. 
массой 300—5000 Д. 

Механизм образования СМ и их из-
быточного накопления в плазме крови 
больных ХПН до сих пор полностью не 
выяснен. С накоплением СМ в крови 
связывают ряд таких тяжелых ослож-
нений, сопровождающих болезнь, как 
перикардит, полинейропатия, психиче-
ские нарушения, анемия, расстройства 
гемодинамики, сердечной деятельности 
и т. д. Химический состав СМ весьма 
разнообразен — он представлен пепти-
дами, олигосахаридами, производными 
глюку ромовых кислот, органическими 
кислотами, спиртами [7—13]. Наибо-
лее исследованным компонентом фрак-
ции СМ плазмы крови является пептид-

ный. Из плазмы крови больных ХПН, 
диализной жидкости и мочи выделен 
ряд пептидов, установлена их структу-
ра, исследовано биологическое дейст-
вие. Именно с этим компонентом свя-
зывают симптомы, сопровождающие 
болезнь [5—10]. Некоторые авторы 
[1—3], называя СМ эндотоксинами 
пептидной природы, указывают на по-
вышение их уровня па 1,5—2 порядка 
при различных патологических состо-
яниях. Однако в большинстве публика-
ций, посвященных вопросу о СМ, ос-
новное внимание уделялось их фракци-
онированию, изучению биологического 
действия, установлению структуры от-
дельных компонентов. Что касается ко-
личественной оценки, то проводилась 
она главным образом спектрофотомет-
рически для всего пула среднемолеку-
лярной фракции, без учета содержания 
отдельных компонентов. Самым рас-
пространенным методом фракциониро-
вания СМ является гель-фильтрация. 
В последнее время фракцию СМ плаз-

23 



мы крови стали изучать с помощью 
ВЭЖХ, что позволяет улучшить разре-
шение фракционирования при одновре-
менном сокращении времени анализа. 

В настоящей работе СМ исследова-
ли с помощью ВЭЖХ и ТСХ, при этом 
основное внимание уделяли выявле-
нию пептидного компонента и его ко-
личественной оценке в плазме крови 
больных с ХПН. 

М е т о д и к а 

Исходным материалом для исследований 
служила кровь больных в терминальной ста-
дии ХПН, находившихся на лечении програм-
мным гемодиализом в отделении транспланта-
ции почек НИИ урологии и нефрологии Мин-
здрава УССР. В контрольных исследованиях 
использовали плазму крови доноров. Плазму 
получали путем центрифугирования гепарини-
зированной крови при 3000 об/мин в течение 
20 мин. Среднемолекулярную фракцию выде-
ляли методом ультрафильтрации на приборе 
модели 8 МС («Amicon», США). В качестве 
мембран использовали диски, вырезанные из 
мембран клинических гемофильтров марки Sin 
40003 фирмы «Sartorius» (ФРГ) с диапазоном 
пропускания пор 20 кД. Перед фильтрацией 
плазму разбавляли водой в 5 раз. Рабочее 
давление фильтрации составляло 1 —1,5 атм. 
Хроматографическое исследование ультра-
фильтрата проводили сразу после фильтрации 
или после хранения его в замороженном со-
стоянии в течение 1—2 нед. Предварительно 
было установлено, что хроматографическая 
картина от этого не изменяется. 

ВЭЖХ проводили на приборе фирмы «Wa-
ters» (США), используя колонку «Protein» 
рак 1-60». В качестве подвижной фазы при-
менили 0,02М трис-HCl (рН 7,0—7,2), ско-
рость элюции составляла 1 мл/мин. Пептид-
ные фракции регистрировали при длине волны 
229 нм. Для сравнительной количественной 
оценки величины пиков на хроматограммах 
провели количественную калибровку системы 
по синтетическим пептидам ала-гли-гли, гли-
лей и гли-тир. Величину и площадь пиков оце-
нивали автоматически с помощью интеграто-
ра «Data module 730». Для накопления мате-
риала каждой фракции проводили 20 анало-
гичных разгонок, хроматографируя в общей 
сложности 5 мл ультрафильтрата, что соот-
ветствует в конечном счете 1 мл исходной 
плазмы. Элюаты пиков собирали в колбочки, 
выпаривали досуха на роторном испарителе 
при 40 °С. Сухой остаток растворяли в I мл 
воды и раствор рехроматографировали. Хро-
матографически гомогенные фракции собира-
ли, выпаривали и снова растворяли в I мл 
деионизированной воды. Этот раствор исполь-
зовали в дальнейшем для ТСХ, которую про-
водили на стеклянных пластинах размером 
9 x 1 2 см с тонким слоем микрокристалличес-
кой целлюлозы ЛТ («Chernapol», ЧССР). 
Пластины готовили наливным способом из сус-
пензии — 1 г целлюлозы на 5 мл воды. В ка-
честве свидетелей использовали растворы син-
тетических пептидов ала-гли-гли, гли-лей, 
гли-тир и аминокислот — глицина, аспараги-
иовой кислоты, фенилаланина, тирозина и лей-
цина. Хроматографию проводили восходящим 

способом в системе растворителей изопропа-
нол — уксусная кислота — вода (20:1:5). 
После высушивания в потоке теплого воздуха 
пластину опрыскивали 0,4% раствором нин-
гидрина в этаноле. 

Количественную оценку хроматографичес-
ких пятен на пластинах осуществляли следую-
щим способом: на пластину наносили по 
20 мкл раствора исследуемых фракций и па-
раллельно — растворы, содержащие по 1 и 
5 мкг контрольных пептидов-свидетелей. Д л я 
гидролизатов фракций маркерами служили 
растворы перечисленных выше аминокислот. 
После ТСХ и проявления о приблизительном 
количестве исследуемых веществ судили по ин-
тенсивности пятен на пластинах. Часть раство-
ра (0,5 мл) каждой фракции переносили в 
стеклянную ампулу и выпаривали на ротор-
ном испарителе досуха. Сухой остаток зали-
вали 2 мл 5,7 н. НС1, ампулу запаивали и 
гидролизовали при 105 °С в течение 18— 
24 ч. Гидролизат переносили в колбочку и вы-
паривали досуха. Остаток растворяли в 2 мл 
деионизированной воды и снова выпаривали 
досуха, операцию проводили 2—3 раза для 
удаления следов кислоты. Далее остаток раст-
воряли в 0,5 мл воды и использовали для 
д а л ь н ей ш их и сс л е д о в а н и й. 

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

В отличие от ультрафильтратов плаз-
мы крови доноров, в хроматографиче-
ской картине которых доминирует один 
четкий пик с временем удерживания 
7,9—8,0 мин, ультрафильтраты плазмы 
крови больных ХПН в терминальной 
стадии делятся на 4 основные фракции 
(рис. 1). Пик 1 с временем удержива-
ния 6,20—6,30 мин выходит в том ж е 
объеме элюции, что и вещества с мол. 
массой 10—15 кД; пик 2 (время удер-
живания 7,0—7,10 мин) соответствует 
веществам с мол. массой 5—10 кД; пик 
3 (время удерживания 8,0—8,10 мин) -
веществам с мол. массой до 5 кД; пик 
4 (время удерживания 10,30—10,40 
мин) соответствует элюционпому объ-
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Рпс, I. Профиль элюции ультрафильтратов 
плазмы крови здоровых людей (а) и больных; 
ХПН (б). 
По оси абсцисс — Бремя удерживания (в мин),.. 

Об'ьем образца — 250 мкл". 
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Рис. 2. Тонкослойная 
х ром а тогр а ф и я ф р а к ци й 
( /—4) ультрафильтратов 
плазмы крови больных 
ХПН, полученных с по-
мощью ВЭЖХ (л) и 
гидролизатов этих" фрак-

ций (б). 

ему соединений с мол. массой до 1 кД. 
Аналогичная картина получена нами 

более чем для 30 больных. Не изменя-
ется она качественно и после гемодиа-
лиза, однако отмечается количествен-
ное снижение на 40—50 % фракций 3 
и 4; количество фракций 1 и 2 также 
снижается, но с большими индивиду-
альными колебаниями (20—60 % ) , ма-
ло зависящими от типа применяемой 
мембраны: купрофаи, диацель, ультра-
цель [4]. По объему элюции пик 4 со-
ответствует креатинину, пик 3 нами не 
идентифицирован, в пике 2 присутству-
ет мочевая кислота, пик 1, как будет 
показано далее, представляет собой 
смесь соединений. По-видимому, про-
филь элюции среднемолекулярных 
фракций плазмы крови больных ХПН 
типичен для данной болезни. 

Как уже отмечалось некоторыми ис-
следователями [6, 15], гель-фильтра-
ция на сефадексах такой сложной сме-
си, как ультрафильтрат плазмы крови, 
не может служить абсолютным крите-
рием для определения молекулярной 
массы фракций, так как, помимо фрак-
ционирования по размеру молекул, су-
щественный вклад вносят другие фак-
торы, например, степень гидрофобно-
сти, ионные взаимодействия и др. Эти 
положения справедливы также и в слу-
чае разделения на колонках типа «Pro-
tein рак 1-60». Дополнительное приме-
нение других методов исследования, на-
пример изотахофореза, ВЭЖХ, ГЖХ и 
масс-спектрометрии [11, 14], показы-
вает, что фракции СМ после гель-филь-
трации содержат значительное количе-
ство низкомолекулярных веществ. 

Д л я обнаружения пептидов во фрак-
циях, полученных после ВЭЖХ, прове-
ли их анализ с использованием ТСХ. В 
результате обнаружены пятна амино-

кислот в ультрафильтрате исходной 
плазмы (УФ) и по 2—3 слабых нингид-
ринположительных пятна в фракциях 
1 и 2. Фракции 3 и 4 нингидрииположи-
тельных пятен не дают. С целыо полу-
чения дополнительных данных о нали-
чии или отсутствии пептидов в иссле-
дуемых фракциях проводили анализ их 
гидролизатов. Увеличение количества 
и интенсивности пятен на хроматограм-
ме свидетельствовало бы о наличии 
пептидов. Однако после кислотного 
гидролиза отмечено увеличение коли-
чества пятен на хроматограмме фрак-
ций 1 и 2 без заметного увеличения их 
интенсивности. Во фракциях 3 и 4 нин-
гидрииположительные пятна отсутст-
вуют (рис. 2). Средняя площадь пиков 
1 и 2, полученная при хроматографии 
250 мкл ультрафильтрата, равняется 
соответственно 10362 и 41919 усл. ед. 
Так как в пике 2 присутствует значи-
тельное количество мочевой кислоты, 
светопоглощепие которой близко к све-
топоглощению пептидов, для количест-
венной оценки содержания последних 

Результаты калибровки колонки «Protein рак 
1—60» 

Площадь пика, усл. ед 
Количество 
пептидов, ала-гли-гли или гли-тир МКГ гли-лей гли-тир 

500 24 453 
250 12 087 — 

125 6 524 — 

50 3 308 72 607 
25 1 620 39 791 

12,5 21 804 
5 9 647 

2,5 4 738 
1,25 2 539 
0,5 1 239 
0,25 — 497 

25 



более корректно использовать площадь 
пика 1. Как видно из результатов, пред-
ставленных в таблице, площадь пика 1 
соответствует площади пиков, содер-
жащих примерно 200 мкг пептидов ала-
гли-гли или гли-лей, состоящих из али-
фатических аминокислот, или площади 
пептида гли-тир, включающего арома-
тическую аминокислоту в количестве 
5—6 мкг. Если допустить, что пик 1 со-
держит только пептиды, состоящие из 
алифатических аминокислот, то в итоге 
концентрация их в плазме крови со-
ставляет приблизительно 4 мг /мл, а с 
учетом материала пика 2 она равна 
8 мг/мл, что не подтверждается резуль-
татами ТСХ. Если же предположить 
ароматический характер аминокислот в 
пептидах, то концентрация их в плазме 
крови больных ХПН должна состав-
лять 100—200 мкг/мл. Однако и эти 
цифры, вероятно, завышены, так как во 
фракциях 1 и 2, кроме пептидов, со-
держатся, несомненно, и другие опти-
чески активные компоненты. 

Приблизительную оценку количества 
пептидов и аминокислот можно полу-
чить из визуального сравнения пятен 
на тонкослойных хроматограммах ис-
следуемых фракций и стандартных пеп-
тидов. Таким образом, определено, что 
ниигидрипположительные зоны фрак-
ций 1 и 2 были слабее зон, содержащих 
1 мкг любого из маркерных пептидов. 
Следовательно, содержание пептидов в 
плазме крови больных с уремией по ре-
зультатам количественной оценки с 
помощью ТСХ составляет 40— 
60 мкг/мл. Эти величины представля-
ются наиболее соответствующими ре-
альному содержанию пептидов в иссле-
дуемом материале. 
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ANALYSIS OF MIDDLE MOLECULAR FRAC-
TION IN BLOOD PLASMA OF PATIENTS 
WITH UREMIA BY MEANS OF HIGH PER-
FORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY 

AND THIN LAYER CHROMATOGRAPHY 

J. F. Kovalyshin, V. G. Nikotaev, E. J Baran, 
1. A. Dudar, L. A. J us h ко 

Institute for Oncology Problems, Acadcmy of 
Sciences of the Ukrainian SSR, Institute of 
Urology and Nephrology, Ministry of Public 

Health of the Ukrainian SSR, Kiev 

Detection and quantitative estimation of pep-
tides were carried out in the middle molecular 
fraction of blood plasma from patients with 
uremia using high performance liquid chroma-
tography and thin-layer chromatography. The 
middle molecular fraction was separated into 
four fractions after ultrafiltration through a co-
lumn of Protein Pak i-60. As low as 40-
60 mcg/ml of the peptides were detected in the 
first and second fractions. 
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В. В. Банкова, Т. М. Никанорова, С. Д. Поляков, Т. А. Тагиева 

ДЕГРАДАЦИЯ МАЛОНОВОГО Д И А Л Ь Д Е Г И Д А В ЭРИТРОЦИТАХ 
И ЕЕ ВОЗРАСТНЫЕ, СЕЗОННЫЕ И СУТОЧНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 

НИИ педиатрии АМН СССР, Москва 

Образование малонового диальдеги-
да (МДА), продукта перекисного окис-
ления липидов ( П О Л ) , сопровождается 
и его распадом [3]. Содержание МДА 
в эритроцитах крови и тканях зависит 
от скоростей его образования и мета-
болизма [2, 3, 5, 15]. Повышение со-
держания МДА в организме может 
быть следствием не только высокой ин-
тенсивности его образования, но и 
уменьшения скорости его распада. 

МДА при его введении в организм 
быстро метаболизируется в тканях до 
С 0 2 и ацетата [13, 15]. В митохондри-
ях печени in vitro отмечается его рас-
пад при участии альдегиддегидрогена-
зы (КФ 1.2. 1,3) [7, 14, 15]. В эритро-
цитах имеется цитозольная форма аль-
дегиддегидрогеназы [10]. В настоящей 
работе исследована интенсивность де-
градации МДА в эритроцитах, изучены 
ее возрастные, сезонные и суточные 
изменения у здоровых людей. 

М е т о д и к а 

Обследовано 20 здоровых новорожденных 
детей первых 5 дней жизни, 20 детей 5— 
6-летнего возраста, J 8 детей 8—14 лет, 
8 взрослых 18—28 лет и 6 взрослых 35— 
49 лет. Последняя группа обследована неод-
нократно в разное время года. 

МДА был приготовлен из синтезированно-
го в Московском институте тонкой химичес-
кой технологии им. М. В. Ломоносова на ка-
федре органической химии 1, 1, 3, 3-тетра-
метоксипропана кислотным гидролизом 
0,1 и. НС1 в течение 3 мин с последующей 
нейтрализацией [12] и разведен в трис-НС1-
буфере рН 7,4 так, чтобы в 10 мкл содер-
жалось 10 мкмоль МДА. 

Периферическую кровь (4—5 капель) по-
мещали в смесь цитрата натрия с физиологи-
ческим раствором (20 мл 0,2 н. цитрата нат-
рия и 80 мл физиологического раствора) и 
после двугоатного промывания эритроцитов 
физиологическим раствшюм готовили 5% 
взвесь в 25 мМ трис-НС1-буфере рН 7,4 с 
добавлением КС1 [1]. К 0,4 мл этой взвеси до-
бавляли 0,45 мл буфера и 10 мкл раствора 
МДА. Параллельно готовили пробу эритроци-
тов без добавления экзогенного МДА и конт-
рольную пробу, в которой МДА добавляли в 
0,85 мл трис-НС1-буфера. Все три пробы ин-
кубировали в течение 2 мин при 37 °С. По на-
шим данным, МДА преимущественно распада-
ется в течение первых 10 с; после 1—2 мин 
инкубации кинетическая кривая распада МДА 

переходит в плато. После инкубации прово-
дили реакцию с тиобарбитуровой кислотой и 
спектрофотометрировали на СФ-26 при 2 дли-
нах волн: 532 и 600 им. Необходимость про-
ведения измерений при 600 нм показана в ра-
боте [9]. Интенсивность деградации МДА вы-
числяли по формуле 

М0 — М* + М2 
D = = ^ L . l Q O t 

где Д — интенсивность деградации МДА, %; 
Мо — величина, пропорциональная концентра-
ции МДА в контрольной пробе без эритроци-
тов (оптическая плотность); М| — суммарное 
содержание экзо- и эндогенного МДА (опти-
ческая плотность); М2 — содержание эндо-
генного МДА в эритроцитах (оптическая 
плотность). Кроме того, вычисляли индекс 
Д/М [интенсивность деградации МДА/содер-
жание МДА в эритроцитах (нмоль/106 эрит-
роцитов)]. В части исследований был опреде-
лен деформационный индекс (или индекс 
фильтруемости) по способности эритроцитов 
растекаться по фильтру Simpor с диаметром 
пор 5 мкмикрон. Деформационный индекс 

а — б 
где а — диа-вычисляли по формуле 

метр растекания второго пятна в 1 мин, б — 
диаметр растекания первого пятна в 1 мин 
[16]. 

Полученные данные обработаны методом 
вариационной статистики по Стьюденту, про-
веден корреляционный анализ. 

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

Полагают, что в метаболизме МДА 
участвует низкоспецифическая альде-
гиддегидрогеназа [7, 14, 15]. Мы об-
наружили, что при сниженной интен-
сивности деградации МДА ее увеличе-
ние может происходить д а ж е при до-
бавлении в содержащие эритроциты 
пробы и других дегидрогепаз (Г-6-ФДГ 
и алкогольдегидрогеназы). Добавле-
ние продуктов метаболизма МДА -
малоновой и уксусной кислот — в про-
бу в количестве 50—200 мкмоль (что 
не изменяло рН среды) достоверно 
уменьшало интенсивность деградации 
от 29,9d=3,6 до 1 7 , 5 ± 3 , 9 3 % ; / ? < 0 , 0 5 ) . 
Возможно, что в процессе деградации 
МДА участвуют и иеферментативные 
факторы. 

Интенсивность деградации МДА в 
эритроцитах людей в зимний или ран-
не-весенний периоды имела возрастные 
особенности (см. таблицу). У поворож-
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Возрастные изменения степени деградации МДА 

Возраст обследован-
н ы X 

Число 
обследо-
ван пых 

МДА, нмоль/10в эритро-
цитов 

Степень деградации, 
МДА, % Индекс Д/М 

1-й день 11 1,21 zhO, 17 26,8±2,79 1 8 , 5 5 ± 3 , 1 3 
4—5-й день 9 0 , 8 7 ± 0 , 2 0 21,6±4 ,5 2 8 , 8 ± 4 , 3 8 
5—6 лет 20 1,73zh0,17* 3 6 , 0 ± 3 , 4 2 * 2 1 , 7 ± 2 , 2 7 
8—12 лет 8 1,69±0,15* 4 0 , 3 ± 1,13* 25,2±3,29 

18—28 лет 8 1,34±0,20 2 7 , 9 ± 4 , 7 2 1 , 7 ± 4 , 3 
35—49 лет 6 2 , 8 8 ± 0 , 2 6 * * 1 4 , 7 ± 1,6* * 5 , 5 ± 1 , 1 3 * * 

П р и м е м а н и е. Одна звездочка — различие достоверно по сравнению с группами ново-
рожденных детей (р<0,05); две — различие достоверно по сравнению со всеми другими возрастными 
группами. 

денных детей интенсивность деграда-
ции МДА достоверно ниже, чем у де-
тей 5—6 и 8—12 лет, но выше, чем у 
взрослых людей 35—49 лет. У людей 
последней возрастной группы обнару-
жены наибольшее содержание МДА и 
наименьшая интенсивность его дегра-
дации в эритроцитах. 

Корреляционный анализ выявил воз-
растные различия во взаимосвязях 
между содержанием МДА и интенсив-
ностью его метаболизма. Так, у ново-
рожденных, детей 5 - - 6 и 8—14 лет су-
ществует достоверная корреляционная 
зависимость между этими показателя-
ми (соответственно /- = + 0 , 5 7 , /?<С0,05, 
г = +0 ,53 , р < 0 , 0 5 и г = + 0 , 5 6 , р< 
< 0 , 0 5 ) . Интенсивность деградации 
МДА возрастала с увеличением содер-
жания МДА в эритроцитах. У взрос-
лых людей до 30-летнего возраста эта 
связь становится недостоверной (/ = 
= + 0 , 3 6 ) , а в возрасте 35—49 лет ис-
чезает. Возможно, у взрослых людей 
последней возрастной группы содержа-
ние МДА определяется степенью его 
связывания с аминогруппами белков и 
фосфолипидов. Установлено, что с воз-
растом увеличивается концентрация 
шиффовых оснований, липофусцинопо-
добных пигментов, представляющих 
собой в основном связанный с белками 
и липидами МДА [4, 6, 17]. 

Тесная связь между интенсивностью 
деградации МДА и его содержанием 
указывает на то, что интенсивность ме-
таболизма МДА может варьировать в 
зависимости от скорости образования 
МДА (скорости П О Л ) . Поэтому пред-
ставляло интерес вычислить индекс 
Д / М , который указывал бы на истин-
ную способность клетки «избавляться» 
от МДА: чем выше этот индекс, тем 
активнее процессы деградации МДА. 
Оказалось, что у новорожденных пер-
вого дня жизни индекс Д / М несколько 

ниже, чем у новорожденных 4—5 дней, 
несмотря на более высокую интенсив-
ность деградации. Это указывает па 
некоторую недостаточность деградации 
МДА у новорожденных 1-го дня жиз-
ни. Индекс Д / М менее подвержен воз-
растным изменениям по сравнению с 
величиной МДА и интенсивностью его 
метаболизма. Лишь у людей в возра-
сте 35—49 лет этот показатель сущест-
венно снижен. 

Тот факт, что интенсивность деграда-
ции МДА может изменяться в зависи-
мости от концентрации МДА в эритро-
цитах, подтверждается при обследова-
нии школьников 8—12 лет ранним ут-
ром в летний период: в их эритроцитах 
обнаружены низкое содержание МДА, 
низкая интенсивность его деградации, 
но высокий индекс Д / М (соответствен-
но 0 ,88+0,17 пмоль/106 эритроцитов, 
28,5±3,58 % и 54,34=15,4) по сравне-
нию с этими показателями у детей того 
же возраста, обследованных в зимний 
период. 

Интенсивность деградации МДА 
изучена у взрослых людей в разное 
время года. Как видно на рис. 1, были 
обнаружены сезонные колебания в ис-
следуемых показателях. Так, наиболь-
шее содержание МДА, наименьшая 
интенсивность деградации и индекс 
Д / М выявлены зимой, а наибольший 
процент деградации МДА — летом. 

Были обнаружены и суточные коле-
бания интенсивности деградации МДА 
и индекса Д / М (рис. 2). У новорож-
денных детей имеют место разнона-
правленные изменения содержания 
МДА и интенсивности его деградации 
в 9 и 13 ч. Индекс Д / М изменялся в 
зависимости от его исходного уровня. 
У взрослых же людей до 30-летнего 
возраста наблюдался упорядоченный 
суточный ритм: уменьшение содержа-
ния МДА и интенсивности его деграда-
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Рис. 1. Сезонные изменения содержания МДА 
(У), степени его деградации (2) и индекса 

Д / М (3) в эритроцитах взрослых людей. 
По оси абсцисс — время года; / — зима; II— весна; 
III — лето; IV — осень; по оси ординат: слева — МДА 
(в нмоль/Ю® эритроцитов); справа — % деградации. 
Звездочка — различие достоверна (р<0,05) между 
показателями в зимний и любой другой сезон. 

ции к 13 ч. К этому же времени повы-
шается и деформационный индекс эрит-
роцитов (от 0,135d=0,03 до 0,2004= 
±0,02). 

Таким образом, нами изучена интен-
сивность деградации МДА в эритроци-
тах людей в зависимости от возраста, 
сезона года и времени суток. Очевид-
но, в норме у детей и в меньшей степе-
ни у взрослых функционирует меха-
низм, ограничивающий содержание 
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Рис. 2. Суточная динамика содержания МДА, 
интенсивности его метаболизма и индекса Д / М 
в эритроцитах новорожденных детей (а) и 

взрослых людей 18—28 лет (б). 
По оси абсцисс — время (в ч); по оси ординат: 
I — МДА (в пмоль/100 эритроцитов); II —% дегра-

дации; / / / — индекс Д/М. 

МДА в организме путем повышения 
его деградации при нарастании скоро-
сти его образования. Индекс Д / М , свя-
зывающий эти два показателя, указы-
вает на истинную способность клетки 
«избавляться» от МДА: он может быть 
высок даже при низкой интенсивности 
метаболизма МДА, если содержание 
МДА снижено. 
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DEGRADATION OF MALONIC DIALDEHYDE 
IN ERYTHROCYTES AND ITS AGE-, SEA 
SON- AND CIRCADIAN-DEPENDENT ALTE-

RATIONS 

V. V. Bankova, Т. M. Nikanorova, S. D. Po-
lyakov, T. A. Tagieva 

Institute of Pediatrics, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

A rate of malonic dialdehyde (MDA) degra-
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elation was studied in erythrocytes of newborns 
within the first and 4-5 t h days of life, of 5-6 
and 8-14 years old children and of 18-28 and 
35-49 years old adult persons by means of in-
troduction of exogenous MDA into the mixture 
containing erythrocytes and estimation of the 
aldehyde elimination during incubation. Inten-
sity of MDA degradation correlated with its 
content in erythrocytes. Age-, season- and cir-
cadian-dependent alterations were detected in 
the rate of MDA degradation as well as in the 

ratio of this value to the total content of MDA 
(index D/M). The lowest rate of MDA degra-
dation and the index D/M value were observed 
in the persons of the older age group (35-
49 years old). Either in 8-14 years old children 
or in adult persons the index D/M exhibited 
higher values in summer time as compared with 
other seasons. Distinct circadian alterations of 
the patterns studied were found in 18-28 years 
old persons but these patterns were dissimilarly 
directed during a day in newborns. 

УДК (>16.36-002-022.7:578.8911-092:616.153.915-39 

Г. 3. Абакумов, Г. К. Новицкий, Л. Ф. Легонькова 

К В О П Р О С У О РОЛИ П Е Р Е К И С Н О Г О О К И С Л Е Н И Я липидов 
В ПАТОГЕНЕЗЕ ВИРУСНОГО ГЕПАТИТА 

Гродненский медицинский институт, Институт биохимии АН БССР, Гродно 

В патогенезе острого вирусного ге-
патита (ВГ) важное место занимают 
цитолитические процессы, сопровож-
дающиеся выходом в кровь внутрикле-
точных метаболитов и ферментов [8]. 
В развитии этого синдрома ряд авторов 
[9, 11] значительную роль отводят ин-
тенсификации процессов перекисного 
окисления липидов ( П О Л ) клеточных 
мембран, приводящих к нарушению их 
проницаемости. Однако другие иссле-
дователи [1, 2] не обнаружили замет-
ного нарастания промежуточных про-
дуктов П О Л (диеновых коиъюгатов) в 
сыворотке крови больных с увеличени-
ем тяжести заболевания. На основании 
этих данных авторы высказали сомне-
ние о роли П О Л в патогенезе синдро-
ма цитолиза при ВГ. Однако исполь-
зованный авторами метод определения 
активности П О Л по накоплению дие-
новых коиъюгатов пе может целиком 
отразить интенсивность П О Л [3]. 

В связи с этим мы предприняли по-
пытку исследовать у больных ВГ взаи-
мосвязь между нарастанием тяжести 
заболевания и увеличением в крови 
свободнорадикальпых процессов, реги-
стрируемых хемилюминесцентным ме-
тодом, признанным наиболее адекват-
ным способом обнаружения интенсив-
ности процессов П О Л [3, 4] . 

М е т о д и к а 

Исследования проведены у 68 больных В Г 
(А и В) и 20 доноров. О тяжести заболева-
ния ВГ судили по содержанию в крови били-
рубина [6], а также по активности аланина-
минотрансферазы (КФ 2.6.1.2) [7] и глута-
тион-Б-трансферазы (КФ 2.5.1.18) [9], отра-
жающих нарушение структуры и функции 

мембран гепатопитов, в частности их прони-
цаемости. 

Интенсивность ПОЛ в плазме крови опре-
деляли хемилюминесцентным методом |3, 5] 
на хемилюминометре ХЛМ1Ц-01. Плазму кро-
ви объемом 0,5 мл разводили до 10 мл 25 мМ 
трис-HCl (рН 7,4). Этот раствор помещали в 
кювету хемилюминомстра. После инкубации в 
течение 5 мин при 37 °С в кювету вводили 
раствор FeS0 4 в конечной концентрации 
10~3М и регистрировали свечение («быстрая» 
вспышка). Об интенсивности свободноради-
кальпых процессов судили по светосумме хе-
милюминесценции (XJI) за 1 мин. 

Антиокислительную активность (АОА) 
плазмы крови определяли по способности ее 
подавлять ХЛ окисленной олеиновой кислоты, 
индуцированную Fe2 + . К 1,8 мл 0,14% спир-
тового раствора окисленной олеиновой кисло-
ты добавляли 0,1 мл 25 мМ трис-HCl (рН 7,4) 
и 0,1 мл плазмы крови. После инкубации кро-
ви в течение 5 мин при 37 °С добавляли раст-
вор FeS0 4 (в конечной концентрации 10~4М) и 
регистрировали светосумму ХЛ в течение 10 с 
(время, в течение которого наблюдается 
«быстрая» вспышка свечения). Контрольная 
проба содержала 1,8 мл окисленной олеино-
вой кислоты и 0,2 мл трис-HCl. АОА плазмы 
крови рассчитывали по формуле, аналогичной 
для определения АОА методом электрохеми-
люминесценции [3]: 

АОА = »1Q0%, 

где SK и S0 — светосумма ХЛ соответственно 
контрольной и опытной проб. 

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

Из таблицы видно, что в плазме кро-
ви больных легкой степенью В Г уро-
вень общего билирубина возрос по 
сравнению с его уровнем у здоровых 
людей в 3,3 раза, при средней и тяже-
лой формах — соответственно в 6,8 и 
11,4 раза, содержание свободного би-
лирубина увеличилось соответственно в 
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Содержание билирубина, активность аланинаминотрансферазы, глутатион-Б-трансферазы и иере-
кисного окисления в плазме крови доноров и больных ВГ ( М ± ш ) 

Больные ВГ 

Моказател ь Доноры 
легкая форма среди етяжелаи 

форма тяжелая форма 

Билирубин, мкмоль /л: 
общий 14,4±0,84 4 8 , 3 ± 4 , 7 * 98 ,6±8 ,09* 167,0± 19,7* 

(20) (24) (20) (П) 
свободный 9,3 16,7 27,38* 53,7* 

(Ю) (23) (18) (Ю) 
связанный 5,1 ± 0 , 5 6 31 ,6±4 ,24* 71 ,22±7,92* 113,3± 13,5* 

(Ю) (23) (18) (10) 
Алании а м и н от р а н сфер аза, 

ммоль ПВК/ч /л 1 ,15±0,17 4 ,59±0 ,36* 6 , 3 ± 0 , 1 3 * 6 ,26±0 ,01* 

Глутатион-Б-трансфераза, нмоль 
(9) (24) (19) (П) 

Глутатион-Б-трансфераза, нмоль 
кХДНБ/мин/мл 3 , 2 4 ± 0 , 5 8 23,72 ± 3 , 7 * 33 ,18±9 ,1 * 

(8) (Ю) (9) 
Светосумма «быстрой» вспышки 

Ре2 +-индупируемой ХЛ, 
имп/мин 787-fc 176 1480±147* 2038 ± 2 1 5 * 2736±221* 

Антиокислительная актив-
(20) (27) (28) (13) 

Антиокислительная актив-
ность, % 7 4 , 2 8 ± 1,68 3 3 , 3 ± 1,74* 25 ,2±2 ,94* 2 2 , 3 ± 3 , 2 9 * 

(10) (23) (14) (9) 

Л р и м е ч а и и е. к Х Д Н Б — конъюгат 1-хлор-2,4-динитробеизола; П В К — пировиноград" 
ная кислота. Уровень свободного билирубина определяли по разности средних величин общего и 
связанного билирубина. В с к о б к а х — ч и с л о исследований. З в е з д о ч к а — / ? < 0 , 0 5 по сравнению с 
группой доноров. 

1,7, 2,9 и 5,7 раза, связанного — в 6,2, 
13,9 и 22,2 раза. 

Активность аланинаминотрансфера-
зы повысилась в 4—5,4 раза, глутати-
oii-S-трансферазы — в 8—10 раз. Одно-
временно с этим в зависимости от тя-
жести заболевания в плазме крови на-
блюдалось возрастание процесса пере-
кисного окисления соответственно в 
1,9, 2,6 и 3,5 раза и снижение ее АОА 
в 2,2, 2,9 и 3,3 раза. 

Представленные результаты исследо-
вания свидетельствуют о важной роли 
в патогенезе ВГ интенсификации пере-
кисных процессов. Механизм актива-
ции этих процессов неясен. Снижение 
АОА крови этих больных, по-видимому, 
является вторичным и обусловлено ис-
тощением антиоксидантных резервов 
организма. 

В связи с этим применение фарма-
кологических веществ с аитиоксидант-
пыми свойствами, в частности витами-
нов А, Е, ниацина, может быть реко-
мендовано для включения в комплекс-
ную фармакотерапию больных ВГ. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Блюгер А. Ф., Дудник Л. БМайоре А. Я. 
и д р . / / Б ю л . экспер. биол. — 1985.— 
№ 2. — С . 166—168. 

2. Блюгер А. Ф., Дудник Л. Б., Майоре А. Я. 
и д р . / / В о п р . мед. химии. — 1985. — № 5.— 
С. 35—37. 

3. Владимиров Ю. А., Арчаков А. И. Пере-
кисное окисление липидов в биологических 
мембранах. — М., 1972. 

4. Владимиров Ю. А. / / И з в . АН СССР. Сер. 
биол. —1972 - № 4. — С . 4 8 9 - 5 0 1 . 

5. Владимиров Ю. А., Шаров А. П., Малю-
гин Э. Ф. / / Биофизика. — 1973. — № 1.— 
С. 148—152. 

6. Колб В. Г., Камышников В. С. Справоч-
ник по клинической химии. — Минск, 
1982. — С . 2 5 1 - 2 5 4 . 

7. Колб В. Г., Камышников В. С.// Там 
ж е . — С. 110—114. 

8. Нисевич Н. И., Учайкин В. Ф., Молева 
Т. П. Ц Педиатрия. — 1978. — № 6. — 
С. 44—48. 

9. Учайкин В. Ф., Молева Т. /7. / / Болезни 
печени и поражения желчевыводящих пу-
тей у детей. — М . , 1977. — С . 18—23. 

10. Habig W. И., Pabst М. /., Jakob у W. В. // 
J. biol. Chem. — 1974. — Vol. 249. -
P. 7130—7139. 

11. Suematsu Т., Kamada Y., Kikluchi S. 
et al. / / C l i n . chim. Acta. — 1977. — Vol. 
79. _ p. 267—270. 

Поступила 13.06.87 

ROLE O F LIPID PEROXIDATION IN PA-
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Content of blood bilirubin was increased 
3.3-11.4-fold as well as 4- 10-activation of ala-
nine aminot ransferase and glutathione S- t rans-

ferase was found in pat ients with virus hepa-
titis as compared with normal state. At the 
same time, lipid peroxidation was activated 
1.9-3.5-fold in blood plasma as shown by means 

of chemoluminescense procedure, while the an* 
tioxidative activity was decreased 2.2-2.3-fold. 

УДК 012,825.26.015.1:577.152.2j.06:612.391:612.648 

A /7. Фа радже в 

ВЛИЯНИЕ ГОЛОДАНИЯ НА АКТИВНОСТЬ 
ГАМК-ТРАНСАМИНАЗЫ И ГЛУТАМАТДЕКАРБОКСИЛАЗЫ 
В МИТОХОНДРИЯХ СТРУКТУР ЛИМБИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ 

МОЗГА СОБАК В ПОСТН АТАЛ ЬНОМ ОНТОГЕНЕЗЕ 

Химико-биологический факультет Азербайджанского педагогического института 
им. В. И. Ленина, Баку 

В регуляции пищевого поведения 
участвуют холино-адренореактивные 
структуры мозга [5, И, 17, 18], а так-
ж е Г А М К - и г л у т а м а т е р г и ч е с к и е с и -
стемы. При исследовании влияния не-
достатка белка в пище выявлено рез-
кое снижение содержания ГАМК и ак-
тивности глутаматдекарбоксилазы 
(ГДК) в тканях мозга [19]. 

Изучение локализации в отдельных 
структурах лимбической системы мозга 
центров, участвующих в формировании 
и регуляции пищевого поведения, роли 
тормозного (ГАМК) и возбуждающего 
(глутаминовая кислота — ГК) нейро-
медиаторов в условиях пищевой депри-
вации представляет определенный ин-
терес, так как в разных отделах голов-
ного мозга превращение ГАМК и ГК 
включает цикл реакций от глутамата 
до сукцината через ГК, ГАМК и сук-
цинилсемиальдегид, которые катализи-
руются ферментами ГАМК-траисами-
назой (4-аминобутират-2-оксиглу-
тарат аминотраисфераза; КФ 2.6.1.19; 
ГАМК-Т) и 1-глутамат-1-карбоксила-
зой (ГДК; КФ 4.1.1.15). Поскольку 
ГАМК, ГК и ферменты (ГДК и 
ГАМК-Т), участвующие в их метабо-
лизме, локализуются в основном в 
ГАМК-ергических тормозных нейронах 
и глутаматергических синапсах [8, 15, 
16, 21], правомерно полагать, что изме-
нение количества синапсов и других 
субклеточных структур при пищевой 
депривации, а также перестройка об-
менных процессов в синапсах в этих ус-
ловиях тесно связаны с обменом ГК и 
ГАМК, который в системе зрительного 
анализатора и разных областях коры 
головного мозга и мозжечка в постна-
тальном онтогенезе уже был исследо-

ван [1—3]. В структурах лимбической 
системы мозга собак в постнатальном 
онтогенезе и в условиях голодания эти 
параметры не изучеиы. 

Целью настоящей работы явилось 
изучение в митохондриях структур лим-
бической системы мозга собак в пост-
натальном онтогенезе при различных 
сроках голодания активности фермен-
тов Г Д К и ГАМК-Т, участвующих в об-
мене нейромедиаторов — ГАМК и ГК. 

М. е т о д и к а 

Исследовали митохондрии лимбической ко-
ры (поля Ь и 12), гиппокампа, гипоталамуса, 
амигдалы и ретикулярной формации (РФ) 
среднего мозга собак. Границы изучавшихся 
структур мозга разделяли в соответствии с 
координатами атласа [4]. Подопытными жи-
вотными служили 3-месячные и годовалые со-
баки, содержавшиеся в условиях 5-, 12- и 20-
суточного голодания. Контролем служили со-
баки такого же возраста, содержавшиеся при 
нормальных условиях питания. Митохондрии 
выделяли методом дифференциального центри-
фугирования в 0,32 М сахарозе [12]. 

В выделенных фракциях митохондрий оп-
ределяли активность ГАМК-Т по методу [7]. 
Инкубационная среда состояла из 0,5 мл 
0,005 М а-кетоглутаровой кислоты, 0,5 мл 
0,05 М ГАМК и митохондрий. Инкубация дли-
лась 30 мин в атмосфере азота. Активность 
ГАМК-Т выражали в микромолях ГК, обра-
зующейся в митохондриях, выделенных из 1 г 
свежей ткани за 1 ч. Активность Г Д К опреде-
ляли в исходной митохондриальной фракции 
по методу [20], модифицированному |9 | . В опы-
тах с пиридоксаль-5-фосфатом (ПАЛФ) его 
конечная концентрация была 0,1 мМ. Об ак-
тивности ГДК судили по увеличению коли-
чества ГАМК в процессе инкубирования с 
1-ГК в течение 30 мин при 37 °С в атмосфере 
азота [22] и выражали в микромолях ГАМК, 
образовавшейся в расчете на массу митохонд-
рий, выделенных из 1 г свежей ткани за 1 ч. 
Содержание ГК и ГАМК определяли с по-
мощью метода высоковольтного электрофоре-
за [6]. Все данные обработаны статистически. 
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Т а б л и ц а I 
Изменение общей активности ГАМК-Т в митохондриях структур лимбической системы мозга собак 
в постнатальном онтогенезе при различных сроках голодания (в мкмоль ГК на массу митохондрий, 

выделенных из 1 г свежей ткани за 1 ч; М±ал) 

Возраст 
животных, 

мес 

Срок голодания, сут 

Структура мозга 
Возраст 

животных, 
мес 

Норма 
5 12 20 

Лимбическая кора: 
поле \± 

поле 12 

Гиппокамп 

Гипоталамус 

Амигдала 

РФ среднего мозга 

3 
12 
% 

3 
12 
% 
3 

12 
% 
3 

12 
% 
3 

12 
% 

3 
12 
% 

156±0,68 
115±0,80 

73,71 
141 ± 0 , 9 3 
122±0,70 

86,52 
161 ± 0 , 7 7 
158±1,69 

98,13 
150±1,07 
167±1,01 

111,33 
185±0,96 
172±1,14 

92,97 
240 ± 0 , 9 2 
195±0,81 

92,85 

111±0,80 
9 5 ± 0 , 7 5 

85,58 
115±0,77 
107±0,72 

93,04 
146±0,81 
141 ± 0 , 9 6 

96,57 
137±0,77 
135±0,70 

98,54 
184±2,12* 
196±0,87 

106,52 
202± 1,26 
2 0 9 ± 0 , 8 7 

103,46 

8 4 ± 0 , 7 3 
82±0,68 

97,62 
80±0,68 
9 2 ± 1 , 0 3 

115,00 
151 ± 0 , 6 8 
114±0,85 

75,49 
131 ± 0 , 7 2 
122±0 ,63 

93,12 
191 ± 0 , 9 8 * 
135±0,77 

70,68 
162± 1,26 
153±0,98 

94,44 

6 2 ± 1,25 
6 7 ± 1 , 1 1 

108,06 
6 6 ± 1,23 
7 5 ± 1,62 

113,63 
7 7 ± 0 , 8 8 
8 7 ± 1,13 

113,08 
6 4 ± 0 , 5 7 
9 7 ± 1,25 

151,56 
122±0,77 
9 0 ± 1 , 1 1 

73,77 
83±1 ,11 

105±0,88 
126,50 

П р и м е ч а н и е . % — процентное соотношение между показателями двух возрастных 
групп в норме и после голодания. Звездочка —недостоверность различий по сравнению с нормой. 
Здесь и в табл. 2 представлены средние данные 7—8 опытов. 

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

Данные табл. 1 свидетельствуют о 
том, что в условиях 5-суточиого голода-
ния у развивающихся собак в 3-месяч-
ном и годовалом возрасте общая ак-
тивность ГАМК-Т достоверно снижает-
ся в митохондриях лимбической коры 
(поля h и 12), гиппокампе и гипотала-
мусе. При этом степень снижения об-
щей активности ГАМК-Т более суще-
ственна в митохондриях лимбической 
коры (поля li и 12) в 3-месячном, а в 
гипоталамусе и лимбической коре (по-
ле Ь) в годовалом возрасте. В отличие 
от этих структур лимбической системы 
мозга собак в митохондриях амигдалы 
и РФ среднего мозга собак при 5-суточ-
ном голодании общая активность 
ГАМК-Т не изменяется в 3-месячном и 
достоверно повышается в годовалом 
возрасте. 

Наиболее отчетливо общая актив-
ность ГАМК-Т уменьшается при 12-су-
точном голодании в митохондриях лим-
бической коры (поля Ь и 12), РФ сред-
него мозга, гипоталамусе и гиппокампе 
(соответственно на 46,1, 43,1, 32,9, 12,6 
и 6,3 %) в 3-месячном возрасте, а в 
лимбической коре (поля Ь и 12), гиппо-
кампе, гипоталамусе, РФ среднего моз-

га и амигдале (соответственно на 28,0, 
25,1, 28,1, 26,5, 21,9 и 21,5 %) в годова-
лом возрасте, исключение составляет 
амигдала, где общая активность 
ГАМК-Т не изменяется. 

Следует отметить, что при удлинении 
срока пищевой депривации до 20 сут 
общая активность ГАМК-Т резко 
уменьшается в митохондриях структур 
лимбической системы мозга у 3-месяч-
ных собак. При этом отмеченные сдви-
ги наиболее существенны в лимбиче-
ской коре (поле Ь), РФ среднего моз-
га, гипоталамусе, лимбической коре 
(поле 12), гиппокампе и амигдале (со-
ответственно на 60, 60,5, 57,4, 53,2, 52 
и 34 % по сравнению с нормой). Такая 
же закономерность отмечена при 20-су-
точиом голодании в митохондриях ис-
следованных образований лимбической 
системы мозга у годовалых собак, но в 
меньшей степени, чем у 3-месячиых. 
При этом общая активность ГАМК-Т 
в митохондриях амигдалы, РФ средне-
го мозга, гиппокампа, гипоталамуса и 
лимбической коры (поля Ь и 12) умень-
шается соответственно на 47,9, 46,1, 45, 
41,5, 41,8 и 38,5 % по сравнению с нор-
мой. Сопоставляя данные по общей ак-
тивности ГАМК-Т в митохондриях 
структур лимбической системы мозга 
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собак при 20-суточном голодании вид-
но, что в 3-месячном возрасте в лимби-
ческой коре (поля \\ и 12) и гипотала-
мусе, а в годовалом возрасте в амигда-
ле и РФ среднего мозга происходят 
наиболее существенные изменения, что 
обусловлено большими изменениями в 
синаптических структурах и пластично-
стью отдельных образований лимбиче-
ской системы мозга собак в процессе 
постнатального развития при различ-
ных сроках голодания. 

Характерен тот факт, что по сравне-
нию с 3-месячными у годовалых собак 
(обе группы — интактные животные) 
активность ГАМК-Т достоверно умень-
шается в лимбической коре (поля \\ и 
12) и незначительно повышается в ги-
поталамусе; в остальных исследован-
ных структурах лимбической системы 
мозга активность ГАМК-Т в митохон-
дриях почти не изменяется. 

Сопоставляя данные для 3-месячных 
и годовалых собак, можно отметить, 
что 5-суточное голодание почти в оди-
наковой степени влияет на активность 
ГАМК-Т в митохондриях гиппокампа, 
гипоталамуса, амигдалы и РФ средне-
го мозга. В отличие от этих структур 
в лимбической коре (поля \\ и 12) об-
щая активность фермента в большей 
степени уменьшается в митохондриях 
у 3-месячных щенков. 

Следует отметить, что в отличие от 
5-суточного при 12-суточном голодании, 
активность ГАМК-Т в митохондриях 
лимбической системы мозга собак в 
3-месячном возрасте по сравнению с 
годовалыми животными характеризу-
ется своеобразной динамикой измене-
ния. Так, у 3-месячных щенков актив-
ность фермента резко уменьшается в 
митохондриях амигдалы и гиппокампа, 
а у годовалых собак — в лимбической 
коре (поле 12). При этом 12-суточиое 
голодание почти в одинаковой степени 
подавляет активность ГАМК-Т в мито-
хондриях лимбической коры (поле Ь) , 
гипоталамуса и РФ среднего мозга у 
3-месячных и годовалых животных. 
В годовалом возрасте при 20-суточном 
голодании активность ГАМК-Т значи-
тельно подавляется в митохондриях ги-
поталамуса, РФ среднего мозга, гиппо-
кампе и лимбической коре (поля Ь и 
12) — соответственно на 51,6, 26,5, 13,1, 
13,6 и 8,1 % по сравнению с таковой у 
3-месячных щенков, за исключением 
амигдалы, где общая активность 
ГАМК-Т в митохондриях на 26,2 % 
больше подавляется у 3-месячных жи-
вотных. 

Результаты проведенных исследова-
ний показывают (табл. 2), что в усло-
виях 5-суточного голодания общая ак-
тивность Г Д К с добавлением и без до-

Т а б л и ц а 2 
Изменение общей активности ГДК митохондрий структур лимбической системы мозга 3-месячных 
щенков в норме и в различные сроки пищевой депривации (в мкмоль ГАМК на массу митохондрий, 
выделенных из 1 г свежей ткани за 1 ч, с добавлением ПАЛФ —конечная концентрация 0,1 мМ; 

М±т) 

Срок голодания, сут 

Структура мозга Условия определе-
ния Норма 

5 12 20 

Лимбическая кора (поле 
ii) 

Без ПАЛФ 85±0 ,73 68±0,71 62±0 ,60 3 9 ± 1,25 Лимбическая кора (поле 
ii) С ПАЛФ 106±0,97 82±0 ,90 75±0,92 50±0,72 

% [26 121 119 129 
Лимбическая кора (поле Без ПАЛФ 81 dh 1,44 47±0 ,68 42±0 ,72 29±0 ,60 

W С ПАЛФ 95±0 ,77 77±0,82 72 ± 0 , 6 0 4 0 ± 0 , 8 2 
% 117 165 173 138 

Гиппокамп Без ПАЛФ 87±0,71 68±1 ,13 49±0 ,82 26±0 ,82 
С ПАЛФ 101 ± 0 , 9 0 91 ± 0 , 9 0 83±0 ,82 37±0,81 
% 117 134 169 148 

Гипоталамус Без ПАЛФ 77±0,71 53±1 ,23 39±0 ,82 2 3 ± 0 , 9 2 
С ПАЛФ 120±1,00 102 ±0 ,82 59±0 ,72 42±0,82 
% 156 196 151 191 

Амигдала Без ПАЛФ 68±0 ,77 51-1-0,92 36±0 ,56 32±0 ,72 
С ПАЛФ 110±0,85 88±1 ,03 52 ± 0 , 9 3 45±0 ,86 
% 161 172 141 145 

РФ среднего мозга Без ПАЛФ 41 ± 0 , 8 8 8 0 ± 0 , 9 3 50 ± 0 , 6 6 3 2 ± 1,30 
С ПАЛФ 74±0,86 96±0,71 65-1-0,93 61±0 ,93 

% 180 118 128 190 

П р и м е ч а н и е. Везде /?<0,05—0,001 по сравнению с нормой. % — процентное соотноше-
ние показателей в опытах с добавлением ПАЛФ и без ПАЛФ. 
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бавления ПАЛФ в митохондриях во 
всех исследованиых структурах лимби-
ческой системы мозга у 3-месячиых 
щенков достоверно уменьшается, иск-
лючение составляют митохондрии РФ 
среднего мозга, где активность фермен-
та без добавления ПАЛФ повышается 
на 95 %, а с добавлением — на 29,2 %. 

Наблюдаемые снижения активности 
ГДК в опытах без добавления ПАЛФ 
в большей степени выражены в мито-
хондриях лимбической коры (поле 12), 
гипоталамуса и амигдалы мозга 3-ме-
сячных щенков (при 5-суточном голо-
дании) . 

Сопоставляя полученные данные, 
следует отметить, что при 5-суточном 
голодании активность Г Д К в отсутст-
вие ПАЛФ ниже, чем при его добавле-
нии. При этом ПАЛФ в условиях 5-су-
точного голодания более интенсивно 
активирует общую активность Г Д К в 
митохондриях гипоталамуса, амигдалы 
и лимбической коры (поле 12) — соот-
ветственно на 96, 72 и 65 %, а затем в 
остальных исследованных структурах 
мозга 3-месячных щенков — от 18 до 
34 % по сравнению с таковыми без до-
бавления ПАЛФ. 

Существенно, что все закономерно-
сти изменений общей активности Г Д К 
с добавлением и без добавления ПАЛФ 
при 5-суточном голодании сохраняются 
и при 12-суточном голодании с несколь-
ко своеобразной динамикой в мито-
хондриях структур лимбической систе-
мы мозга у 3-месячных щенков. При 
этом общая активность фермента Г Д К 
по сравнению с тем, что наблюдается 
при 5-суточном голодании, достоверно 
уменьшается в 3-месячном возрасте у 
голодавших в течение 12 сут щенков с 
добавлением и без добавления ПАЛФ 
в митохондриях всех исследованиых 
структур лимбической системы мозга. 
При 12-суточном голодании в среде с 
добавлением 0,1 мМ ПАЛФ в неодина-
ковой степени активируется активность 
Г Д К в митохондриях структур лимби-
ческой системы мозга 3-месячных щен-
ков. 

ПАЛФ наиболее интенсивно увеличи-
вает общую активность Г Д К в мито-
хондриях лимбической коры (поле 12), 
гиппокампа и гипоталамуса — соот-
ветственно на 73, 69 и 51 %. При удли-
нении срока депривации до 20 сут у 
3-месячных щенков общая активность 
фермента Г Д К в митохондриях иссле-
дованиых структур лимбической систе-

мы мозга с добавлением и без добавле-
ния в среду ПАЛФ резко уменьшается 
по сравнению с таковой у животных с 
12-суточной пищевой депривацией. При 
этом особенно резко подавляется ак-
тивность Г Д К в среде без добавления 
ПАЛФ (от 3 до 4 раз) в митохондриях 
отдельных образований лимбической 
системы мозга по сравнению с этим по-
казателем в контроле. 

ПАЛФ при 20-суточном голодании 
активирует активность ГДК в большей 
степени в митохондриях гипоталамуса 
и РФ среднего мозга (соответственно 
на 91 и 90 % ) , а в митохондриях ос-
тальных структур лимбической систе-
м ы — в меньшей степени (от 29 до 
4 8 % ) . 

Представленные данные свидетельст-
вуют о том, что в процессе постиаталь-
иого развития голодание не в одинако-
вой степени подавляет активность 
ГАМК-Т и ГДК в митохондриях иссле-
дованных образований лимбической си-
стемы мозга собак. 

Подавление активности ГАМК-Т при 
удлинении срока депривации в большей 
степени связано с особенностями ней-
ромедиаториой функции ГАМК, участ-
вующей в адаптационно-компенсатор-
ных процессах, в лимбической системе 
мозга в постнатальном онтогенезе и в 
условиях голодания. Изменения могут 
касаться и реакций образования семи-
альдегида янтарной кислоты и ГОМК 
из ГАМК [Ю]. Подавление расщепле-
ния ГАМК в постнатальном онтогенезе 
при пищевой депривации в митохондри-
ях лимбической системы мозга собак 
связано с перестройкой некоторых сто-
рон тормозных процессов в нейронах 
лимбической коры (поля li и 12), а так-
же в других структурах лимбической 
системы мозга собак при различных 
сроках голодания, за исключением 
амигдалы при 5-суточном голодании. 
Снижение уровня активности Г Д К в 
митохондриях структур лимбической 
системы мозга собак в условиях голо-
дания связано с изменением глутамат-
ергических синапсов в этих образова-
ниях мозга на раннем этапе постиа-
тального развития, о чем свидетельст-
вуют данные о локализации Г Д К в тя-
желых и легких сипаптосомах [1, 14, 
15]. В 3-месячиом возрасте у собак в 
условиях голодания скорость образова-
ния ГАМК резко подавляется в мито-
хондриях исследованных структур лим-
бической системы мозга, что находится 
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в зависимости от сроков голодания. 
Это позволяет предположить, что сни-
жение уровня ГДК при голодании 
(ГДК — как маркер ГАМК-ергическо-
го нейрона [8]) способствует задержке 
в формировании связей между группа-
ми функционирующих нейронов лимби-
ческой системы мозга собак на раннем 
этапе постнаталыюго развития. 
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EFFECT OF STARVATION ON GABA-TRAN-
SAMINASE AND GLUTAMATE DECARBO-
XYLASE ACTIVITIES IN MITOCHONDRIA 
OF DOG BRAIN LIMBIC STRUCTURES 

DURING POSTNATAL ONTOGENESIS 

A. N. Faradjev 

Chemo-Biological Faculty. Pedagogic Institute, 
Baku 

Activities of GABA-transaminase (GABA-TA) 
and glutamate decarboxylase (GDC) were 
estimated in mitochondria of limbic cortex (L, 
and L2 areas), hypothalamus, hippocampus, 
amygdala and midbrain reticular formation 
(RF) of 3 months and 1 year old dogs during 
5, 12 and 20 days of starvation. Total activity 
of GABA-TA and GDC was distinctly decreased 
in mitochondria of limbic cortex, hippocampus, 
hypothalamus and amygdala. At the same time, 
after 5 days starvation activity 'of GDC, in 
presence of 0.1 mM PALP or without it was 
increased in RF mitochondria of 3 months old 
dogs, while GABA-TA was activated in the 
mitochondria of I year old dogs. The J'ate of 
GDC activation by PALP was dissimilar in 
certain structures of brain limbic areas during 
various periods of starvation in 3 months old 
dogs, which occurred due to difference of the 
GDC mitochondrial forms in synaptic structures 
of the dog brain limbic system. Activity of 
GABA-TA in 3 months and I year old dogs as 
well as activity of GDC, in presence of P A L P 
or without it, in 3 months old dogs were 
distinctly decreased in mitochondria of all the 
dog brain limbic structures studied after long-
term deprivation within 12 and 20 days. The 
decrease in activity of GABA-TA and GDC was 
related to duration of starvation as well as to 
morpho-functional alterations and adaptation of 
the brain structures studied during postnatal 
ontogenesis. 
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ГЛЮКОКОРТИКОИДНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ ПЕЧЕНИ И 
ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ОСТРОМ ХОЛЕЦИСТИТЕ 

НИИ скорой помощи им. Н. В. Склифосовского, Москва 

Острый холецистит, одно из частых канчивается летальным исходом или 
заболеваний панкреатодуоденалыюй серьезными осложнениями. Наруше-
зоны, несмотря на лечение нередко за- ние гомеостаза является важнейшей 
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причиной неблагоприятного исхода 
острого холецистита. Современное 
представление о патогенетических ме-
ханизмах нарушения гомеостаза не-
разрывно связано с изменениями ме-
таболизма, обусловленными стрессор-
ной реакцией всего организма [16]. 
Центральное звено стрессориой реак-
ции составляет гипофизарно-кортико-
адреналовая система, ее перифериче-
ское звено — глюкокортикоидная 
функция надпочечников, определяю-
щая метаболический эффект в печени 
и характер нарушений гомеостаза 
[ 7 - 9 ] . 

Реализация глюкокортикоидного 
эффекта на уровне печени определя-
ется состоянием специфических глю-
кокортикоидных цитоплазменных ре-
цепторов типов II и III [11, 18]. Глю-
кокортикоидные рецепторы печени ти-
па II (истинные глюкокортикоидные 
рецепторы) ответственны за реализа-
цию гормонального эффекта на уров-
не генетического аппарата клетки, а 
глюкокортикоидные рецепторы типа 
III (транскортиноподобиые рецепторы) 
определяют стероид-рецепторное взаи-
модействие гормона с истинными глю-
кокортикоидными рецепторами [13]. 
В литературе отсутствуют данные о 
г л юкокортикоидных рецепторах пече-
ни при остром холецистите. 

Целью настоящего исследования 
явилось изучение механизмов регуля-
ции метаболического эффекта глюко-
кортикоидов на уровне цитоплазмен-
ных глюкокортикоидных рецепторов 
печени у больных острым холецисти-
том. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены у 31 больного. 
При поступлении с помощью эхографии, ра-

диоизотопной холецистографии с TCK-15 и 
лапароскопии у всех больных диагностирован 
острый обтурациоиный флегмонозный холе-
цистит. С целыо декомпрессии проводили 
чрескожную транспеченочную микрохолсцис-
тостомию с последующей холсцистохолангиог-
рафией. После стихания острых явлений под 
воздействием комплексного консервативного 
лечения на 5—7-е сутки осуществляли холе-
цистэктомию. 

Во время холецистэктомии производили 
биопсию печени из ложа желчного пузыря и 
левой доли печени для гистологических иссле-
дований. Часть биопсийного материала ис-
пользовали для изучения глюкокортикоидных 
рецепторов. Одновременно из кубитальной ве-
ны забирали кровь, в плазме которой иссле-
довали уровень метаболитов, а в лимфоци-
тах — содержание глюкокортикоидных рецеп-
торов. Глюкокортикоидные рецепторы типа II 
в высокоскоростном цитозоле печени выявляли 
путем 20-часового насыщения рецепторов ме-
ченым ацетонидом триамцинолона [19], глюко-
кортикоидные рецепторы типа III в печени — 
с помощью меченого кортизола [14]. Уровень 
глюкокортикоидных рецепторов типа II в лим-
фоцитах определяли методом насыщения ре-
цепторов ацетонидом триамцинолона при 
37 °С [17], а кортизола в плазме — 
стандартным тест-набором фирмы «Sorin» 
(Франция). Содержание метаболитов 
в плазме крови определяли унифицированны-
ми методами. Контрольную группу составили 
38 доноров. 

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

Данные о содержании глюкокорти-
коидных рецепторов типов II и III в 
цитозоле печени больных острым холе-
циститом после чрескожной транспе-
ченочной микрохолецистостомии пред-
ставлены в табл. 1. Различия в содер-
жании глюкокортикоидных рецепто-
ров типа III в ткани левой доли 
печени и ложа желчного пузыря ока-
зались статистически достоверными 
( р < 0 , 0 5 ) . 

Число глюкокортикоидных рецепто-
ров типа II в одном лимфоците пери-
ферической крови составило 1223, что 

T а б л и ц а 1 

Содержание глюкокортикоидных рецепторов в ткани печени и лимфоцитах крови больных острым 
холециститом 

Тип рецепто-
ра Локализация 

Содержание рецепторов 

Тип рецепто-
ра Локализация фмоль на 1 мг бел-

ка в одной клетке в 1 мм3 

II Печень: 
левая доля 20 ,1±6 ,5 — — 

ложе желчного пу- 16,0=1=4,8 — — 

зыря 
III Печень: 

левая доля 268±12 — — 

ложе желчного пу- 3 7 9 ± 2 3 — — 

II 
зыря 

Лимфоциты — 
1223±482 2 , 0 ± 0 , 3 (.10е) 
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Т а б л и ц а 2 

Биохимические показатели сыворотки крови 
больных острым холециститом 

Показатель Контроль Острый холе-
цистит 

Общий белок, г/л 
Альбумины, г/л 
Глобулины, г/л 
Белковый коэффи-

циент 
Холестерин, 

ммоль/л 
Креагиним, 

мкмоль/л 
Глюкоза, ммоль/л 
Мочевина, ммоль/л 
Кортизол, нмоль/л 

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

1 ,2±0 ,08 

4 , 5 0 ± 0 , 2 5 

9 9 , 9 ± 2 6 , 4 
4,38=ь0,11 
4 , 4 3 ± 0 , 2 8 
2 9 1 ± 19 

7 9 , 2 ± 3 , 0 
46 ,2±4 ,1 
3 3 , 0 ± 2 , 0 

! , 4 ± 0 , 0 6 

6 ,22±0 ,77* 

7 1 , 3 ± 5 , 3 
5 ,03±0 ,28* 
6 , 3 8 ± 0 , 8 3 * 
5 9 3 ± 5 5 * 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — /?<0,05 по 
сравнению с контролем. 

более чем в 3 раза ниже ( р < 0 , 0 5 ) 
соответствующего показателя у доно-
ров (4100). Абсолютное число глюко-
кортикоидных рецепторов типа II в 
лимфоцитах периферической крови 
больных также достоверно снижено. 
Если у доноров число рецепторов со-
ставляет 8,3-10° в 1 мм3 крови, то у 
больных острым холециститом — 2,ОХ 
Х Ю 6 . Концентрация кортизола в сы-
воротке крови больных существенно 
повышалась по сравнению с контро-
лем (табл. 2). Уровни холестерина, 
глюкозы и мочевины при остром хо-
лецистите были достоверно выше, чем 
в контроле (см. табл. 2). 

Согласно данным литературы [1, 
11], уровень глюкокортикоидных ре-
цепторов типа II в печени человека 
составляет 29 фмоль на 1 мг белка 
(хронический холецистит в стадии ре-
миссии) и 67 фмоль на 1 мг белка 
(практически здоровые люди). Сле-
довательно, в печени больных острым 
холециститом с предварительной чрес-
кожной транспеченочной микрохолеци-
стостомией наблюдается снижение 
уровня глюкокортикоидных рецепто-
ров типа II, основной причиной кото-
рого является повышение концентра-
ции глюкокортикоидов в крови Г16]. 
Повышение концентрации глюкокорти-
коидов в крови отмечено и в наших 
исследованиях. Характерной особен-
ностью эффекта глюкокортикоидов в 
печени следует считать усиление про-
цессов метаболизма [10]. Глюкокор-
тикоиды связываются с глюкокортико-
идными рецепторами типа II цито-
плазмы клеток печени, траислоциру-

ются в ядро клетки, стимулируют син-
тез матричной РНК, а последняя тран-
спортируется в цитоплазму клетки и 
служит матрицей для биосинтеза 
специфических белков, принимающих 
непосредственное участие в метабо-
лизме [20]. 

Более высокий уровень глюкокорти-
коидных рецепторов типа III в пече-
ночной ткани ложа желчного пузыря, 
по-видимому, связан с компенсатор-
ным восполнением рецепторов либо за 
счет биосинтеза новых молекул, либо 
за счет более активной стимуляции 
процессов чрезмембранного транспор-
та транскортина из крови в локально 
измененную ткань печени. Известно 
[4], что транскортиноподобные ре-
цепторы цитоплазмы, к числу которых 
причисляют и глюкокортикоидные ре-
цепторы типа III, выполняют анти-
глюкокортикоидную функцию, на-
правленную на снижение взаимодей-
вия истинных рецепторов с глюкокор-
тикоидами. Не исключено, что более 
высокий уровень глюкокортикоидных 
рецепторов типа III в цитоплазме тка-
ни при патологии может пролить свет 
на сложную проблему снижения уров-
ня транскортина в крови при раз-
личных экстремальных воздействиях 
[5]. Ранее это связывали только с 
протеолитическим действием фермен-
тов, уровень которых в крови при 
стрессе возрастает. Возможна кумуля-
ция транскортина не только в меж-
клеточных пространствах, но и в са-
мой цитоплазме [2]. 

Хотя механизм реализации глюко-
кортикоидного эффекта на уровне 
стероид-рецепторного взаимодействия 
в цитоплазме лимфоцитов сущест-
венно не отличается от такового 
для печени, конечный метаболический 
эффект глюкокортикоидов в лимфоид-
ной ткани принципиально отличается 
от гормонального эффекта в печени. 
Так, под влиянием глюкокортикоидов 
блокируется транспорт глюкозы в 
клетку, угнетается превращение глю-
козы в глюкозо-6-фосфат [12], ииги-
бируется бласттрансформация лимфо-
цитов [2]. Эти эффекты глюкокорти-
коидов опосредованы воздействием на 
рецепторы [15]. Под влиянием глю-
кокортикоидов снижается уровень глю-
кокортикоидных рецепторов типа II, 
которые также транслоцируются в яд-
ро лимфоцита и реализуют упомяну-
тые выше метаболические процессы. 
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Таким образом, уровень глюкокорти-
коидных рецепторов типа II в лимфо-
цитах является важным критерием 
ингибироваиия метаболизма в этих 
клетках под влиянием глюкокортикои-
дов. В лимфоцитах крови исследован-
ных больных обнаружено резко сни-
женное число глюкокортикоидных 
рецепторов типа II не только в одном 
лимфоците, но и в общем пуле лим-
фоцитов периферической крови. Из 
этого следует, что у больных острым 
холециститом с предварительной чрес-
кожной транспеченочной холецистосто-
мией, несмотря на проводимое консер-
вативное лечение, уровень метаболиз-
ма в лимфоцитах периферической кро-
ви резко снижен. Это обстоятельство 
требует особого внимания к мероприя-
тиям по профилактике гнойно-септи-
ческих осложнений у таких больных. 
Наиболее перспективными средствами 
для снижения и предупреждения лим-
фотического эффекта глюкокортикои-
дов являются природные и синтетиче-
ские антиглюкокортикоиды, активно 
конкурирующие с глюкокортикоидами 
за связывание на глюкокортикоидных 
рецепторах типа II лимфоцитов [3, 
15]. 
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LIVER TISSUE GLUCOCORTICOID RECEP-
TORS IN PATHOGENESIS OF ACUTE CHO-

LECYSTITIS 
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nov, V. V. Sktyarevsky 
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lic Health of the RSFSR, Moscow 

Cholecystectomy was carried out in-31 pa-
tients with acute cholecystitis within 5-7 days 
after percutaneous transliver microcholecysto-
tomy. During the operation biopsy was taken 
from bed of gallbladder and liver left lobe for 
histological studies. In a part of the biopsy 
material glucocorticoid receptors of the II and 
III types were studied, simultaneously with 
detection of some metabolites and cOrtisol in 
blood plasma. Glucocorticoid receptors of the 
II type were estimated in lymphocytes. Content 
of glucocorticoid receptors of the II type con-
stituted 20.1 fmole -mg- 1 of protein and 
16.0 fmole -mg- 1 of protein in liver cytosol and 
in liver bed of gallbladder, respectively; content 
of the receptors of the III type was equal to 
268.0 fmole m g - 1 and 329.0 fmole -mg- 1 of 
protein in liver tissue and in liver bed of gall-
bladder, respectively. In lymphocytes 1223 glu-
cocorticoid receptors of the II type were esti-
mated as compared with 4100 receptors in the 
cells of healthy persons. Distinct increase in the 
level of Cortisol, cholesterol, glucose and urea 
was observed in the patients, while total pro-
tein and protein fractions were similar to cont-
rol values. Possible role of glucocorticoid re-
ceptors in pathogenesis of acute cholecystitis 
is discussed. 
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Системные заболевания соединитель-
ной ткани — ревматоидный артрит 
(РА) , системная красная волчанка 
(СКВ) и системная склеродермия 
(ССД) — характеризуются сложным 
иммунопатогенезом, отличаются харак-
тером и степенью выраженности вос-
палительного процесса | 1, 5]. Важная 
роль пентозофосфатного пути обмена 
углеводов (ПФП) в тканевом метабо-
лизме как источника экстрамитохон-
дриального Н А Д Ф - Н , участвующего в 
разнообразных восстановительных 
биосинтезах, и пентозофосфатов 
строительных блоков нуклеотидов и 
нуклеиновых кислот, хорошо известна 
[6]. Менее изученными остаются воп-
росы участия П Ф П в развитии различ-
ного рода воспалительных реакций, 
хотя установлено, что воспалитель-
ный процесс сопровождается резким 
нарушением углеводного метаболиз-
ма, проявляющимся, в частности, в 
интолераитности к глюкозе, резистент-
ности к эндогенному и экзогенному ин-
сулину и т. п. [6, 11]. В литературе 
неоднократно подчеркивалось важное 
значение П Ф П при фагоцитозе и син-
тезе антител [26, 28]. По некоторым 
данным [2], выявляется корреляция 
между активностью транскетолазы 
(ТК) и продукцией антител к корпус-
кулярному антигену. Так, снижение 
активности ТК в селезенке крыс со-
провождается снижением титра агглю-
тининов в индуктивной фазе иммуно-
генеза. 

В свете изложенного значительный 
интерес представляет исследование ак-
тивности ферментов П Ф П в плазме и 
форменных элементах крови в патоге-
незе некоторых системных заболева-
ний соединительной ткани. 

М е т о д и к а 

Нами были обследованы 120 больных РА 
в возрасте от 25 до 50 лет, из них 100 жен-
щин и 20 мужчин. РА был классическим или 
определенным по критериям АРА. Актив-
ность РА соответствовала II—III степени, 
стадия II—IV. В группе больных СКВ было 

76 человек в возрасте от 17 до 45 лет, из них 
71 женщина и 5 мужчин. Диагноз заболева-
ния был достоверным, согласно критериям 
В. А. Насоновой. Активность СКВ соответст-
вовала II—III степени, при этом у 10 боль-
ных течение заболевания было острым, у 10 — 
подострым, у остальных — хроническим. Об-
следовано также 54 больных ССД. Все они — 
женщины в возрасте 21—49 лет. Активность 
заболевания I—III степени, течение подострое 
или хроническое. Во время экспериментов 
больные не получали противовоспалительных и 
гормональных средств. В качестве контроль-
ной группы было обследовано 75 здоровых 
доноров. 

Форменные элементы крови извлекали пу-
тем дифференциального центрифугирования 
20 мл венозной крови, используя в качестве 
антикоагулянта 3,8% раствор цитрата натрия. 
Эритроциты и тромбоциты выделяли, соглас-
но рекомендациям X. Бергмейера, с внесени-
ем соответствующих модификаций [10, 16, 18]. 
Лимфоциты и гранулоциты выделяли по мето-
дам ["15, 19], основанным на фракционирова-
нии клеток в градиенте плотности верографи-
на — фиколла. Препараты лимфоцитов и гра-
нулоцитов достигали 95% чистоты. Контроль 
за последней проводили с помощью фазово-
контрастной и световой микроскопии. 

Лизаты форменных элементов крови полу-
чали путем обработки их 1 % раствором диги-
тонина (15 мин при 4°С) с последующим 
центрифугированием в соответствующих ско-
ростных режимах [10, 15, 16, 19]. 

Определение активности ферментов и ин-
термедиатов окислительных и неокислитель-
ных реакций ПФП в плазме и лизатах фор-
менных элементов крови проводили при оп-
тимуме рН 7,4, оптимуме температуры 37 °С, 
насыщающей концентрации субстрата и в зо-
не линейной зависимости скорости фермен-
тативной реакции от концентрации ферментно-
го белка в пробе [8]. Активность глюкозо-6-
фосфагдегидрогеназы — Г-6-ФД (КФ 1.1.1.49) 
и 6-фосфоглюконатдегидрогеназы — 6-ФГД 
(КФ 1.1.1.44) определяли по методу [23]. 
В качестве исходного субстрата неокислитель-
ных реакций ПФП использовали препарат 
монофосфорного эфира рибозы, содержащий 
около 20% рибулозо-5-фосфата. По скорости 
убыли рибозо-5-фосфата в среде инкубации, 
содержащей анализируемый материал, харак-
теризовали суммарную активность пентозо-
фосфатметаболизирующих ферментов, обус-
ловленную каталитическим действием изоме-
разы (КФ 5.3.1.6) и эпимеразы (КФ 5.1.3.1) 
пентозофосфатов, а также транскетолазы 
(КФ 2.2.1.1), определяя рибозо-5-фосфат ор-
цинавым методом [24]. Седогептулозо-7-фос-
фат определяли по цветной реакции с цистеи-
ном при нагревании проб с концентрированной 
серной кислотой [20, 21] и судили об актив-
ности транскетолазы. 

40 



Т а б л и ц а 1 

Активность ферментов ПФП в плазме крони человека в норме и при некоторых системных заболева-
ниях соединительной ткани 

Г-6-ФД 6-ФГД тк 
Пентоз оф осф a v м ет а -
болизирующая ак-

тивность 
Условия опыта 

нмоль Н АДФ • Н/мин • мл 
нмоль седогептуло-
зо-7 -фосфата/мин X 

Хмл 
нмоль рибозо-5-фос-

фата/мин • мл 

Норма 
РА 

Р 
С К В 

Р 
ССД 

Р 
РА—СКВ 

0 , 1 6 ± 0 , 0 2 
0 , 3 2 ± 0 , 0 5 

< 0 , 0 1 
0 , 4 8 ± 0 , 0 3 

<0,001 
0 ,19±0 ,01 

> 0 , 0 5 
< 0 , 0 1 

0 ,12±0 ,01 
0,31 ± 0 , 0 8 
<0,02 

0 ; 4 4 ± 0 , 0 7 
<0,001 

0 , 1 2 ± 0 , 0 3 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

1 ,25±0,14 
13 ,0±0 ,43 
<0,001 

17 ,4±0 ,3 
<0,001 

2 ,47±0 ,11 
<0,001 
<0,001 

5 , 9 б ± 0 , 4 3 
8 7 , 9 ± 1 , 4 

<0,001 
8 9 , 6 ± 1 , 7 

<0,001 
1 8 , 9 ± 0 , 3 
<0,001 
> 0 , 0 5 

Гемоглобин определяли гемоглобинцианид-
ным методом с применением ацетон-циангид-
рина |13]. Белок анализировали по методу 
[25]. 

Экспериментальные данные обработаны 
статистически, при этом был принят 95% 
уровень достоверности. 

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

При РА и СКВ значительно возрас-
тает активность ферментов П Ф П в 
плазме крови (табл. 1). При этом ак-
тивность Г-6-ФД и 6 - Ф Г Д при РА уве-
личивается в среднем в 2—2,5 раза , а 
при С К В соответственно в 3—3,7 ра-
за. Особенно возрастает активность не-
окислительных ферментов ПФГ! в 
плазме крови при этих заболеваниях: 
так, активность ТК при РА и С К В 
увеличивается соответственно в 13—17 
раз, а о б щ а я активность ферментов 
метаболизма пентозофосфатов возрас-
тает при этом в среднем в 15 раз. 

м 
0,05 

0Д< 

0.03 
0.02 
0.01 м 

5 

4 

3 

2 
1 

/234 

II 111 IV Г 

[И 

ш 
1234 1234 1234 1234 

Соотношение активности окислительных и не-
окислительных ферментов в плазме и формен-

ных элементах крови. 
По оси абсцисс: / — в норме; 2 — при РА; 3— при 
СКВ; 4 — при ССД. По осям ординат: соотношения 
суммарной активности дегидрогеназ ПФП и общей 
пентозофосфатметаболизирующей активности (ц). 
/ — плазма крови; / / — эритроциты; / / / — тромбоци-

ты; IV — лимфоциты; V — гранулоциты. 

Напротив, при С С Д не было выяв-
лено статистически достоверных отли-
чий активности дегидрогеназ П Ф П от 
уровня нормы, а активность неокисли-
тельных ферментов при этом оказыва-
ется повышенной в 2—3 раза (см. 
табл. 1). 

Соотношение активности ключевых 
ферментов П Ф П окислительного и не-
окислительного звена Г-6-ФД/ТК в 
плазме крови больных РА и С К В при-
мерно в 5 раз ниже наблюдаемого у 
здоровых людей и в 3 раза ниже, чем 
у больных ССД. Эти данные свиде-
тельствуют об интенсификации про-
цесса утилизации фосфорных эфиров 
пентоз в крови преимущественно за 
счет увеличения содержания неокисли-
тельных ферментов П Ф П (см. рису-
нок) , происходящего, по-видимому, 
вследствие выхода их из пораженных 
тканей. Известно, например, что раз-
личные заболевания , в патогенезе ко^ 
торых участвует иммунопатологиче-
ский компонент (РА, СКВ, ССД, рев-
матизм и др.)» отличаются вовлечени-
ем в патологический процесс целых 
систем органов, прежде всего сердеч-
но-сосудистой системы, печени, почек. 

Возможно, что накапливающиеся в 
крови больных РА и С К В продукты 
деградации тканей, медиаторы воспа-
ления и другие факторы активируют 
ферментные системы форменных эле-
ментов крови. В эритроцитах больных 
РА и СКВ наблюдается повышенная 
(в среднем в 2 - 3 раза ) активность 
дегидрогеназ П Ф П и ТК (табл. 2) . 
Активность ферментов окислительного 
звена П Ф П является важным факто-
ром поддержания структурной целост-
ности эритроцитов. Н о р м а л ь н а я актив-
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Т а б л и ц а 1 
Активность ферментов ПФП в плазме крони человека в норме и при некоторых системных заболева-

ниях соединительной ткани 

Условия опыта Г-6-ФД 6-ФГД тк 
Пентозофосфатмета-

болизирующая актив-
ность 

Норма 9 , 3 ± 0 , 4 8,6=1=0,3 3 , 6 ± 0 , 4 7,2=1=0,3 
РА 18,5=1=0,4 8 , 0 ± 0 , 3 6,5=1=0,4 2 1 , 5 ± 0 , 7 

р < 0 , 0 0 1 > 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
С К В 2 1 , 1 ± 0 , 7 9 , 4 ± 0 , 1 9,7=1=0,9 23,6=1=0,4 

р < 0 , 0 0 1 > 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
ССД 11,01=1=0,6 9,2=1=0,3 4,5=1=0,7 16,2=1=0,7 

P < 0 , 0 2 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 <0",001 

П р и м е ч а н и с. Активность выражена : для дегидрогеназ ПФП — в нмоль Н А Д Ф - Н за 
1 мин на 1 мг гемоглобина; для Т К — в нмоль седогептулозо-7-фосфата за 1 мин на 1 мг гемогло-
бина; пентозофэсфатметаболизирующая активность — в нмоль рибозо-5-фосфата за 1 мин на 1 мг 
гемоглобина. 

ность Г-6-ФД, глутатионредуктазы и 
мстгемоглобинредуктазы предотвраща-
ет преждевременный гемолиз эритро-
цитов, интенсивно восстанавливая мет-
гемоглобин в гемоглобин д а ж е при 
введении ядов, химических агентов или 
лекарственных препаратов сильного 
окислительного действия, таких как 
сульфаниламиды, салицилаты, целый 
ряд других нестероидиых противовос-
палительных агентов, применяемых в 
терапии системных заболеваний соеди-
нительной ткани, а также при бактери-
альной и вирусной инфекции, диабети-
ческом ацидозе и уремии. Фактически 
уровнем активности дегидрогеназ П Ф П 
эритроцитов, а точнее, степенью их 
устойчивости к ингибирующему эф-
фекту Н А Д Ф - Н и АТФ определяется 
способность красных кровяных клеток 
участвовать в генерации Н А Д Ф - Н 
для поддержания необходимой кон-
центрации глутатиона [7, 22]. 

Соотношения суммарной активности 
дегидрогеназ П Ф П и общей пеитозо-

фосфатметаболизирующей активности 
(величины р) являются, по нашему 
мнению, одним из возможных показа-
телей соотношения окислительных и 
неокислительных реакций ПФП. Так, 
в эритроцитах больных РА, СКВ и 
ССД величина р, примерно вдвое ни-
же нормы (см. рисунок). Такое состоя-
ние ферментного аппарата П Ф П в 
эритроцитах при РА, СКВ и ССД, воз-
можно, неблагоприятно для резистент-
ности эритроцитов и вносит определен-
ные изменения в соотношения зрелых 
и старых форм эритроцитов. По-види-
мому, этим можно объяснить, отчасти, 
появление анемий, которые нередко 
могут сопровождать системные заболе-
вания соединительной ткани [12], а 
также возникновение различных нару-
шений реологических характеристик 
крови (замедление или стазирование 
кровотока, внутрисосудистая агрега-
ция эритроцитов). 

Тромбоциты, как известно, «являют-
ся связующим звеном между системой 

Т а б л и ц а 3 

Активность ферментов ПФП в тромбоцитах человека в норме и при некоторых системных заболева-
ниях соединительной ткани 

Условия опыта Г-6-ФД 6-ФГД тк 
Пентозофосфатмета-

болизирующая актив-
ность 

Норма 2 6 , 5 ± 8 , 6 5,76={=0,9 7,12=1=0,45 20,5=fc0,9 
РА 52,4=Ы,3 10,7=1=0,5 15 ,9±0,1 70,1 ± 1 , 2 

Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
С К В 62,4=1=0,9 12,4=1=0,3 19,9=1=0,2 77 ,9±2 ,4 

р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
ССД 28,9=1=0,7 9 , 4 ± 0 , 5 8,94=1=0,35 127,7±9,6 

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

П р и м е ч а и и е. Активность здесь и в табл. 4 и 5 выражена: для дегидрогеназ ПФП — в нмоль 
Н А Д Ф ' Н за 1 мин на 1 мг белка; для Т К — в нмоль седогептулозо-7-фосфата за 1 мин на 1 мг бел-
ка; пентозофосфатметаболизиругащая активность — в нмоль рибозо-5-фосфата за 1 мин на 1 мг белка. 
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Т а б л и ц а 1 
Активность ферментов ПФП в плазме крони человека в норме и при некоторых системных заболева-

ниях соединительной ткани 

Условия опыта Г-6-ФД 6-ФГД т к 
Пентозофосфатмета-

болизирующая актив-
ность 

Норма 197,5±21,9 5 4 , 8 ± 2 , 7 90,6=1=8,5 210,1 ± 8 , 4 
РА 610 ,0±37 ,5 165,0±9,7 120,9=1=8,9 176,1 ± 9 , 7 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 2 < 0 , 0 2 
С К В 721,7±49,6 2 0 7 , 9 ± 10,6 154,8=1= 11,6 422 ,5±34 ,7 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 
ССД 269,9±27,1 117,6=1=17,9 104,6=1=23,1 416 ,7±29 ,3 

р < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 
/ ;РА-СКВ > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 

комплемента и гуморальными факто-
рами гемостаза» [9]. Активность фер-
ментов П Ф П в норме в тромбоцитах 
в 10—20 раз выше, чем в эритроци-
тах, хотя доля участия ПФП в общем 
метаболизме глюкозы в тромбоцитах 
составляет не более 12—25% [27]. 
По нашим данным (табл. 3), актива-
ция дегидрогеназ ПФП, а также не-
окислительных ферментов П Ф П при-
водит к достоверному снижению зна-
чения р в тромбоцитах при РА и СКВ 
(см. рисунок). При ССД статистиче-
ски достоверно возрастает только об-
щая пентозофосфатметаболизирующая 
активность тромбоцитов (см. т абл .3 ) . 
Так, если при РА и СКВ скорость ме-
таболизма фосфопентоз увеличивается 
в тромбоцитах в среднем в 3,5 раза, то 
при ССД она возрастает в 6 раз по 
сравнению с уровнем нормы, при этом 
значение р снижается втрое (см. ри-
сунок). Следовательно, при РА, СКВ 
и ССД суммарная активность дегидро-
геназ Г1ФП в тромбоцитах оказывает-
ся меньше, чем соответствующая им 
суммарная активность ферментов ме-
таболизма пентозофосфатов. Следстви-
ем активации дегидрогеназ ПФП в 
тромбоцитах при РА и СКВ является 
интенсивное включение Н А Д Ф - Н в це-

лый ряд восстановительных биосинте-
зов, в том числе таких важнейших 
именно для кровяных пластинок, как 
биосинтез жирных кислот — потенци-
альных источников энергии тромбоци-
тов, биосинтез простагландинов, про-
стациклинов и др. 

Полученные нами данные согласу-
ются с клиническими наблюдениями о 
наличии у больных ревматологически-
ми заболеваниями гиперкоагуляции 
разной степени выраженности, актива-
ции тромбопластииа, повышенной аг-
регации тромбоцитов в микроцирку-
ляторном русле. Высокая активность 
ферментов обмена пентозофосфатов в 
тромбоцитах при ССД может быть 
следствием и происходящих глубоких 
изменений во всех фазах свертывания 
крови с превалированием гиперкоагу-
ляциониых сдвигов, позволяющих счи-
тать, что при ССД происходит диссе-
минированное виутрисосудистое свер-
тывание крови [3]. 

При общем возрастании активности 
ферментов ПФП в лимфоцитах при 
РА, СКВ и ССД (табл. 4) отмечается 
статистически достоверное изменение 
соотношения окислительных и неокис-
лительных реакций П Ф П только при 
РА и СКВ (см. рисунок). Причем ве-

T а б л и ц а 5 
Активность ферментов ПФП в гранулоцитах человека в норме и при некоторых системных заболева-

ниях соединительной ткани 

Условия опыта Г-6-ФД 6-ФГД т к 
Пентозофосфатмета-

болизирующая актив-
ность 

Норма 220 ,4±45 ,6 79 ,3±2 ,1 102,4±21,7 2 3 9 , 8 ± 13,9 
РА 780 ,5±51 ,4 5 1 7 , 6 ± 11,9 356,1 ± 2 7 , 3 386,3 ± 2 9 , 4 

р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
СКВ 1035,9±94,2 935,4 ± 9 , 7 401 ,7±27 ,9 6571 ,0± 197,6 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 
ССД 280 ,4±23 ,7 100,7±9,4 122,7±9,8 614 ,7±24 ,3 

р > 0 , 0 5 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 
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личина р, при РА в лимфоцитах воз-
растает в среднем в 3,7 раза, а при 
СКВ — соответственно в 2 раза. По-ви-
димому, это связано с общей стимуля-
цией эффекторных механизмов лимфо-
цитов периферической крови, происхо-
дящей в ходе иммуновоспалительного 
процесса при РА и СКВ. В частности, 
активация ПФП в лимфоцитах при 
РА и СКВ вызвана усилением антите-
логенеза, участием лимфоцитов в ре-
акциях гиперчувствительиости замед-
ленного типа в ответ на иммунокомп-
лексную патологию, в ходе которых 
происходит продукция лимфокинов. 

При общем возрастании активности 
ферментов П Ф П в форменных элемен-
тах крови при РА и СКВ наиболее 
резкие сдвиги активности этих фермен-
тов наблюдаются в гранулоцитах 
(табл. 5). Объясняется это прежде 
всего активацией фагоцитарной дея-
тельности указанных клеток, которая 
всегда сопровождается резким воз-
растанием скорости протекания окис-
лительно-восстановительных реакций, 
усиленной продукцией ряда высокоак-
тивных форм кислорода (супероксид-
ный радикал, Н 2 0 2 , гидроксильный 
радикал и др.) и возрастанием скоро-
сти утилизации глюкозы по ПФП. По 
некоторым данным [17], при РА на-
блюдается значительная интенсивность 
хемилюминесценции полиморфонукле-
аров под воздействием иммунных 
комплексов, которые в дальнейшем де-
стабилизируют клеточные и лизосо-
мальные мембраны и способствуют 
выходу в кровь катионных белков. 

При ССД, однако, в гранулоцитах 
обнаруживается высокая пентозофос-
фатметаболизирующая активность, 
превышающая норму в 2,6 раза. 
Уровень активности других исследо-
ванных ферментов ПФГТ |при этом 
практически не отличается от конт-
рольных значений. Расчет величины р 
показал, что при РА она возрастает 
в 2,7 раза, а при СКВ и ССД снижа-
ется соответственно в 4,2 и 2 раза. 
По-видимому, объяснить названные 
факты можно за счет различия лей-
кергических свойств гранулоцитов при 
данных заболеваниях. Так, при РА 
происходит усиление агломерации 
этих клеток, а при СКВ и ССД реак-
ция агломерации снижается [14]. 

Итак, в настоящей работе установ-
лены особенности протекания окисли-
тельных и неокислительных реакций 

П Ф П в плазме и форменных элемен-
тах крови при изучаемых системных 
патологиях соединительной ткаии. При 
РА и СКВ отмечена корреляция меж-
ду нарастанием активности ферментов 
П Ф П в плазме и форменных элемен-
тах крови (см. табл. 1—5) и степенью 
выраженности воспалительного про-
цесса. 

Можно рекомендовать использовать 
вычисление значения р для лимфоци-
тов и особенно для гранулоцитов 
больных РА, СКВ и ССД в клиниче-
ской практике для постановки диффе-
ренциального диагноза. 

Объяснение полученных нами экспе-
риментальных данных по активности 
ферментов П Ф П при рассмотренных 
системных патологиях соединитель-
ной ткани следует искать, исходя из 
патогенетических механизмов пере-
стройки нейрогормональиой регуляции 
метаболизма при РА, СКВ и ССД. 
Ведущая роль в патогенезе системных 
заболеваний соединительной ткани 
принадлежит, по-видимому, парасим-
патическим механизмам [5]. 

Есть основания считать, что симпа-
тическая и парасимпатическая нерв-
ные системы оказывают реципрокное 
регулирующее влияние на ферменты 
ПФП, о чем свидетельствуют разно-
направленные сдвиги активности окис-
лительных ферментов ПФП, наблюда-
емые в печени при десимпатизации и 
ваготомии [4]. Симпатическая нерв-
ная система (более молодая филогене-
тически) ингибирует ПФП, а парасим-
патическая (более древняя) стимули-
рует. I 

Было бы ошибочным, однако, счи-
тать, что между симпатической и па-
расимпатической нервными системами 
всегда существуют антагонистические 
взаимоотношения. При протекании оп-
ределенных физиологических или же 
патологических процессов эти систе-
мы, поддерживая гомеостаз, действу-
ют как синергисты и в отношении фер-
ментов ПФП. 

Обсуждая регулируемость фермен-
тов ПФП со стороны нервной систе-
мы, следует отметить важную роль 
лимбической системы в регуляции ве-
гетативных функций. Лимбическая сис-
тема (или висцеральный мозг), вклю-
чая эффекторную зону-гипоталамус, в 
значительной мере ответственна за 
поддержание гомеостаза в организме, 
что достигается посредством регуля-
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ции висцеро-рецептивной импульсации, 
осуществляющей деятельность внут-
ренних органов и рефлекторную связь 
между ними, и секреторной активности 
эндокринных желез. Биохимическая 
основа этих церебро-висцеральных 
взаимоотношений хорошо прослежива-
ется для ферментов П Ф П при имму-
нопатологических нарушениях, в част-
ности, при исследованных нами систем-
ных заболеваниях соединительной тка-
ни. 
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PENTOSE PHOSPHATE PATHWAY OF CAR-
BOHYDRATE METABOLISM IN SOME SYS-
TEMIC IMPAIRMENTS OF CONNECTIVE 

TISSUE 

V. I. Shishkin, G. V. Kudryavtseva, S. A. Ma-
karov 

Institute for Postgraduate Training of Physi-
cians, Leningrad 

Ratios of activities of oxidative and nonoxi-
dative enzymes involved in the pentose phosp-
hate pathway of carbohydrate metabolism were 
altered in blood plasma and cells of the pa-
tients with systemic impairments of connective 
tissue. In rheumatoid arthritis and systemic 
lupus erythematosus the enzymatic activity was 
increased in blood plasma and cells, while the 
most distinct activation of the enzymes was 
found in granulocytes. In systemic scleroderrnia 
total activity of the enzymes involved in meta-
bolism of pentose phosphates in granulocytes 
exceeded 2.6-fold their values under conditions 
of normal state, whereas activities of the other 
enzymes studied remained near normal values. 
Calculation of ratios (p value) between activi-
ties of the pathway oxidative and nonoxidative 
enzymes showed that the |ii value was increased 
2.7-fold in rheumatoid arthritis, while this value 
was decreased in lupus erythematosus and 
systemic scleroderrnia 4.2- and 2-fold, respecti-
vely. The |x values, calculated on the basis of 
estimation of total activity of dehydrogenases 
from pentose phosphate pathway and total 
pentose phosphate metabolizing activity, might 
serve as a convenient diagnostic criterion for 
estimation of the ratio between activities of 
oxidative and nonoxidative enzymes involved in 
pentose phosphate pathway in granulocytes used 
for differential diagnosis of systemic impair-
ments of connective tissue (rheumatoid arthri-
tis, lupus erythematosus and systemic sclero-
derrnia). 
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О МЕХАНИЗМАХ ИЗМЕНЕНИЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 
ТРОМБОЦИТОВ К ПРОСТАЦИКЛИНУ У БОЛЬНЫХ 

ЦЕРЕБРОВАСКУЛЯРНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 

Республиканский диагностический центр Минздрава Армянской ССР, Ереван 

Развитие тромбоцитариых дисфунк-
ций является одним из важных эле-
ментов патогенеза сердечно-сосудистых 
заболеваний, связанного с атеро- и 
тромбогенезом, реологическими рас-
стройствами, изменениями сосудистого 
тонуса и т. д. [2]. В нормальных ус-
ловиях дисфункции тромбоцитов пре-
пятствует ряд физиологических факто-
ров, среди которых ведущее значение 
принадлежит простациклину (ПГ12), 
синтезирующемуся в сосудистой стен-
ке, легких, почках [5]. ПГ12 является 
мощным антиагрегантом, подавляет ре-
акцию высвобождения тромбоцитов, 
вызывает разрушение уже образовав-
шихся агрегатов, а также дает силь-
ный сосудорасширяющий эффект [6]. 
Однако при патологии, в частности 
при коронарных и церебральных дис-
циркуляциях, эффективность воздей-
ствия ПГ12 на тромбоциты снижается, 
что рассматривается как одна из при-
чин возникновения сосудистых ката-
строф [1, 10]. До сих пор причины из-
менения чувствительности тромбоци-
тов к воздействию П П 2 остаются не-
ясными. 

Целью настоящей работы явилось 
исследование роли изменений связыва-
ния ПГ12 тромбоцитами в механизмах 
нарушений его влияния на их функци-
ональное состояние у больных цереб-
роваскулярными заболеваниями. 

М е т о д и к а 

Обследовано 25 больных с дисциркулятор-
ной энцефалопатией на фоне церебрального 
атеросклероза и его сочетаний с артериальной 
гипертензией, а в качестве контроля — 25 здо-
ровых лиц. Возраст обследованных колебался 
от 35 до 60 лет. 

Агрегацию тромбоцитов под действием 
АДФ (10_ 5М) оценивали на агрегометре 
«Payton» (США). Антиагрегантный эффект 
ПГ12 измеряли в процентах от исходной аг-
регации, используя ПП2 в концентрации 
2,5 иг/мл, близкой к величине ЭД75 для его 

антиагрегаитного эффекта на тромбоцитах 
здоровых лиц. 

При исследовании связывания простаглан-
динов (ПГ) на мембранах тромбоцитов ис-
пользовали метод [9]. Поскольку, по данным 
разных авторов, ПГ12 и ПГЕ! имеют на мемб-
ране тромбоцитов общий рецептор, состояние 
рецепторов для П П 2 исследовали по вытес-
нению им 14С-ПГЕ1, предварительно связан-
ного с тромбоцитами [9]. Связывание 14С-ПГЕ1 
проводили при его добавлении в концентра-
ции 72 нМ к суспензии тромбоцитов, содер-
жащей (3—5)-105 клеток в 1 мкл. Разделение 
суспензии для оценки количеств связанного и 
несвязанного лиганда осуществляли методом 
быстрой фильтрации. При исследовании вы-
теснения лиганда ПГ12 последний добавляли 
в концентрациях 10~9 — 10 - 7М. Анализ ре-
зультатов проводили, используя величины спе-
цифического связывания, определяемые в 
присутствии 1000-кратного избытка немечено-
го лиганда. Специфическое связывание состав-
ляло 70—80% от общего связывания. Констан-
ту диссоциации (Кдис) и число мест связыва-
ния (N) рассчитывали с помощью графическо-
го метода [7]. 

Связывающую способность цАМФ-зависи-
мых протеинкиназ тромбоцитов определяли 
методом ультрафильтрации на мембранных 
фильтрах «Миллипор» [3, 4]. Тромбоциты 
разрушали замораживанием — оттаиванием, 
затем гомогенизировали в буфере Михаэлиса 
с добавлением ЭГТА (1 мМ), после чего сус-
пензию фильтровали и диализовали в течение 
12 ч [3]. Концентрация белка в пробах состав-
ляла 1—1,5 мг/мл. 3Н-цАМФ добавляли в про-
бу В концентрациях ОТ 10~9 ДО 10_8М. Кдис И 
число центров связывания цАМФ рассчитыва-
ли по графикам Лайнуивера — Берка. 

Радиоактивность проб измеряли на сцин-
тилляционном счетчике «Mark-Ш», США. 

Использованы , 4 С-ПГЕ 1 а и 3Н-цАМФ 
(«Amersham», Англия), П П 2 («Sigma», США), 
ПГЕ, и 6-кето-ПГР,а («Upjohn Со.», США), 
ЭГТА («Fluka», Швейцария), остальные реак-
тивы — отечественного производства. 

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

Анализ распределений аитиагрегант-
ной активности ПГ12 у здоровых лиц и 
больных с дисциркуляторной энцефа-
лопатией показал, что в обеих груп-
пах она варьирует в широких преде-
лах, но в группе больных превалиру-
ют лица с низкой чувствительностью 
тромбоцитов к ПГ12 (табл. 1). На ос-
нове полученных данных были выделе-
ны группы лиц с высокой и низкой 
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Т а б л и ц а 1 
Действие ПГ12 в концентрации 2,5 мг/мл на агре-
гацию тромбоцитов у здоровых и больных дис-

циркуляторной энцефалопатией (п -25) 

100 -

Группа обследован-
ных 

Аитиагрсгантный эффект 
ПП12 , % от исходной вели-

чины агрегации Группа обследован-
ных 

> 9 0 |э0 — 50 50 — 20 < 2 0 

Больные дисцир-
куляторной энце-

9 12 фалопатией 1 3 9 12 
Здоровые (я=25) 7 12 5 1 

П р и м е ч а н и е . Указано число лиц. 

чувствительностью тромбоцитов к 
ПГ12 и исследовано его связывание 
с кровяными пластинками этих боль-
ных (табл. 2) . 

Исследование вытеснения 14С-ПГЕ1 
из связи с рецепторами показало, что 
ПГ12 и немеченый ПГЕ1 подавляют 
его связывание практически одинаково 
(рис. 1). ЭД5о для ПГ12 оказалась да-
ж е несколько более низкой, чем для 
ПГЕ! (2,2-10"8 и 5,9- 10~8М соответст-
венно), что свидетельствует о боль-
шем средстве рецепторов к ПГ12. При 
этом стабильный, но неактивный мета-
болит П П 2 — 6 -кето-ПГР 1 а — р е з к о 
уступает им по способности подавлять 
связывание лиганда (см. рис. 1). Спо-
собность П П 2 вытеснять меченый 
ПГЕ1 из его связи с рецепторами счи-
тается доказательством того, что ан-
тиагрегантный эффект этих агентов 

Рис. 1. Влияние 
П П 2 (1), ПГЕ2 
(2) и б-кето-nTFi 
(<?) на связывание 
14С-ПГЕ, с тром-
боцитами челове-

ка. 
Приведены средние 
результаты 5 опытов. 
По оси ординат —. 
подавление связыва-
ния (% от исходной 
величины), по оси 
абсцисс — отрица-
тельный логарифм 

концентрации. 

реализуется через общие рецепторы 
[2, 9] . 

Оценка процессов связывания в 
координатах Скетчарда показала , что 
графики не линейны, а имеют отчетли-
вый излом (рис. 2) . Это свидетельст-
вует о наличии двух типов центров 
связывания П П 2 с различным сродст-
вом к этому агенту. Представления о 
двух типах центров связывания для 
ПГ12 и ПГЕ1 (или двух состояниях 
одного р е ц е п т о р а ) — в ы с о к о - и низко-
аффинных — соответствуют данным 
литературы [8, 9] . Анализ состояния 
этих рецепторов у лиц с различной 
реактивностью тромбоцитов показал, 
что у больных с церебральными дисге-
миями с низкой чувствительностью 
тромбоцитов к П П 2 наблюдаются не-
достоверное увеличение Кдис, свиде-
тельствующее о некотором понижении 

Т а б л и ц а 2 
Параметры связывания ПГ12 и цАМФ в тромбоцитах человека (Mdbm) 

Группа обследован-
ных 

Антиагрегантный 
Связывание ПГ12 тромбо-

цитами 
Связывание цАМФ проте-

инкиназами 
Группа обследован-

ных эффект ПГ1о 
(2,5 иг/мл), % 

Кдис' , 0 " ' м число рецепторов 
на 1 тромбоцит К д и с 1 0 " ' м 

число рецепто-
ров, пмоль на 

1 мг белка 

Здоровые лица с 
высокой чувствитель-
ностью тромбоцитов 
к ПГ12 (/г=12) 

Больные дисцирку-
ляториой энцефало-
патией с низкой чув-
ствительностью тром-
боцитов к ПГ12 
(п= 17): 

1-я подгруппа 
(п= 11) 
2-я подгруппа 
(п=6) 

88,0=1=3,9 

10,8d=3,5** 

16,8±6,3** 

3 2 , 7 ± 2 , 5 

41 ,8±3 ,0 

35 ,7±3 ,2 

701,6±18,1 

272,7=1=28,5* 

677,5±10,5 

0,435=1=0,02 

0,450=1=0,01 

0,410=1=0,02 

0,57=1=0,04 

0,43 ± 0 , 0 4 

0,26=1=0,01* 

П р и м е ч а н и е. Звездочками отмечены параметры, достоверно отличающиеся от контроль 
ных: одна — р < 0 , 0 5 , две — /?<0,01. 
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Рис. 2. Исследование связывания ПГ12 и 
цАМФ в тромбоцитах у здорового человека с 
высокой чувствительностью тромбоцитов к 
ПГ12 ( / ) и у больного дисциркуляторной эн-
цефалопатией с низкой чувствительностью (2). 
а — исследование конкурентного подавления связы-
вания и С-ПГЕ| нозрастающими концентрациями 
ПГ12 ( Ю - 9 — Ю-7 М) в координатах Скетчарда. По 
оси ординат — отношение связанного и свободного 
лиганда (• 103); по оси абсцисс — концентрация 
связанного лиганда (в пмоль-102) ; б — зависимость 
связывания 3Н-цЛМФ протеинкиназами от его кон-
центрации в среде в двойных обратных координатах. 
По оси ординат — обратная величина количества 
связанного лиганда, по оси абсцисс — обратная ве-

личина концентрации лигаида. 

сродства к лиганду, и существенное 
снижение числа центров связывания, 
особенно высокоаффинных (см. табл. 
2, рис. 2). При этом интересно отме-
тить, что у одного обследуемого из 
группы здоровых, у которого антиаг-
регантный эффект ПГ12 был низок, 
картина связывания ПГ12 изменялась 
аналогичным образом (Кдис = 49,2Х 
Х Ю " 9 М, N = 1 7 5 ) , а с другой сторо-
ны, у одного из обследованных боль-
ных, у которого эффект П П 2 был 
полностью сохранен, параметры свя-
зывания были близки к контрольным 
( К д и с = 3 6 , 9 - Ю - 9 М , N = 6 8 0 ) . 

Отчетливое понижение характерис-
тик высокоаффинного связывания 
П П 2 наблюдалось только у 11 (1-я 
подгруппа) из 17 больных с понижен-
ной чувствительностью тромбоцитов к 
ПГ12; у остальных они были близки к 
контрольным цифрам (см. табл. 2). 
По-видимому, в этом случае снижение 
эффективности воздействия ПГ12 свя-
зано с иными причинами. 

С целью поиска других факторов, 
влияющих на тромбоцитарные эф-
фекты П П 2 , было оценено состояние 
связывания цАМФ с тромбоцитарны-
ми протеинкиназами. Выбор этого на-
правления исследований обусловлен 
тем, что в механизмах антиагрегантно-
го действия ПГ12 ведущее значение 
придается увеличению внутритромбо-
цитарной концентрации цАМФ [2, 5,6, 
9]. Реализация же эффектов последне-
го во многом определяется особенно-
стями его взаимодействия с цАМФ-за-

висимыми протеинкиназами, которое 
часто нарушается при патологических 
состояниях [3, 4]. Как показало про-
веденное исследование, у лиц без на-
рушений связывания ПГ12 (6 человек; 
2-я подгруппа) наблюдается пониже-
ние числа центров связывания цАМФ 
при незначительных изменениях 
Кдис (см. табл. 2, рис. 2). Интересно 
отметить, что в 1-й подгруппе лиц с 
нарушениями связывания П П 2 пара-
метры связывания цАМФ в основном 
соответствовали контрольным величи-
нам. Лишь у 4 человек они были нару-
шены в той же степени, что и во 2-й 
подгруппе. Важно то обстоятельство, 
что у всех этих лиц степень подавле-
ния антиагрегаитного эффекта ПГ12 
была максимальной. 

Таким образом, проведенное иссле-
дование позволило впервые идентифи-
цировать 2 типа изменений чувстви-
тельности тромбоцитов к ведущему 
физиологическому регулятору — П П 2 . 
При первом типе нарушена организа-
ция рецепторного аппарата ПГ12 на 
мембранах кровяных пластинок, при 
втором — антиагрегантное воздействие 
цАМФ, что обусловлено изменениями 
связывания последнего с протеинкина-
зами. При этом у определенной кате-
гории лиц возможен сочетанный (сме-
шанный) тип, включающий оба опи-
санных выше и приводящий, по-видимо-
му, к наиболее глубокому угнетению 
антиагрегаитного воздействия П П 2 . 
Все это может сыграть важную роль 
в развитии внутрисосудистых дисфунк-
ций тромбоцитов. Механизмы этих 
дисфункций у различных больных мо-
гут быть неодинаковыми и соответст-
венно неодинаковы должны быть и пу-
ти корригирующего воздействия. 
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BOCYTES TO THE ANTI AGGREGATION 
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Sensitivity of thrombocytes to the antiaggre-
gation effect of prostacycline was decreased in 
patients with dyscirculatory encephalopathy, 
which occurred in response to, at least, two 
reasons: a decrease in content of highly affi-
nity receptors of prostacycline on thrombocyte 
membranes and as a result of impairment in 
binding ability of the thrombocyte protein 
kinases. Combination of both these factors was 
also possible, which caused especially distinct 
impairments in the prostacycline control of the 
thrombocyte functions. 
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Е. В. Солодова 

СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ И Л И П ИДСВЯЗЫ ВАЮЩАЯ 
СПОСОБНОСТЬ ФИБРИНОГЕНА И 7-ГЛОБУЛ И НОВ ПЛАЗМЫ 

КРОВИ ПРИ ВИТАМИН-О-ДЕФИЦИТНОМ РАХИТЕ 

Институт биохимии им. А. В. Палладина АН УССР, Киев 

Известно, что заболевание рахитом 
сопровождается глубокими наруше-
ниями биосинтеза липидов, что приво-
дит к изменению их содержания в 
плазме крови и индивидуальных бел-
ках плазмы крови [,5, 15, 16]. 

Особый интерес представляет изу-
чение связи липидов со специфически-
ми белками (фибриноген и у-глобули-
ны), содержание которых в плазме 
крови высоко и свойства которых мо-
гут изменяться вследствие обогащения 
их липидными компонентами [4, 18] 
при различных заболеваниях. 

При экспериментальном атероскле-
розе наиболее ранние изменения на-
блюдаются в фибриногене, где значи-
тельно увеличивается содержание ли-
пидных компонентов [4]. В атероскле-
ротических бляшках появляется пато-
логический фибриноген с очень низ-
кой степенью растворимости [18]. 
Можно предположить, что уменьшение 
растворимости фибриногена является 
следствием его обогащения гидрофоб-
ными соединениями. 

При экспериментальном D-гиповита-
минозе значительно увеличивается со-
держание липидов, связанных с имму-
ноглобулинами и фибриногеном |2 ] . 
Изменение содержания липидов, свя-
занных со специфическими белками, 
дает основание предположить сущест-
венную роль липидов в тех процессах, 
которые осуществляются с помощью 

этих белков. Связываясь с белками, 
липиды, отличающиеся многообрази-
ем структурных форм, могут по-разно-
му влиять на их конформацию и био-
логические свойства [3]. В то же вре-
мя липидсвязывающая способность 
белков во многом предопределяется их 
структурой. 

В связи с указанным представилось 
важным исследовать у больных рахи-
том детей липидсвязывающую способ-
ность и структурные особенности фиб-
риногена и у-глобулииов плазмы кро-
ви, которые могут приводить к нару-
шениям их функциональной активно-
сти. 

М е т о д и к а 

Под наблюдением находилось 60 детей в 
возрасте от 4 до 12 мес. Из них 15 были 
здоровы и составляли контрольную группу, 
45 имели рахит II степени тяжести в перио-
де разгара заболевания. Диагноз устанавлива-
ли на основании клинико-биохимического 
обследования [13]. У больных рахитом детей 
содержание кальция в сыворотке крови со-
ставляет 1,8=Ы,1 ммоль/л против 2,60± 
±0,05 ммоль/л у здоровых, неорганического 
фосфора — 1,10±0,05 моль/л против 1,8=Ь 
±0,1 ммоль/л у здоровых детей. Активность 
щелочной фосфатазы увеличивается от 
208=t 16 Е/л у здоровых детей до 446=1=63 Е/л 
у больных рахитом. Уровень активных мета-
болитов витамина D3 у здоровых детей со-
ставляет 47,4±2,4 иг/мл для 25 (OH)D3 , 
6,1 ±1 ,6 иг/мл для 24,25 (ОН) D3 и 69,7=1= 
+-4,6 пг/мл для 1,25 (OH)D3 . При рахите 11 

степени тяжести содержание исследуемых ме-
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Т а б л и ц а 1 

Содержание линидои (в мкмоль на 1 г белка), связанных с фибриногеном и у-глобулинами у здоровых 
и больных рахитом детей ( М ± т ) 

Фибриноген у-Глобулины 

Исследуемые липиды здоровые больные рахитом здоровые больные рахитом 
( п = 1 5 ) (п=4й) ( п = 1 Б) (л = 4 5) 

Холестерин 51,4=j=5,5 99,7=1=18,9* 23,1=1=3,7 20,1=1=3,7 
Эфиры холестерина 97,5=1=25,0 169,9=1=21,0* 22,5=1=2,7 31,2=1=2,2* 
Ланостерии 1,4=1=0,7 1,3=1=0,4 2,5=1=0,4 2,1 ± 0 , 7 
Сквален 1,6=1=0,5 4,9=1=0,9* 1,5=1=0,1 5 , 7 ± 2 , 0 * 
ФХ 2 0 , 7 ± 2 , 0 7 , 9 ± 2 , 8 * 5,2=1=0,6 3 , 7 ± 1,3 
СМ 18,0=1=3,5 6,1 ± 1 , 7 * 4,9=Ь 1,0 4,5=1= 1,0 
ЛФХ 7,8=1=0,7 4,8=1=1,1* 3,2=1=0,7 2 , 8 ± 0 , 6 
ЛФЭ 1 ,9±0 ,1 2,5=1=0,1 * 
ФС 1 ,6±0 ,5 — 

П р и м е ч а н и е . ФХ — фосфатидилхолин; СМ — сфингомиелии; Л Ф Х — лизофосфати-
дилхолин; ЛФЭ — лизофосфатидилэтаноламин; ФС — фосфатидилсерин. Здесь и в табл. 2: звездоч-
ка — различия достоверны. 

таболитов снижается до 9,61 ±0,90 , 0,74=1= 
±0 ,04 нг/мл и 37,6=1=1,3 пг/мл соответственно. 
Полученные результаты подтверждают нали-
чие витамин D-дефицитного рахита II степе-
ни тяжести у обследуемой группы детей. 

Белки плазмы крови выделяли с помощью 
полиэтиленгликоля (молекулярная масса 2000) 
[12]. Полученные белки растворяли в мини-
мальном объеме физиологического раствора 
при подщелачивании. Содержание белка в 
пробе определяли с помощью метода Лоури и 
соавт. [17]. Липиды экстрагировали хлоро-
формметанольным методом [14]. Количествен-
ный и качественный состав липидов определя-
ли посредством метода тонкослойной хрома-
тографии в сочетании с хроматоскопическими 
и калориметрическими измерениями [1, 19]. 

Д л я определения аминокислотного состава 
белки гидролизовали 6 н. раствором НС1 при 
105 °С в течение 24 ч. Содержание аминокис-
лот исследовали на автоматическом амино-
кислотном анализаторе ААА-881 (ЧССР) и 
выражали в мкмоль%. 

Исследование величин рК и количества до-
ступных для связывания протонов ионогеи-
ных групп белка, дающих сведения о его 
структурных изменениях при данном заболе-
вании, проводили методом потенциометричес-
кого титрования. Белок суспендировали в 
0,12 М растворе КС1 и титровали при 25 °С в 
атмосфере азота. Использовали схему с пря-
мым отсчетом [9], где сигнал с ионометра по-
давался на записывающее устройство с уси-
лителем EZ-2. Пределы титрования рН 8,0— 
2,7. Титрациоиные кривые рассчитывали с 
учетом данных титрования среды суспендиро-
вания и выражали как зависимость количест-
ва связывающего +Н от рН среды. Их анали-
зировали в дифференциальной форме, предпо-
лагая независимость участков связывания 
[7, 8]. Все расчеты проведены на ЭВМ СОУ-1, 
программа записана на языке Ф О Р Т Р А Н . 

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

Исследование фосфолипидов, свя-
занных с фибриногеном плазмы крови 
у практически здоровых детей, пока-
зало наличие в этом белке фосфати-

дилхолина, сфингомиелина, лизофос-
фатидилхолина, лизофосфатидилэтано-
ламииа и фосфатидилсерина, в то вре-
мя как ^-глобулины образуют комп-
лексы только с тремя первыми из пе-
речисленных фосфолипидов. Количест-
во фосфолипидов в фибриногене зна-
чительно выше, чем в глобулинах. При 
этом на долю фосфатидилхолина и 
сфингомиелина приходится до 70 % от 
суммы определяемых фосфолипидов 
(табл. 1). 

Исследуемые белки содержали так-
же холестерин и его эфиры, ланосте-
рин и предшественник биосинтеза хо-
лестерина — сквален. При этом фиб-
риноген наиболее обогащен эфирами 
холестерина. Их уровень почти в 2 ра-
за выше уровня свободного холестери-
на. Содержание холестерина и его 
эфиров в ^-глобулинах практически 
одинаково и значительно меньше та-
кового в фибриногене. Соотношение 
холестерин/фосфолипиды для фибри-
ногена и ^-глобулинов составляет со-
ответственно 1,0±0,1 и 1,74=0,3. 

Таким образом, у здоровых детей 
первого года жизни фибриноген зна-
чительно больше обогащен липидны-
ми компонентами, чем у-глобулины. 

Липиды циркулируют в крови в 
основном в комплексе с транспортны-
ми белками. Однако при нарушении 
биосинтеза холестерина и его избы-
точном поступлении в кровь при неко-
торых заболеваниях в транспорт вклю-
чаются и специфические белки, что 
отражается на их стериновом составе. 
Оказалось, что у больных рахитом 
детей почти в 2 раза увеличивается 

50 



Т а б л и ц а 2 

Аминокислотный состав (в мкмоль%) фибриногена и у-глобулинов у здоровых и больных рахитом 
детей 

Фибриноген 7-Глобулины 

Аминокислота здоровые больные рахитом здоровые больные рахитом 
(/г=1 б) (/г» 45) (n=15) (/1=45) 

Лизин 7 , 8 0 ± 0 , 0 2 8 , 2 3 ± 0 , 2 9 8 ,31±0 ,21 8 , 2 6 ± 0 J 6 
Гистидин 2 , 1 2 ± 0 , 0 1 2 , 1 9 ± 0 , 0 9 2 , 3 4 ± 2 , 2 3 2 , 2 3 ± 0 , 1 3 
Аргинин 3 , 8 6 ± 0 , П 4 ,37±0 ,15* 3,51 ± 0 , 0 3 3 , 7 9 ± 0 , 0 8 Аргинин 

13,78±0,11 14,81 ± 0 , 4 6 * 14,17±0,26 14,50 ± 0 , 3 7 
Аспарагиновая 

кислота 9 ,59±0 ,21 10,72±0,15* 8 , 8 6 ± 0 , 0 2 10,40±0,2.6* 
Глутаминовая 

кислота 11,29±0,28 11,47±0,21 10,32±0,02 11,70±0,30* 
2 0 , 8 8 ± 0 , 0 7 22 ,18±0 ,30* 19 ,19±0,37 22 ,13±0 ,38* 

Треонин 7 ,14±0 ,04 6 ,81±0 ,21 7 , 1 8 ± 0 , 1 0 6,68 ± 0 , 0 5 
Серии 9 , 6 0 ± 0 , 0 6 9 , 0 7 ± 0 , 2 3 9 , 7 0 ± 0 , 1 8 8,78 ± 0 , 3 0 * 
Пролин 5 , 7 8 ± 0 , 1 8 6 ,13±0 ,22 5 ,83±0 ,51 6 , 5 6 ± 0 , 1 6 
Глицин 7,31 ± 0 , 0 4 6,80 ± 0 , 3 5 6,404-0,06 6,33-1-0,27 
Алании 6 , 9 0 ± 0 , 1 9 6 , 7 9 ± 0 , 2 5 7 , 7 2 ± 0 , 1 5 7,68 ± 0 , 3 0 
Va Цистин 1 ,85±0 ,06 3 ,04±0 ,14* 2 , 5 6 ± 0 , 0 1 1,64±0,15* 

38 ,59±0 ,57 38 ,70±1 ,66 3 9 , 4 0 ± 0 , OS 37 ,67±0,20* 
Метионин 1 ,15±0,10 1 ,26±0,04 0 , 7 6 ± 0 , 0 5 0,56 ± 0 , 0 9 
В алии 6 , 5 3 ± 0 , 0 6 5 , 9 3 ± 0 , 2 0 7 , 0 2 ± 0 , 0 6 7,18 ± 0 , 5 3 
Изолейцин 2 ,52±0 ,01 2 , 5 0 ± 0 , 1 6 2 , 0 7 ± 0 , 0 3 1,93±0,11 
Лейцин 8 , 7 5 ± 0 , 1 7 8 , 0 7 ± 0 , 1 4 9 , 3 0 ± 0 , 2 0 8,81 ± 0 , 1 4 
Тирозин 3 ,94±0 ,01 3,71 ± 0 , 0 8 3 , 9 2 ± 0 , 0 7 3 ,56±0 ,10 
Фенил ал ании 3,91 ± 0 , 0 9 3 , 8 2 ± 0 , 0 7 4 , 1 2 ± 0 , 0 6 3,86 ± 0 , 0 7 

26 ,80±0 ,21 25,104-0,46* 27 ,19±0 ,35 25,89 ± 0 , 5 5 

уровень холестерина и его эфиров, 
связанных с фибриногеном, в то время 
как во фракции ^-глобулинов увеличи-
вается содержание только этерифици-
рованного холестерина. Общим для 
исследуемых белков плазмы крови 
больных рахитом детей является уве-
личение содержания в них эфиров хо-
лестерина, отражающее, вероятно, уси-
ление процесса этерификации холесте-

рина в плазме крови и тканях при 
данном заболевании. Что касается 
фосфолипидов, то у детей, больных ра-
хитом, общее содержание фосфолипи-
дов в фибриногене уменьшается поч-
ти вдвое и практически остается без 
изменения в у _ г л °булинах . Уменьше-
ние общего содержания фосфолипидов 
в фибриногене происходит в основном 
за счет фосфатидилхолина и с.финго-

T а б л и ц а 3 

Количество заряженных групп в фибриногене и ^-глобулинах у здоровых и больных рахитом детей по 
данным потенциометрического титрования ( A f ± m ) 

Белок Участок свя-
зывания 

Здоровые Больные рахитом 

Белок Участок свя-
зывания 

PK емкость мг-экв 
на 1 г белка PK емкость мг-экв 

на 1 г белка 

Фибриноген 1 2 , 8 7 ± 0 , 0 4 0 , 5 6 ± 0 , 0 6 2,95 ± 0 , 0 5 0 , 2 8 ± 0 J 2 Фибриноген 
11 3 , 6 8 ± 0 , 0 7 0 , 7 7 ± 0 , 1 0 3 , 4 6 ± 0 , 1 0 0 , 5 0 ± 0 , 0 4 

III 4 , 8 4 ± 0 , 0 3 0 , 5 4 ± 0 , 0 2 4 , 7 8 ± 0 , 0 8 0 , 5 2 ± 0 , 0 2 
1 ,87±0,18 1,30±0,12 

IV 10,38±0,07 0 , 6 0 ± 0 , 0 7 10,39±0,08 0,24 ± 0 , 0 5 
V Ю,79±0,03 0 ,21±0 ,01 10,78±0,04 0 ,07±0 ,01 

0 , 8 1 ± 0 , 0 8 0 , 3 1 ± 0 , 0 6 
7-Глобулины I 3 , 0 4 ± 0 , 0 5 0,51 ± 0 , 0 5 2,98 ± 0 , 0 3 0 , 5 8 ± 0 , 0 6 7-Глобулины 

II 3,51 ± 0 , 0 5 0 , 4 9 ± 0 , 0 4 3,48 ± 0 , 0 6 0,88 ± 0 , 0 7 
III 4,51 ± 0 , 0 6 0 , 6 6 ± 0 , 0 8 4,64 ± 0 , 0 1 0 , 3 5 ± 0 , 0 2 
IV 5 ,76±0 ,04 0,53 ± 0 , 0 4 

1 ,66±0,17 2 ,34±0 ,19 
V 10,39±0,05 0 , 4 6 ± 0 , 0 3 10,33±0,03 0 , 4 3 ± 0 , 0 2 

VI 10,85=1=0,05 0,43d=0,03 10,78±0,06 0,24 ± 0 . 0 3 
0 , 8 9 ± 0 , 0 6 0 , 6 7 ± 0 , 0 5 
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миелина. Характерно также, что фос-
фатидилсерин у больных детей прак-
тически не определяется; отмечается 
некоторое увеличение содержания ли-
зофосфатидилэтаиоламина. Величина 
соотношения холестерин/фосфолипиды 
в условиях рахита в фибриногене уве-
личивается и составляет 4 ,6±0,4 , в то 
время как в у-глобулинах практически 
не изменяется. 

Обогащение при рахите специфиче-
ских белков липидными компонентами 
может быть причиной нарушения их 
функциональной активности. Известно, 
что состав фосфолипидов, их ненасы-
щенность оказывают большое влияние 
на факторы свертывающей системы 
крови. Показано, что фосфатидилсе-
рин и фосфатидилэтаноламин обла-
дают свойством стимулировать про-
цесс свертывания крови. В то же вре-
мя фосфатидилсерин, взаимодействуя 
с протромбином, тормозит тромбоге-
нез и угнетает реакцию тромбин — 
фибриноген по типу сопряженного тор-
можения. 

Отсутствие корреляции между из-
менениями уровня свободного и эте-
рифицированного холестерина, с одной 
стороны, и фосфолипидов — с другой, 
исключает предположение о связыва-
нии дополнительных количеств холе-
стерина участками, содержащими фос-
фолипиды, и свидетельствует о прямом 
белок-липидном взаимодействии. Ха-
рактер такого взаимодействия опреде-
ляется типом белка [7]. Весьма веро-
ятно, что связь может осуществляться 
по месту С = С=^двойной связи в ги-
стидине и триптофане или путем до-
полнительного образования водород-
ных связей вследствие изменения 
структуры белка [11]. 

Исследование аминокислотного со-
става белков плазмы крови показало, 
что у детей при рахите в фибриногене 
достоверно увеличивается содержание 
аргинина, аспарагиновой кислоты и 
цистина. В то же время в у-глобули-
нах увеличивается содержание кислых 
аминокислот и уменьшается количест-
во серина, цистина (табл. 2). 

Определение доступных для титро-
вания иоиогенных групп (табл. 3) в 
фибриногене свидетельствует о суще-
ственном уменьшении в условиях ра-
хита количества кислотных групп, 
титруемых в интервале рН 8,0—2,5 от 
1,87±0,18 в норме до 1,3±0,12 при 
рахите. Это происходит за счет отри-

цательно заряженных концевых и бо-
ковых карбоксильных групп с рК 2,9 
и 3,7. При этом наблюдается досто-
верный сдвиг рК в последнем участке 
от 3,68 до 3,46, характеризующий 
структурные изменения в белке. Коли-
чество доступных для титрования в 
щелочной области иоиогенных групп 
(рН 8,5—11,0) также достоверно 
уменьшается в условиях рахита за 
счет участков с рК 10,4 и 10,8, где 
титруются е-аминогруппы лизина и, 
возможно, ОН-группы тирозина. Их 
рК не изменялось. 

Учитывая ранее отмеченное значи-
тельное увеличение содержания холе-
стерина и его эфиров в фибриногене 
больных детей (на 124 мкмоль па 1 г 
белка) , некомпенсированное уменьше-
ние содержания фосфолипидов (на 28 
мкмоль на 1 г белка) , можно предпо-
ложить, что липидное окружение экра-
нирует как отрицательно, так и поло-
жительно заряженные группы фибри-
ногена, делая их недоступными для 
взаимодействия с протонами. Анало-
гичный эффект холестерина отмечен 
ранее [10, 11]. При этом уменьшается 
доступность активных центров моле-
кулы белка для ферментов, ионов 
кальция, липоидных компонентов и 
глобулинов, необходимых для его пре-
вращения в профибрин и дальнейшей 
полимеризации в фибрин при появле-
нии в крови тромбина. 

Очевидно, изменение структуры фиб-
риногена должно значительно влиять 
на его функциональную активность. 
Кроме того, отмеченное изменение 
структуры белка может увеличивать 
вязкость крови, нарушая гемодинами-
ческие свойства. При повышении уров-
ня липидов в тканях наблюдали по-
нижение фибринолитической активно-
сти и сокращение времени свертыва-
ния крови [6]. Этот эффект во мно-
гом определяется жирнокислотньш со-
ставом липидов. 

Липидное окружение -у-глобулинов 
изменяется при рахите не так значи-
тельно, как в фибриногене (см. табл. 
1). При этом наблюдаемое увеличение 
содержания кислых аминокислот (см. 
табл. 2) находит отражение в увели-
чении числа доступных для титрова-
ния ионогеиных групп в области рН 
8,0—2,5 (участок с рК 3,5 и появле-
ние дополнительного участка с рК 
5,8). Некоторое же уменьшение чис-
ла доступных для титрования групп 
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в интервале рН 8,5—11,0 наблюдается 
за счет усиления их электростатичес-
кого взаимодействия с дополнительны-
ми анионными участками и, следова-
тельно, электростатической инактива-
ции. 

Таким образом, в исследованных 
белках плазмы крови при рахите по-
разному изменяются их липидсвязы-
вающая способность, аминокислот-
ный состав и число доступных для 
титрования иоиогенных групп, т. е. 
электростатический баланс. В случае 
фибриногена структурные нарушения 
в большей степени обусловлены из-
менениями липидного окружения 
иоиогенных групп белка. 
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STRUCTURE PROPERTIES AND LIPID-
BINDING ABILITY OF FIBRINOGEN AND 
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of the Ukrainian SSR, Kiev 
Structure properties and lipid-binding ability 

of fibrinogen and "y-globulins were studied in 
blood plasma of children with rickets. Content 
of cholesterol and its esters, developing comp-
lexes with fibrinogen, was found to increase 
simultaneously with a decrease in the phospho-
lopids, containing in the protein fraction, under 
conditions of the disease. Surface charge of 
the proteins studied, especially of fibrinogen, 
was altered, thus demonstrat ing the distinct 
impairments of their structure and functions. 
Lipid environment appears to be of importance 
in functional activity of these proteins. 

УДК G 16.127-005.8-092:612.017.1 

H. А. Добротна, Т. В. Копытова, М. А. Березина 

НЕКОТОРЫЕ МЕХАНИЗМЫ ИММУННОГО ГОМЕОСТАЗА 
ПРИ ИНФАРКТЕ МИОКАРДА 

Горьковский медицинский институт, Горьковский университет 

Механизм аутоиммунных реакций 
при инфаркте миокарда (ИМ) и его 
осложнениях является одним из наи-
менее изученных среди других патоге-
нетических механизмов развития дан-
ного заболевания. Начиная с 1956 г. 
появляются сообщения о выявлении 
циркулирующих противокардиальных 

антител при некрозе сердечной мышцы 
[18]. Эти данные получили подтверж-
дение в экспериментальных и клини-
ческих наблюдениях [15, 20, 21]. Од-
нако сведения о частоте выявления 
аутоиммунных изменений при ИМ, их 
динамике в зависимости от фаз раз-
вития и глубины поражения мышцы 
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сердца немногочисленны и противоре-
чивы. Неясным остается вопрос о па-
тофизиологическом (патогенетическом 
и адаптационном) значении циркули-
рующих иммунных комплексов (ЦИК) 
при сердечно-сосудистой патологии и 
о качественной характеристике и 
идентификации ЦИК. 

Циркуляция в крови аутоантигенов, 
которые, возможно, представлены ате-
рогенными липопротеинами [9], про-
дуктами деструкции миокардиальных 
клеток [2, 23, 24], органоспецифиче-
скими антигенами [3, 25], начинается 
уже с первых часов развития заболе-
вания. Они попадают в регионарные 
лимфатические узлы, где проявляются 
признаки повышенной биологической 
активности в связи с продукцией ripo-
тивосердечиых антител [8, 11, 20]. 
Антитела, являясь иммуноглобулина-
ми, характеризуются идиотипической 
специфичностью и участвуют в иммун-
ных и аутоиммунных реакциях [6, 8, 
16, 17]. Иммунологические изменения 
при ИМ описаны достаточно полно, 
однако накопленные факты не дают 
четкого представления о роли обнару-
живаемых в крови антител, специфи-
чески отвечающих на некроз сердеч-
ной мышцы. Показано [7, 13], что при 
ИМ имеют место напряженные гумо-
ральные и клеточные аутоиммунные 
процессы, направленные против анти-
генов миокарда, конечным результа-
том которых является образование 
иммунных комплексов (ИК) . Хотя 
циркуляция ИК в превышающих нор-
мальное значение концентрациях не 
всегда приводит к образованию пато-
генных отложений в организме, все 
же установление факта наличия Ц И К 
в биологических жидкостях, определе-
ние их количества могут служить ин-
тегральными показателями участия 
Ц И К в развитии патологического про-
цесса [4]. Изучение динамики измене-
ния количества Ц И К в течение остро-
го периода ИМ [1, 12, 14] пока не 
привело к окончательному выяснению 
их патогенетического значения при 
этом, хотя и получены доказательства 
повреждения эндотелия коронарных 
сосудов «малыми» И К [ 10]. 

Таким образом, в исследованиях по-
следних лет проявляется большая за-
интересованность состоянием системы 
иммуноглобулины (ИГ) — Ц И К у 
больных ишемической болезиыо серд-
ца, особенно в связи с повышением 

частоты появления атипичных форм 
течения ИМ, развития различных, в 
том числе и аутоиммунных его ослож-
нений. Д а н н а я работа посвящена ана-
лизу взаимосвязи И Г и Ц И К при двух 
формах течения ИМ. 

М е т о д и к а 

Обследовано 77 человек с ИМ в остром 
периоде, из них 47 мужчин в возрасте от 40 
до 70 лет и 30 женщин в возрасте от 54 до 
78 лет. Контрольную группу составили 23 
здоровых донора. Инфаркт миокарда с обыч-
ным, не рецидивирующим течением и без ослож-
нений отмечен у 57 пациентов, осложнение 
течения ИМ в виде эгшстенокардического пе-
рикардита обнаружено у 20 больных. 

ИГ в сыворотке крови определяли методом 
радиальной иммунодиффузии [22]. 

Содержание ЦИК выявлялось по методу 
[19] в модификации [5]. Метод основан на се-
лективной преципитации комплексов анти-
ген — антитело различными концентрациями 
полиэтиленгликоля (ПЭГ, мол. масса 60 000) с 
последующим фотометрическим измерением 
поглощения. 

Данные были статистически обработаны ме-
тодами вариационной статистики. Рассчитано 
60 криволинейных корреляционных зависи-
мостей (т)). Вычисляли два коэффициента: 

где a.rm и Oyvi — средние квадратичные от-
клонения отдельных групповых средних х и 
у. Расчет криволинейных корреляций позволя-
ет найти аргументно-функциональную зависи-
мость между показателями и прояснить неко-
торые механизмы гомеостаза в норме и при. 
патологии. 

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

В табл. 1 представлены данные о 
содержании иммуноглобулинов и 
Ц И К в норме и при двух вариантах 
течения миокарда. Исследования про-
водили в остром периоде заболевания. 
Высокий уровень изучаемых показате-
лей в обеих исследованных группах 
отмечали при поступлении больных в 
стационар. При этом значения показа-
телей в 3-й группе, как правило, были 
выше, чем во 2-й. Динамическое изу-
чение показало постепенное увеличе-
ние ИГА и И Г С от острого периода к 
подострому и при выписке в группе 
больных с неосложненным течением 
ИМ, что находит подтверждение в ли-
тературе [6, 16]. В то же время у 
больных ИМ, осложнившимся пери-
кардитом, имело место снижение 
уровня ИГ/G и увеличение всех ос-
тальных показателей в остром перио-
де и сохранение высоких значений 
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Т а б л и ц а 1 
Содержание иммуноглобулинов и циркулирующих иммунных комплексов в норме и при ИМ (Л4=Ьт) 

Группа 
ЦИК. усл. ед. ИГ. мг% 

Группа 
БИК м и к А м G 

1-Я 
2-я: 

поступление 
Р 

острый период 
Р 

14-е сутки 
Р 

7 5 , 0 ± 5 , 2 350,5=1=50,3 310,2=1=70,4 120,7=1=70,0 1330,2=1=265,0 1-Я 
2-я: 

поступление 
Р 

острый период 
Р 

14-е сутки 
Р 

109,4=1=28,4 
> 0 , 0 5 

105,6=1=27,5 
> 0 , 0 5 

119,5=1=20,3 
> 0 , 0 5 

459,4=1= 116,5 
> 0 , 0 5 

4 0 6 , 3 ± 106,9 
> 0 , 0 5 

445,3=1=82,9 
> 0 , 0 5 

5 0 2 , 7 ± 162,6 
> 0 , 0 5 

463 ,8±78 ,2 
> 0 , 0 4 

491,7=1=66,3 
> 0 , 0 5 

100,7=b37,2 
> 0 , 0 5 

100,1=1=42,8 
> 0 , 0 5 

96,2=1=41,9 
> 0 , 0 5 

1886,7=1=484,6 
> 0 , 0 5 

1635,3=1=492,3 
> 0 , 0 5 

2273,2=1=496,4 
< 0 , 0 5 

перед выпис-
кой 

Р 
а-

88,0=1= 15,2 
> 0 , 0 5 

356 ,8±70 ,0 
> 0 , 0 5 

621,2=1=91,1 
< 0 , 0 5 

137,5=1=34,2 
> 0 , 0 5 

2836,5=1=530,8 
< 0 , 0 5 

о - я . 
поступление 

Р 
острый период 

Р 
14- е сутки 

V 

99,3=1=26,4 
> 0 , 0 5 

119,3=1=50,0 
> 0 , 0 5 

127,6=1=29,4 
< 0 , 0 5 

574,2=1= 101,8 
< 0 , 0 5 

5 3 8 , 3 ± 177,8 
< 0 , 0 5 

520 ,2+161,8 
< 0 , 0 5 

474 ,0±72 ,3 
> 0 , 0 5 

582,7=Ы20,7 
< 0 , 0 5 

476 ,7±76 ,2 
> 0 , 0 5 

82,0=1=21,1 
> 0 , 0 5 

114,5=Ь43,0 
> 0 , 0 5 

85,8=Ь26,7 
> 0 , 0 5 

2681,0=1=360,4 
< 0 , 0 5 

761,3=1= 186,2 
> 0 , 0 5 

819,2=Ь 184,5 
> 0 , 0 5 

перед вы-
пиской 

Р 
108,7±30,2 

> 0 , 0 5 
4 2 4 , 9 ± 138,6 

> 0 , 0 5 
495,1 ± 1 0 4 , 3 

> 0 , 0 5 
105,2=1=23,7 

> 0 , 0 5 
2181,2=1=554,3 

< 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е. 1-я группа — здоровые доноры; 2-я —больные с неосложненным тече-
нием острого периода ИМ; 3-я — больные с эпистенокардическим перикардитом в остром периоде 
И М . 

при выписке больных. Вероятно, это 
связано с иммунологической функцией 
защиты и удаления из организма 
большого количества продуктов тка-
невого распада и проявлениями ауто-
сенсибилизации. 

С целью выяснения некоторых меха-
низмов иммунного гомеостаза нами 
были вычислены корреляционные от-
ношения (т|) между исследованными 
показателями. Оказалось, что у прак-
тически здоровых людей наблюдается 
высокая взаимозависимость между ИГ 
и Ц И К . Эта корреляционная взаимо-
зависимость приближалась к прямоли-
нейной, имея средние коэффициенты 
от 0,69 до 0,98. Достоверная степень 
тесноты связи между ИГ и обоими 
типами иммунных комплексов (от 0,33 
до 0,70) была выявлена и в обеих ис-
следованных группах больных. При 
этом особенности г) при ИМ во 2-й 
группе выявляли разбалансирован-
ность иммунного гомеостаза. Коэффи-
циенты взаимосвязи имели значения 
от 0,41 до 0,54 и, как правило, отра-
ж а л и среднюю степень тесноты связи. 
В 3-й группе больных установлены 
более тесные корреляции (от 0,51 до 
0,71), особенно между «большими» 
иммунными комплексами (БИК) и ИГ 
(от 0,61 до 0,71). Последние чаще вы-
ступали в роли аргументного показа-

теля. Этот факт позволяет на качест-
венно ином уровне трактовать особен-
ности иммунного гомеостаза при раз-
личных вариантах течения ИМ. 

Известно, что корреляционные отно-
шения позволяют выяснить роль раз-
личных показателей в ходе развития 
заболевания, и могут служить обосно-
ванием терапии. В связи с этим мы 
провели анализ г) между исследован-
ными показателями при динамическом 
наблюдении за больными (табл. 2 и 
3). Выявлено, что в динамике течения 
неосложненного ИМ резко возрастает 
корреляция между ИГ и «малыми» 
И К (МИК) (от 0,33—0,40 до 0 , 7 8 -
0,81). У больных 3-й группы эта тен-
денция менее выражена, разбаланси-
роваиность гомеостаза остается харак-
терной в течение всего периода изуче-
ния. Корреляция между ИГ и Б И К 
была в основном высокой, но значе-
ния ее колебались в обеих группах. 
При первоначальном доминантном 
влиянии Б И К над И Г в 3-й группе в 
дальнейшем роль ведущего аргумент-
ного признака берут на себя ИГ. Тео-
ретическое значение смены аргумент-
ных признаков в период развития пе-
рикардита, возможно, связано с тем, 
что в это время идет быстрое образо-
вание ИК с ИГМ и ИГО, причем пре-
имущественно БИК, которые способны 
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Т а б л и ц а 2 
Корреляционные взаимоотношения между иммунологическими показателями в динамике ИМ (2-я 

группа) 

Период заболе-
вания 

Между БИК 
и ИГЛ 

Ве
ду

щ
ий

 
пр

из
на

к 

Между HTG 
и БИК 

Ве
ду

щ
ий

 
пр

из
на

к 

Между МИК 
и ИГА 

Ве
ду

щ
ий

 
пр

из
на

к 

Между МИК 
и ИГО 

Ве
ду

щ
ий

 
пр

из
на

к Период заболе-
вания 

по 
и г л 

ПО 
БИК Ве

ду
щ

ий
 

пр
из

на
к 

ПО 
HrG 

ПО 
БИК Ве

ду
щ

ий
 

пр
из

на
к 

ПО 
ИГА 

по 
МИК Ве

ду
щ

ий
 

пр
из

на
к 

по 
и г е 

по 
МИК Ве

ду
щ

ий
 

пр
из

на
к 

Поступление 0,65 0,57 ИГА 0,43 0,34 HFG 0,40 0,54 М И К 0,33 0,43 м и к 
Острый период 0,47 0,40 0,43 0,49 0,59 0,55 0,91 0,96 
Конец острого 

периода 0,65 0,56 ИГА 0,41 0,53 Б И К 0,71 0,62 ИГА 0,43 0,55 МИК 
14-е сутки 0,42 0,49 0,53 0,54 0,76 0,50 ИГА 0,81 0,49 и г е 

Т а б л и ц а 3 
Корреляционные взаимоотношения между иммунологическими показателями в динамике ИМ, ослож-

ненного развитием перикардита (3-я группа) 

Между БИК Между БИК Между МИК Между МИК 
и ИГА и и rG и ИГА и ИГО 

Период заболе- X * ® * Я £ вания аг = >-f eg Я я ffS 
по по по по >, п Сч X по по со Kf я по по со 

ИГА БИК ^ cL CQc и г е БИК О с. СО с ИГА м и к «г S, СО с HFG м и к а СО С 

Поступление 0,86 0,69 ИГА 0,44 0,60 Б И К 0,44 0,43 0,41 0,44 
Перед разви-

тием перикар-
дита 0,60 0,39 ИГА 0,84 0,41 ИГС 0,36 0,68 м и к 0,71 0,50 HTG 

Развитие пери-
кардита 0,71 0,53 ИГА 0,66 0,82 Б И К 0,53 0,55 0,71 0,75 

Нормализация 
после пери-
кардита 0,61 0,78 Б И К 0,64 0,82 Б И К 0,66 0,83 м и к 0,63 0,60 

14-е сутки 0,71 0,59 ИГА 0,63 0,66 0,66 0,55 ИГА 0,87 0,68 и г а 

соединяться с компонентами компле-
мента, подвергаться процессам лизиса 
и элиминации [25]. 

ИМ — это активный иммунный и 
аутоиммунный процесс. Очевидно, в 
нем можно выделить три периода, 
когда преобладают разные антигены и 
аутоантигены. Состояние, предшеству-
ющее ИМ, характеризуется преобла-
данием аутоантигенов различной при-
роды, возможно, представляющих со-
бой липопротеиновые комплексы. Вто-
рая стадия — основная — связана не-
посредственно с некротическими про-
цессами в миокарде. В это время име-
ют место различные варианты мио-
глобиновой реакции, антигенами вы-
ступают продукты распада миокарди-
альных клеток. Постиекротический пе-
риод, охватывающий подострый пе-
риод ИМ, представляет собой комп-
лекс биохимических и иммунных реак-
ций, связанных с репарационными 
процессами. На всех стадиях идет ин-
тенсивное комплексообразовапие анти-
ген — антитело, изучение характери-

стик которого позволит выяснить воз-
можные механизмы иммунного гомео-
стаза при данной патологии. 

Таким образом, напряженное состо-
яние иммунного гомеостаза у больных 
в остром периоде И М проявлялось в 
повышении содержания ИГА и HTG и 
«малых» Ц И К ; развитие перикардита 
сопровождалось резким характерным 
снижением содержания И Г С (провал) , 
что может служить иммунным крите-
рием прогнозирования болезни. 

Расчет корреляционных отношений 
(кр ивол и иейиых кор р еля ций) м еж ду 
ИГ и Ц И К выявил высокую степень 
взаимосвязи этих показателей в норме 
(в среднем 0,70—0,85). В остром пе-
риоде ИМ наблюдалась разбаланси-
рованность иммунного гомеостаза, что 
проявлялось в значительном снижении 
коэффициента корреляции; в динами-
ке болезни (1-е и 7—14-е сутки) уста-
новлено повышение корреляционной 
взаимозависимости. 

При сопоставлении нормы — пато-
логии, динамики болезни и, в особен-
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ности, осложненного и неосложненно-
го течения ИМ наблюдалось перерас-
пределение аргументно-функциональ-
ных значений, что также свидетельст-
вует о разбалансированности гомео-
стаза. 

Таким образом, корреляционные от-
ношения могут быть использованы 
для достоверной характеристики изме-
нения гомеостаза при различном те-
чении острого периода ИМ. 
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ON SOME M E C H A N I S M S O F IMMUNE 
H O M E O S T A S I S IN MYOCARDIUM INFARC-

TION 

N. A. Dobrotina. Т. V. Kopytova, M. A. Bere-
zina 

Medical School, S ta te University, Gorki 

Dynamic al terat ions and interrelat ionships 
of the pa t te rns of humoral immunity (immu-
noglobulins and immune complexes) were 
studied in 77 pat ients with myocardium infarc-
tion and in 23 healthy donors. St imulat ion of 
immunity homeostasis in the pat ients with acute 
form of myocardium infarct ion was manifes ted 
as an increase in content of immunoglobul ins 
and immune complexes. Content of immunoglo-
bulin G was distinctly decreased in epistenocar-
dic pericarditis. High rate of correlat ions w a s 
found between the pa t t e rns studied in healthy 
persons ( r = 0 . 7 = 0.85). Dur ing the acute pe-
riod of myocardium infarct ion disbalance of 
homeostasis was observed, which was expressed 
as a decrease in the correlation coefficient down 
to r = 0 . 4 1 = 0 . 5 4 . An increase in the interrela-
tion and redistr ibution of the a rgument - func-
tional parameters were detected in dynamics of 
the disease. 
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ВЛИЯНИЕ ИНСУЛИНА НА НАЧАЛЬНЫЕ СТАДИИ КЛИРЕНСА 
ГЕПАРИНА 

Лаборатория физиологии и биохимии свертывания крови биологического факультета 
Московского университета им. М. В. Ломоносова 

Ранее было установлено, что при 
связывании всего имеющегося в цир-
кулирующей крови реактивного гепа-
рина протамина сульфатом не прояв-
ляется гипогликемическое действие 
инсулина (концентрация инсулина в 

крови при этом не изменяется), а при 
концентрации гепарина в крови ниже 
физиологического уровня оно ослабе-
вает [2, 3]. Эти факты дают основа-
ние предполагать, что гепарин необ-
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Удельная радиоактивность (в %) крови после введения 36S-renapHHa 

Условия опыта Число жи-
вотных 

Время после введения меченого гепарина, 
мин 

Геп., через 1 мин овальбумин 
Геп., через 1 мин. физ. р-р 
Ген., через ] мин инсулин 
Глюкоза, через 15 мин гепарин 
ПС, через 1 мин геп., через 

1 мин инс. 
Физ. р-р, через 1 мин геп. , 

через 1 мин инс. 
Геп., через 1 мин ПС 
Глюкоза + ПС, через 15 мин 

геп. 

8 
12 
12 
8 

18 

18 
16 

12 

100 
100 
100 
100 

100 

100 
100 

100 

6 1 , 5 ± 2 , 0 
6 2 , 4 ± 4 , 8 
86 ,8±5 ,1 
9 0 , 2 ± 5 , 9 

6 6 , 8 ± 4 , 9 

8 2 , 6 ± 5 , 4 
67,0=t5,5 

67,8=1=4,1 

48,1 ± 1 , 8 
51,5=1=4,5 
77,5=1=5,7 
83,7=1=3,6 

53,4-4=5,1 

70,3=1=4,8 
48,5=1=3,2 

59,4=1=2,5 

11 р и м е ч а н и е. геп. — меченый гепарин; физ. р-р —физиологический раствор; инс. 
инсулин; Г1С — протамина сульфат. 

ходим для осуществления рецепции 
инсулина тканями-мишенями. 

Естественно возникает вопрос, спо-
собен ли инсулин влиять на концент-
рацию гепарина в крови и тем самым 
как бы обеспечивать возможность реа-
лизации своего гипогликемического 
действия. 

Поддержание определенного титра 
гепарина в крови, как и всякого дру-
гого вырабатываемого в организме 
биологически активного вещества, обу-
словлено в первую очередь регуляцией 
двух процессов — поступления его в 
кровоток и интенсивности его метабо-
лического клиренса. Изменения этих 
процессов могут сопутствовать друг 
другу, но могут быть и разобщены, 
влиять на них могут как одни и те же, 
так и разные факторы. 

Влияние инсулина на интенсивность начальных 
этапов клиренса гепарина. 

По оси абсцисс — время после введения 36S-renapn-
на (в мин); по оси ординат — удельная радиоактив-
ность крови (в %). / — контроль: физиологический 
раствор или овальбумин; 2 — инсулин; 3 — глюкоза; 
'/ — протамина сульфат-I-инсулин; 5 — протамина 

сульфат 4-глюкоза; 6 — протамина сульфат. 

В настоящей работе мы поставили 
перед собой задачу исследовать влия-
ние инсулина на начальные стадии 
клиренса гепарина. 

М е т о д и к а 
Работа проведена на беспородных самцах 

крыс массой 180—200 г. Д л я определения ин-
тенсивности клиренса гепарина использовали 
35S-renapHii («Amersham», Англия). Препарат 
35S-renapHHa (0,5 мкКи на 200 г массы, био-
логическая активность 1—2 ME) вводили жи-
вотным в V. jugular is . Тем же путем вводили 
и другие использованные в работе препараты, 
а также брали пробы крови в течение 10 мин 
после введения меченого гепарина (антикоа-
гулянт — цитрат натрия в соотношении 9:1) . 
После этого животных забивали и брали у 
них пробы тканей. Перед определением удель-
ной радиоактивности пробы тканей отмывали 
0,85% раствором NaCl и гомогенизировали. 
Затем пробы тканей и крови обрабатывали по 
методу [4]. Удельную радиоактивность проб 
вычисляли по отношению к радиоактивности 
крови через 1 мин после введения 35S-renapH-
на, принятой за 100%. 

В работе использовали инсулин для инъек-
ций (СССР), протамина сульфат («Fluka», 
Швейцария) , глюкозу для инъекций (СССР) 
и препарат овальбумин (СССР) . 

Инсулин вводили в дозе 0,5 Е Д на 200 г 
массы, протамина сульфат — 1 мг на 200 г 
массы, глюкозу — 0,5 мл 2% раствора на 
200 г массы. Д л я контроля вместо испытуе-
мых веществ животным вводили растворитель 
(физиологический раствор) и как специальный 
контроль к инсулину — раствор овальбумина 
Объем вводимых веществ составлял 0,5 мл. 

Инсулин и протамина сульфат вводили че 
рез 1 мин после 35S-renapHiia, глюкозу — 
15 мин до введения 35S-reriapHi-ia. 

Результаты обрабатывали статистически 
методу Фишера — Стыодента. 

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

Д л я решения поставленной задачи 
мы с помощью 3 5S-renapmia определя-
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ли у крыс интенсивность клиренса ге-
парина и влияние на этот процесс эк-
зогенного и эндогенного инсулина. 
Для этой цели мы вводили животным 
индикаторные дозы 3 55-гепарина и оп-
ределяли удельную радиоактивность 
крови на протяжении первых 10 мин 
после его введения. 

Данные, представленные в таблице 
и на рисунке, показывают, что удель-
ная радиоактивность крови после вве-
дения 35S-renapHiia быстро снижается. 
Это снижение наиболее интенсивно и 
практически одинаково в группах конт-
рольных животных, которым через 
1 мин после меченого гепарина был 
введен овальбумин или физиологиче-
ский раствор. Так, через 3, 5 и 10 мин 
после введения метки удельная радио-
активность крови у них снижалась в 
среднем соответственно на 38, 50 и 
6 0 % . У животных же, которым через 
1 мин после 3 55-гепарина был введен 
инсулин в дозе 0,5 ЕД/200 г, снижение 
удельной радиоактивности крови было 
выражено в значительно меньшей сте-
пени и составляло 13, 22,5 и 28 % 
(р<0 ,01—0,001) . Таким образом мы 
видим, что под влиянием экзогенного 
инсулина вследствие снижения интен-
сивности клиренса гепарин в кровото-
ке задерживается. 

Следует отметить, что через 10 мин 
после введения метки, у животных, 
которые получали инсулин, содержа-
ние 3 5S-renapniia в тканях, утилизи-
рующих глюкозу, было выше, чем у 
контрольных. Так, в диафрагме и ске-
летной мышце оно превышало конт-
рольный уровень в 2 раза и более 
( р < 0 , 0 0 1 ) , в печени — н а 4 0 % (р< 
< 0 , 0 5 ) , в сердечной мышце — на 25 % 
(р<С0,1). В органе, не аккумулирую-
щем глюкозу (мозг), оно было д а ж е 
ниже, чем в контроле ( р < 0 , 0 5 ) . 

Сходное замедление удаления гепа-
рина из кровотока имеет место и у 
животных, которым была внутривенно 
введена глюкоза (0,5 мл 2 % раство-
ра) и тем самым был стимулирован 
выброс эндогенного инсулина. По на-
шим данным, через 20—30 мин после 
внутривенного введения такого коли-
чества глюкозы концентрация имму-
нореактивного инсулина в крови у 
крыс повышается примерно на 50 % 
[3]. В настоящем эксперименте мы 
вводили меченый гепарин через 15 мин 
после глюкозы. Определение показа-
ло, что снижение удельной радиоак-

тивности крови через 3, 5 и 10 мин 
после введения метки составляет в 
данном случае 9,8, 16,3 и 28,1 % и 
практически не отличается от сниже-
ния, наблюдавшегося у животных, 
получавших инсулин. Удельная радио-
активность органов, утилизирующих 
глюкозу, также превышает контроль-
ный уровень; в сердечной мышце и 
печени — более чем в 2 раза (р< 
<С0,001), в диафрагме и скелетной 
мышце — на 60—70 % ( р < 0 , 0 0 1 ) , в 
селезенке — на 34 % (р < 0,1). 

Если снижение интенсивности кли-
ренса гепарина под влиянием инсули-
на связано с реализацией гипоглике-
мичсского действия последнего, следу-
ет ожидать, что в тех условиях, когда 
это действие не проявляется, инсулин 
не будет способствовать задержке ге-
парина в кровотоке. Как уже было 
сказано выше, после введения прота-
мина сульфата в дозе, связывающей 
весь имеющийся в циркулирующей 
крови гепарин, наступает временная 
резистентность организма к гипогли-
кемическому действию как экзогенно-
го, так и эндогенного инсулина [3]. 

Результаты специально проведенной 
серии экспериментов свидетельствуют, 
что у животных с вызванной протами-
на сульфатом резистентностью экзо-
генный инсулин не оказывает тормо-
зящего действия на клиренс гепарина 
и интенсивность его остается такой 
же, как у контрольных животных, по-
лучавших вместо инсулина овальбу-
мин или физиологический раствор. 
В контрольной группе, животным ко-
торой вместо протамина сульфата был 
введен физиологический раствор, ин-
сулин, как и следовало ожидать, пол-
ностью проявил свое тормозящее дей-
ствие на интенсивность клиренса ге-
парина. При введении одного прот-
амина сульфата интенсивность кли-
ренса гепарина в условиях нашего 
эксперимента в первые 5 мин от кон-
трольной не отличалась; на 10-й мину-
те отмечено некоторое усиление ин-
тенсивности клиренса (возможно за 
счет образования комплекса гепарин — 
протамина сульфат) . 

На фоне протамина сульфата и эн-
догенный инсулин, выброс которого 
был стимулирован введением глюко-
зы, не оказывал тормозного влияния 
на интенсивность клиренса гепарина. 

Таким образом, есть все основания 
говорить о наличии закономерной свя-
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зи между реализацией гипогликемиче-
ского действия инсулина и задержкой 
гепарина в кровотоке. О механизме 
этой связи пока трудно сказать что-
либо определенное, кроме того что 
она, очевидно, осуществляется на 
уровне рецепции гормона. В связи с 
этим интересно отметить, что и АКТГ, 
для реализации действия которого 
также необходимо наличие гепарина в 
кровотоке, оказывает на его клиренс 
тормозящее действие [1, 5]. 
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Use of ^S-heparin enabled to found that 
both exogenous and endogenous insulin decre-
ased the intensity of initial steps of heparin 
metabolic clearance maintaining high content oi 
heparin in blood. This effect of insulin was 
related to its hypoglycemic action. 
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В JI И я н И Е Т Е Р М И Ч Е С К О И Т Р А В М Ы 
И СРЕДНЕМОЛЕКУЛЯРНЫ1Х ПЕПТИДОВ 

НАХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЮ ПЛАЗМЫ КРОВИ 

Кафедра биоорганической и биологической химии Челябинского медицинского инсти-
тута 

Изменения биохимических и биофи-
зических процессов при ожоговой бо-
лезни являются результатом развития 
неспецифического синдрома адаптации 
в начальный период заболевания и 
последующей дезинтеграции функций 
различных органов и систем в стадии 
токсемии [5]. Важным интегральным 
показателем взаимодействия регуля-
торных систем разного уровня являет-
ся хемилюминесценция (ХЛ) крови, 
интенсивность которой характеризу-
ет свободнорадикальные процессы, 
уровень про- и антиоксидантов, реак-
цию симпатико- и гипофизарно-адре-
наловой систем [9]. В связи с этим 
исследование ХЛ крови у обожженных 
может не только представлять теоре-
тический интерес, но и оказаться по-
лезным в разработке новых информа-
тивных способов диагностики тяжести 
поражения и прогнозирования исхода 
заболевания [10].. 

М е т о д и к а 

Термический ожог I I I a —III 6 степени 15% 
поверхности тела наносили крысам-самцам ли-

нии Вистар под эфирным наркозом с помощью 
кварцево-галогеиовой лампы. 

Среднемолекулярные пептиды (СМП) плаз-
мы крови получали от 30 обожженных (через 
1 сут после травмы) и 30 здоровых живот-
ных путем последовательной ультрафильтра-
ции на мембранных фильтрах УАМ-400, 
УАМ-150 и УАМ--50 («Владипор»). Сконцент-
рированный ультрафильтрат наносили на ко-
лонку с сефадексом G = 15 (5,6X50 см). Элю-
цию проводили водой со скоростью 80— 
90 мл/ч с помощью насоса «Варио Перпекс», 
оптическую плотность элюата регистрировали 
на «Увикорде» (LKB, Швеция) при длине вол-
ны 206 нм с помощью одноканального само-
писца. 

Плазму крови от 34 больных с тяжелыми 
ожогами получали в период токсемии на фо-
не интенсивной терапии, включавшей гемо-
сорбцию и УФ-облучение крови. Гсмосорбцию 
осуществляли по общепринятой методике на 
сорбенте СКН-4М при перфузии двух объемов 
циркулирующей крови. Аутотрансфузию УФ-
облученной крови у обожженных больных про-
водили также по общепринятому методу на 
аппарате «Изольда» в объеме 2 мл на I кг 
массы тела. Кровь для анализа брали не-
посредственно перед операциями и после них. 

Интенсивность ХЛ определяли с помощью 
жидкостного сцинтилляционного счетчика 
LS-1800 («Весктап», США) в режиме счета 
единичных фотонов при комнатной температу-
ре. Интенсивность спонтанной ХЛ (СХЛ) 1 мл 
плазмы крови измеряли в условных едини-
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цах по отношению к фону, после чего добав-
ляли 0,2 мл 3% II2O2 и автоматически с по-
мощью печатающего устройства регистрирова-
ли в течение 5 мин кинетику ХЛ, затем добав-
ляли 0,2 мл 10 мМ FeS0 4 и повторяли цикл 
измерений. Для определения наиболее важных 
характеристик ХЛ рассчитывали следующие 
показатели: СХЛ, амплитуду вспышки при 
добавлении II2O2 (АВ1) и после добавления 
ионов железа (АВ2) в относительных едини-
цах, конечное значение интенсивности свече-
ния через 5 мин (I5) и светосумму свечения 
(СС) за 5 мин по отношению к СХЛ, констан-
ту скорости изменения интенсивности свечения 
(Кз) после добавления Н2Ог [9]. Кроме того, 
рассчитывали показатели «скорости гашения» 
ХЛ после добавления Н 2 0 2 или ионов железа 
(V) как отношение АВ/15 и коэффициент ос-
лабления интенсивности свечения (КО). 

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

Термическая травма приводит к су-
щественному изменению ХЛ плазмы 
экспериментальных животных (табл. 
1 и 2). Так, через 2 ч после ожога 
наблюдается достоверное увеличение 
всех исследуемых параметров пере-
кисной ХЛ по сравнению с нормой. 
Добавление железа вызывало лишь 
достоверное усиление I5 и соответст-
вующее понижение КО, тогда как че-
рез I сут после травмы наряду с эти-
ми изменениями отмечалось уменьше-
ние АВ2 на 2 3 % , СС на 19% и V F e 
на 4 6 % . Через 3 сут после ожоговой 
травмы происходило снижение боль-
шинства показателей ХЛ по сравнению 
с нормой при индукции как Н2О2, так 
и Fe 2 + при сохранении по-прежнему 
на высоком уровне СХЛ. На 6-е сут-
ки заболевания не обнаружено досто-
верных изменений ХЛ крови экспери-
ментальных животных, хотя отмеча-
лась определенная тенденция к умень-
шению большинства параметров. 

Увеличение в начальный период 
ожоговой болезни СХЛ, а затем до-
стижение ею исходного уровня может 
объясняться соответствующим усиле-
нием реакций свободнорадикального 
окисления липидов за счет самопроиз-
вольно протекающих неферментатив-
ных реакций перекисного окисления 
липидов ( П О Л ) и последующим ис-
черпанием легкоокисляемых липидов 
вследствие их активного метаболизма. 
Это предположение подтверждается 
ранее проведенными экспериментами 
[8], в которых было показано, что 
аскорбатзависимое (неферментатив-
ное) П О Л снижается через 7 сут пос-
ле ожоговой травмы. 
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Таблица 2 
Влияние термической травмы и СМИ на Fe2+-индуцируемую ХЛ крови 

Условия эксперимента А В 2, усл. сд. 1В, Усл. ед. V, имп/мин КО, усл. сд. СС, усл. ед. 

Здоровые доноры 
Больные с термической 

травмой 
Здоровые животные 
Животные с термической 

травмой: 
2 ч 

24 ч 
72 ч 

144 ч 
СМП из крови здоровых 

животных (25—50 мкг 
на 1 мл плазмы доно-
ров) . fa 

СМП из крови обожжен-
ных животиых (25— 
50 мкг на 1 мл плаз-
мы доноров) 

7,4±0,08 

4,4±0,46* 
2 ,2±0,14 

2,2±0,1 
1,7±0,1 

1,75±0,05* 
2 ,0±0,13 

2 ,6±0,07 

3 ,2±0 ,4 
1,1 ±0 ,05 

1,23±0,03* 
1,23±0,02* 
1,1±0,01 
1,18±0,06 

10,47± 1,3* 3,1 ±0,17* 26 679±4 356 

10,8d= 1,5* 

12 706±2 598 

4 557±850* 
2 0 7 8 ± 189 

2158,7±79,2 
1 106d= 169* 
2 097±216,7 

1609,6± 165,0 

2 ,9±0,2 

Существенный вклад в изменение 
СХЛ может внести колебание уровня 
глюкокортикоидов, тироксина, катехо-
ламинов и других биологически актив-
ных соединений [9]. Таким образом, 
обнаруженная нами динамика измене-
ний интенсивности СХЛ, по-видимому, 
является результатом не только опре-
деленного соотношения уровня про- и 
антиоксидантов, но и сложного взаи-
модействия регуляторных механизмов, 
включающих в себя реакцию гипота-
ламо-гипофизарно-корковой системы 
на термический ожог. 

Полезную информацию дают и дру-
гие показатели ХЛ. Так, усиление 
ABi в начальный период ожогового 
шока, а затем ее снижение подтверж-
дают мнение о том, что окисляемость 
липидов в течение ожоговой болезни 
может снижаться, а резистентность 
тканей и липидов к неферментативно-
му П О Л — увеличиваться. Об этом же 
свидетельствует возрастание на 84 и 
46 % с с н , о , соответственно через 
1 и 3 сут после ожога, а затем сниже-
ние этого показателя. Такая же тен-
денция обнаружена при определении 
VH,o, и Кз-

Изменения ХЛ плазмы, вызванные 
добавлением Fe2 + , были наиболее зна-
чимыми на 1—3-й сутки после ожога. 
Это проявлялось уменьшением на 20— 
23 % АВ2, СС и соответствующим сни-
жением КО. Как известно, величина 
АВ2 пропорциональна количеству ли-
поперекисей в плазме и поэтому мо-
жет характеризовать интенсивность 

26 155±4 206* 

2,8±0,26 

1,4±0,05* 
1,7±0,09 

1,6±0,06 
1,4±0,05* 

1,57±0,03 
1,71±0,07 

3 ,35±0,2 

3,6±0,28* 

4,1 ± 0 , 2 6 

3 ,4±0,4 
1,6±0,15 

1,6±0,1 
1,3±0,03* 
1,3±0,01* 
1,4±0,06 

5,15±0,45* 

5,05±0,56 

П О Л [3]. Нам не удалось однозначно 
связать эти процессы, так как досто-
верное увеличение продуктов П О Л в 
крови было обнаружено лишь на 3— 
7-е сутки после ожога [8]. Клиниче-
ские исследования Ю. Е. Бабской и 
соавт. [1] подтверждают отсутствие из-
менений интенсивности П О Л в крови 
в период шока и усиление ее у неко-
торых групп больных начиная с 3-го 
дня заболевания. 

Анализ ХЛ плазмы обожженных 
больных показал значительное умень-
шение АВ и СС при перекиспой и 
Ре2+-индуцируемой ХЛ, что совпадает 
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п 

т _ г 

Рис. 1. Интенсивность перекисной ХЛ плазмы 
крови обожженных больных после УФ-облу-

чения (а) и гемосорбции (б). 
1—7 — соответственно СХЛ, АВЬ IE, V, КО, Кз, CC. 
Здесь и на рис. 2 результаты выражены в процен-

тах от контроля; звездочка — р<0,05. 
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с результатами, полученными в экспе-
рименте на животных в период ожого-
вой токсемии. Аналогичные данные по 
Ре2+-индуцируемой ХЛ были получе-
ны у обожженных больных Р. Р. Фар-
хутдиновым и соавт. [10]. Эти измене-
ния авторы связывают с увеличением 
уровня молекул средней массы, спо-
собных подавлять ПОЛ и иигибиро-
вать СС. Исследования, проведенные 
в нашей лаборатории А. К. Однопозо-
вым [6], свидетельствуют о том, что 
в начальный период ожоговой болезни 
уровень СМП мало отличается от нор-
мы и не коррелирует с тяжестью за-
болевания, тогда как в период токсе-
мии действительно наблюдается суще-
ственное увеличение концентрации 
СМП в крови больных. 

Лечение обожженных больных с по-
мощью гемосорбции приводило к 
уменьшению уровня СМП сразу после 
операции, снижению перекисиой ХЛ и 
незначительному изменению свечения 
после добавления Fe2+, что свидетель-
ствует о сложном и опосредованном 
воздействии гемокарбоперфузии на 
организм, включающем в себя не 
только элиминирование СМП, но и, 
например, регулирование уровня про-
и антиоксидантов (рис. 1). О принци-
пиальной возможности сорбции перо-
ксидов на активированном угле СКН 
в процессе гемосорбции было сообще-
но в ранее проведенных исследовани-
ях [7]. 

Аутотрансфузия УФ-облучениой кро-
ви у обожженных больных не изменя-
ла существенно уровень СМП и Fe2+-
зависимой ХЛ, но заметно усиливала 
перекисную ХЛ (рис. 2). Эти данные 
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80 

Рис. 2. Интенсивность Ре2+-индуцируемой ХЛ 
плазмы крови обожженных больных после УФ-

облучения (а) и гемосорбции (б). 
I — 5 — соответственно АВ2, 1б, КО, CC. 

указывают на отсутствие прямой кор-
реляции между уровнем CMII и ин-
тенсивностью ХЛ. Ослабление пере-
кисной резистентности плазмы можно 
объяснить, в частности, тем, что сразу 
после одного сеанса УФ-облучения 
резко подавляется активность церуло-
плазмина и супероксиддисмутазы [11], 
возникает интенсивная и длительная 
фото-ХЛ, уменьшающаяся в течение 
15—20 мин [4]. Существуют противо-
речивые мнения о влиянии УФ-облу-
чения на процесс ПОЛ. Если одни 
авторы считают, что УФ-облучение 
клеток, гомогенатов тканей усиливает 
ПОЛ, то данные других свидетельст-
вуют об отсутствии изменений в со-
держании продуктов ПОЛ и интенсив-
ности аитиоксидантной системы даже 
после 3 сеансов УФ-облучения или 
обнаруживается антиоксидантное дей-
ствие последнего на кровь [2]. Ясно, 
что интенсивность ХЛ нельзя объяс-
нить только реакциями ПОЛ, не учи-
тывая другие морфофункциоиальиые 
и биохимические изменения. Как из-
вестно, лечебный эффект УФ-облуче-
ния связан с нормализацией реологи-
ческих свойств крови, микроциркуля-
ции, фагоцитирующей функции лейко-
цитов и т. п. 

Для выяснения роли СМП в регу-
ляции интенсивности ХЛ было прове-
дено выделение соответствующих 
фракций из крови обожженных и здо-
ровых крыс. Как показали результа-
ты, действие всех СМП оказалось од-
нонаправленным, и поэтому данные 
обрабатывали отдельно только по сум-
марному эффекту фракций от обож-
женных и здоровых животных. Одна-
ко и здесь разницы не обнаружилось, 
так как СМГ1 крови обожженных и 
здоровых животных в равной степени 
увеличивали СХЛ плазмы, уменьшали 
АВ Ь 1 5 , СС, усиливали vI-I2O2 , ЛВ2, 
VFC, If> и СС после добавления Fe2+, 
т. е. в целом обнаружено угнетение 
перекисиой и усиление Ре2+-зависимой 
ХЛ. 

С позиций полученных данных ло-
гично интерпретируется взаимосвязь 
между изменениями уровня СМП и 
интенсивности ХЛ в крови обожжен-
ных крыс. Так, уменьшение уровня 
СМП в крови крыс с термиче-
ским ожогом через 1 сут после трав-
мы сопровождается значительным уси-
лением перекисиой и уменьшением 
Ре2+-индуцируемой ХЛ в этот период. 
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Возрастание концентрации СМП в пе-
риод токсемии (3—7-е сутки) может 
приводить к противоположным изме-
нениям. 

Таким образом, результаты иссле-
дований показали, что термическая 
травма приводит к изменению боль-
шинства показателей ХЛ плазмы кро-
ви. Это является отражением особен-
ностей динамики биохимических про-
цессов в организме обожженных и не 
только служит показателем уровня 
свободнорадикальных реакций и про-
цессов ПОЛ, но и характеризует спе-
цифическую реакцию иейрогумораль-
ной системы в ответ на термическое 
повреждение. Одним из факторов, спо-
собных оказывать влияние на интен-
сивность ХЛ, может быть изменение 
концентрации в крови СМП. 

Лечение обожженных с помощью ге-
мосорбции и УФ-облучения крови по-
разному воздействует на ХЛ крови и 
может быть связано не только с изме-
нением уровня СМП, про- и антиокси-
дантов, но и с системной реакцией 
организма на проводимое лечение. 

Дальнейшие исследования в этой об-
ласти позволят выбрать наиболее ин-
формативные параметры ХЛ, на осно-
ве которых могут быть созданы диа-
гностические и прогностические спосо-
бы определения тяжести ожоговой бо-
лезни и эффективности ее терапии. 
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EFFECT OF THERMIC TRAUMA AND 
MIDDLE MOLECULAR PEPTIDES ON 

BLOOD CHEMOLUMINESCENCE 

V. E. Ryabinin, A. G. Nalimov, R. /. Lifshits 

Medical School, Chelyabinsk 

Thermic trauma altered the most of patterns 
of blood plasma chemoluminescence, which 
appear to occur as a result of specific shifts 
in metabolic dynamics in the patients with 
burns trauma. The patterns of blood chemolumi-
nescence may reflect not only the rate of free 
radical reactions and lipid peroxidation but as 
well as the specific response of the neuro-hu-
moral system to trauma. Alterations in content 
of middle molecular peptides in blood might 
be among factors responsible for the chemolu-
minescence intensity. 

У Д К 612.354.1:577.112.853] .014 .46:615.357.441 

E. H. Панасюк, H. И. Кузьмак 

ВЛИЯНИЕ IN VIVO L-ТИРОКСИНА НА СОДЕРЖАНИЕ 
УГЛ ЕВОДСОДЕРЖАЩИХ КОМПОНЕНТОВ ГЛ И КО П РОТЕ И ДО В 

В СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИЯХ ПЕЧЕНИ У КРЫС 

Львовский медицинский институт 

Углеводные компоненты гликопро-
теидов (УКГ) играют важную роль в 
регуляции функций клетки [2, 13]. 
Известно значение этих соединений в 
структурной организации и транспорте 

различных веществ через биомембра-
ны [3, 4, 13, 19], в функционировании 
ферментов и заряде мембран [1, 3, 4, 
19, 26], в клеточном контакте и рас-
познавании сигналов извне [1, 4, 16], 
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Рис. 5. Фракционирование белков четырехглавой мышцы бедра человека со сроком 
аутолиза менее 15 ч методом двухмерного электрофореза. 

/ тяжелая нет. миомина (200 кД); 2 — сх-актмпип (100 кД); .4 альбумин (08 кД); / актин 
(12,0 кД), Г> тропоммшин (30 кД); 6, 1, М — легкие цепи миоанна соотаетстмеппо ЛЦ I 
(21, Г> кД), ЛЦ 2 (18 кД), ЛЦ 3 (15 кД); 9 — трап они и С (18 кД). А, Б, В — ем. объяснение 

в тексте. 
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Рис. 6. Двухмерные электрофореграммы белков скелетной 
различных сроках сохранения. 

а — аутолиз 0 сут; б — аутолмз 11 сут. 
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в регуляции клеточной адгезии и меж-
клеточных взаимодействий [11, 13, 14]. 

В литературе мы не нашли данных 
о влиянии различных доз L-тирокси-
на (Т4) на содержание отдельных 
УКГ (сиаловых кислот, гексозаминов, 
гексоз, связанных с белками — ГСБ, 
L-фукозы) в субклеточных структурах 
печени крыс, что не позволяет харак-
теризовать корреляцию между их из-
менениями. Установление корреляци-
онных связей может иметь определен-
ное значение в выявлении взаимосвя-
зей дозы вводимого тиреоидного гор-
мона и содержания определенных 
УКГ в субклеточных структурах пе-
чени. 

Цель настоящей работы — сравни-
тельное изучение действия различных 
доз Т4 на содержание сиаловых кис-
лот, гексозаминов, ГСБ и L-фукозы в 
различных субклеточных структурах 
печени крыс. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на белых беспородных 
10—12-месячных крысах-самцах массой 190— 
232 г. Все животные были разделены на 4 
группы: 1-я — контрольная; животным 2, 3, 
4-й групп ежедневно в течение 21 дня под-
кожно вводили соответственно малые дозы Т4 
(по 10 мкг на 100 г массы), средние дозы Т4 
(по 20 мкг на 100 г массы) и большие дозы 
Т4 (по 40 мкг на 100 г массы). В каждой 
опытной группе, кроме 1-й, через 6, 12, 18, 24, 
30, 36 и 42 дня под эфирным наркозом часть 
животных умерщвляли путем декапитации с 
немедленным отделением печени и взятием 
крови для анализов. Методика проведения 
эксперимента и подбор дозы гормона описаны 
ранее |7—9]. 

Для определения общего содержания сво-
бодных и связанных УКГ в субклеточных 
элементах ткань печени 10 крыс объединяли. 
Затем ткань разделяли поровну на две поло-
вины. Первую — для выделения митохондрий 
и микросом — перфузировали 0,5 М раство-
ром NaCl при 2—4 °С. 25% гомогенат готови-
ли на 0,05 М растворе КС1, приготовленном 
на калий-фосфатном буфере, рН 7,4, вместо 
обычно применяемой сахарозы, так как по-
следняя мешает определению сиаловых кис-
лот. Ткани гомогенизировали в стеклянном 
гомогенизаторе с тефлоновым пестиком в те-
чение 3—5 мин. Ядра осаждали вместе с ос-
татками тканей (630g, 10 мин), осадок отбра-
сывали. Структурные элементы печени выде-
ляли методом дифференциального центрифу-
гирования в KCl-фосфатном буфере. Надоса-
дочную жидкость центрифугировали (3000g, 
20 мин) и выделяли митохондрии, затем к 
ней добавляли СаС12 до конечной концентра-
ции 0,013 М и оставляли при 4 °С на 30 мин, 
после чего снова центрифугировали (12000 g, 
30 мин) для осаждения фракций микросом. 
Полученные фракции митохондрий и микросом 
промывали KCl-фосфатным буфером при соот-

ветствующих режимах центрифугирования 
(3000 и 12 000g) и разрушали путем повтор-
ного замораживания и оттаивания. Из разру-
шенных структурных элементов печени раство-
римые белки и УКГ экстрагировали физиоло-
гическим раствором в течение 2 ч при ком-
натной температуре, осадки отделяли центри-
фугированием (12 000g, 30 мин). 

Во второй половине разделенной ткани пе-
чени методом [23], несколько видоизмененным, 
как описано в работе [11], выделяли плазма-
тические, митохондриальные и микросомальные 
мембраны печени. Ткань перфузировали раст-
вором 0,5 М NaCl, содержащим 0,5 мМ СаС12 
в соотношении 1:1 (рН 7,6 при температуре 
4°С) , затем измельчали в стеклянном гомо-
генизаторе с тефлоновым пестиком в течение 
5—7 мин (до получения однородной гомоген-
ной массы), после этого исследуемую ткань 
помещали в среду выделения (1 мМ № Н С О з 
и 0,5 мМ СаС12 при рН 7,5) в соотношении 
объема ткани и среды выделения (1:4). За-
тем опять проводили гомогенизацию в течение 
1,5—2 мин. Гомогенат фильтровали через три 
слоя марли, разводили до объема 1,5 л средой 
выделения и центрифугировали при 1000g в 
течение 15 мин. Эту операцию повторяли 3 
раза, причем каждый раз полученный осадок 
гемогенизировали (1,5—2 мин) и разводили в 
половине предыдущего объема среды выделе-
ния. После этого гомогенат наносили на гра-
диент плотности сахарозы как описано в рабо-
те [5], и центрифугировали (центрифуга Beck-
man L5-55; 140 000g, 40 мин), что приводило 
к четкому расслоению раствора на три раз-
личные фракции: плазматические, митохонд-
риальные и микросомальные мембраны. Затем 
последовательно каждую фракцию отдельно 
осторожно отбирали шприцем, суспензировали 
в 1 мМ растворе N a H C 0 3 (рН 7,6) и триж-
ды отмывали от сахарозы KCl-фосфатным бу-
фером с последующим центрифугированием 
при HOOOOg в течение 40 мин. Полученные 
таким образом фракции мембран практичес-
ки не были загрязнены митохондриями и мик-
росомами, о чем свидетельствовали результа-
ты исследований активности ферментов-марке-
ров. 

Определение активности ферментов-марке-
ров во фракциях митохондрий и микросом тка-
ней печени контрольных крыс проводили как 
описано в работе [2], а в плазматических, ми-
тохондриальных и других мембранах — как 
описано в работе [11]. По нашим данным, у 
интактных крыс активность во фракциях ми-
тохондрий и микросом (в процентах от общей 
активности в гомогенате) для цитохром-С-ок-
сидазы соответственно равнялась 76,6 и 0,78%, 
для сукцинат-цитохром-С-редуктазы — 78,7 и 
0,43%, для Г-6-Ф — 17,8 и 21,1% и для не-
специфической эстеразы — 16,5 и 29,8%. 

В плазматических мембранах печени у этих 
же крыс удельная активность 5'-нуклеотида-
зы, щелочной фосфатазы, Na+, К+-АТФазы и 
Г-6-Ф соответственно равнялась 74,8, 7,5 5,1 и 
1,4 мкмоль на 1 мг белка за 1 ч. Выход этих 
ферментов во фракции плазматических мемб-
ран составил 29,8, 55,2, 27,4 и 28,3% от их 
суммарной активности в гомогенате. Соот-
ветствующие данные для митохондриальных 
мембран составили 0,9, 1,4, 1,2 и 1 мкмоль/ 
(мг-ч), что соответствовало 2,9, 14, 0,3 и 
1,7%, а для микросома л ьных мембран — 9,1, 
2,2, 1,5, 2,8 мкмоль/(мг-ч), что соответствова-
ло 4,7, 2,8, 1,6 и 39,4%. 
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Таким образом, выход и удельная актив-
ность ферментов-маркеров не были одинаковы 
во всех фракциях. В отдельных случаях отме-
чена относительно низкая активность фермен-
тов (в процентах от общей активности) во 
фракциях микросом и особенно митохондрий. 
Это явление, вероятно, обусловлено главным 
образом неизбежностью частичной инактива-
ции ферментов на промежуточных стадиях 
выделения, что согласуется с нашими резуль-
татами |"9] и данными литературы [2, II , 23]. 

Полученные фракции микросом, митохонд-
рий, плазматических, микросомальных и мито-
хондриальных мембран печени после диффе-
ренциального разрушения гликопротеидных 
молекул (для каждого из определяемых УКГ 
применяли различные условия деполимериза-
ции) подвергали кислотному гидролизу [6, 15], 
определяли в них общее содержание белка 
[20|, сиаловых кислот [22], гексозаминов 
[17], ГСБ [211 и L-фукозы [18]. 

В работе применяли L-тироксин («Reanal», 
ВНР) . Для построения калибровочных графи-
ков использовали высокоочищенные препара-
ты N-ацетилнейраминовой кислоты («Scrva», 
ФРГ), кристаллического альбумина крови бы-
ка («Koch — Light», Англия), гексозаминов, 
ГСБ и L-фукозы («ВДН Lab. Chemicals», 
Англия). Остальные реактивы отечественного 
или венгерского («Reanal») производства. 

Критериями, характеризующими степень 
гипертиреоза у крыс, служили данные о со-
держании в сыворотке крови связанного с 
белками йода (СБЙ) [12], а также изменении 
общей массы тела и относительной массы щи-
товидных желез. Учитывали характерные 
симптомы гипертиреоза (повышение подвиж-
ности и аппетита, резкое беспокойство, замет-

ное выпадение шерсти, экзофтальм и др.). 
Полученные результаты были обработаны об-
щепринятыми методами вариационной статис-
тики и считались достоверными при /?<0,05. 

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

После введения различных доз Т4 
во всех 3 опытных группах отмечено 
достоверное снижение общей массы 
тела крыс — от 22,5 до 52,6%. Наи-
большее снижение общей массы наб-
людалось у животных, получавших 
средние или большие дозы гормона — 
от 32,6 до 48,6 % по сравнению с нор-
мой. Еще более значительное сниже-
ние выявлено при определении отно-
сительной массы щитовидной железы. 
Так, у крыс, получавших малые дозы 
Т4, относительная масса щитовидной 
железы снизилась на 28,6 %, сред-
ние — на 57,6 % и большие — на 
71,6% по сравнению с таковой в 
контрольной группе. 

Наибольшие изменения наблюдали 
при определении уровня СБЙ в сы-
воротке крови. Так, у крыс, получав-
ших малые дозы Т4, его содержание 
увеличилось на 56,7 %, средние и 
большие дозы — соответственно на 
125,6 и 261,6% по сравнению с нор-

T а б л и ц а 1 

Содержание сиаловых кислот, гексозаминов, ГСБ и L-фукозы (в мкг на 1 мг белка) в субклеточных 
элементах печени у крыс через 24 дня после введения различных доз Т4 ( M ± m ; п ~ 6 ) 

Мембраны 

Доза Т.,. мкг 
на 100 г массы УКГ Митохонд-

рии Микросомы плазматичес-
кие 

митохондри-
альные 

микросо-
ма л ьн ые 

Контроль 

10 (малые) 

20 (средние) 

40 (большие) 

Сиаловые кис-
лоты 

Гексозамины 
ГСБ 
L-фукоза 
Сиаловые кис-

лоты 
Гексозамины 
ГСБ 
L-фукоза 
Сиаловые кис-

лоты 
Гексозамины 
ГСБ 
L-фукоза 
Сиаловые кис-

лоты 
Гексозамины 
ГСБ 
L-фукоза 

14,5±0,45 

58 ,0±1 ,0 
56,4±0,86 
3 ,62±0,24 
18,4=1=0,38 

68,4±0,42 
63,5±0,72 
4,65±0,14 
10,5±0,32 

35,4±0,58 
32 ,4±0,65 

3 ,0±0,18* 
8,46=1=0,38 

29,6=1=0,36 
24,3=1=0,40 
2,52=1=0,17 

14,1 ± 0 , 5 2 

5 2 , 3 ± 1,2 
56,8=1=0,86 
2,58=1=0,22 
17,6=1=0,43 

63,6=1= 1,4 
51,2=1=1,7* 
4 ,12±0,15 
9,51 ± 0 , 2 4 

38 ,4±1 ,5 
42 ,6± 1,2 
1,85=1=0,19 

9,25=1=0,26 

32,3=1= 1,1 
30,5=1=0,78 
1,25±0,15 

125±2,3 

228±2 ,9 
205=1=2,3 

41 ,6±1,0 
128=1=2,5* 

240±3,2* 
210=1=2,8* 

40,2=1= 1,3* 
195 ± 1 , 8 

251 ± 2 , 2 
245±3,1 

52 ,4±0,95 
82,1 ± 1,7 

198±3,5 
144± 1,7 

20 ,8±0,78 

85 ,3±1 ,6 

184=±=2,5 
195±2,6 

17,0±0,92 
8 6 , 3 ± 1,8* 

186±2,3* 
198 ± 2 , 9 * 

17,6±0,65* 

9 2 , 6 ± 1,0 

2 1 2 ± 1,9 
223 ± 2 , 3 

21,6±0,52 
57,2±0,95 

105± 1,7 
110=!= 1,8 
9 ,8±0 ,46 

76 ,4± 1,3 

104±1,2 
185±2,4 

9,55 ±0 ,32 
79,4±1,1* 

Ю7± 1,6* 
189 ±2 ,8* 

9,85±0,42* 

85,4±0,85 

118±1,9 
237±2 ,3 
16,4=1=0,51 
43,8±0,65 

67,4±0,79 
108±2,2 

5,16 ±0 ,40 

П р и м е ч а н и е. Звездочка — отсутствие статистически достоверных различий с контро-
лем (100%) (£>>0,05). Все другие величины достоверно отличаются от контроля. 
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мой ' (у контрольных крыс уровень 
СБЙ в ( сыворотке крови равнялся 
2,854:0,04 мкг%). После окончания 
введения тиреоидного гормона в тече-
ние 18—36 дней эти величины посте-
пенно нормализовались. 

Таким образом, у животных под 
влиянием введения Т4 в течение 21 дня 
развивался гипертиреоз различной тя-
жести. 

Из табл. 1 видно, что на 24-й день 
после начала введения различных доз 
Т4 содержание отдельных УКГ в ис-
следуемых субклеточных элементах 
печени было значительно изменено. 
Так, у крыс, получавших малые дозы 
Т4, отмечено достоверное повышение 
уровня УКГ в митохондриях и микро-
сомах печени. В плазматических, ми-
тохондриальных и микросом альных 
мембранах печени данной опытной 
группы установлена лишь тенденция к 
их повышению (р>>0,05). У животных, 
получавших средние дозы гормона, 
эти изменения не были одинаковыми. 
Так, в митохондриях и микросомах 
печени выявлено достоверное, доволь-
но значительное снижение содержания 
УКГ, а во всех исследованных мембра-
нах печени, наоборот, повышение. При 
введении же больших доз Т4 живот-
ным отмечено значительное достовер-
ное снижение содержания УКГ во 
всех субклеточных элементах печени. 
Самое большое снижение уровня сиа-
ловых кислот, гексозаминов, ГСБ и 
L-фукозы установлено в митохондриях 
(на 41,7, 49, 57 и 30,3% соответст-
венно) и микросомах (на 34,4, 38,3, 
44,1 и 59,6 % соответственно) печени. 
В плазматических, митохондриальных 
и микросоМальных мембранах печени 
эти изменения были несколько менее 
выражены. 

Уже на 6-й день после начала вве-
дения Т4 в большинстве случаев ус-
тановлено достоверное изменение со-
держания УКГ в субклеточных струк-
турах печени. У крыс, получавших ма-
лые дозы гормона, с 6-го по 24-й день 
опыта в митохондриях и микросомах 
наблюдали достоверное повышение 
всех УКГ (в среднем от 11,2 до 
39,4 %) при нормальном их уровне во 
всех исследованных препаратах мем-
бран. У животных, получавших сред-
ние дозы Т ,̂ в начальные сроки опыта 
(на 6—12-й день) отмечали заметное 
повышение содержания всех исследуе-
мых УКГ в структурных элементах 

печени, которое затем (на 18—30-й 
день опыта) сменялось их снижением 
в митохондриях и микросомах при до-
вольно высоком их уровне во всех 
мембранах печени. При введении же 
животным больших доз Т4 в началь-
ные сроки эксперимента (на 6-й День 
после начала введения гормона) уста-
новлено существенное повышение 
уровня отдельных УКГ во всех мем-
бранах, которое затем, начиная с 12-го 
дня опыта, постепенно сменялось их 
снижением во всех исследованиых 
структурах печени. Нормализация 
уровня отдельных УКГ наиболее быстро 
(на 6—12-й день после окончания 
опыта) происходила у крыс, получав-
ших малые дозы тироксина. При вве-
дении же средних и особенно больших 
доз этот процесс затягивался (до 16— 
24 дней и более). Быстрее происходи-
ла нормализация концентрации УКГ в 
митохондриях и микросомах, значи-
тельно медленнее — в препаратах 
биомембран печени. Самый длитель-
ный процесс нормализации уровня 
УКГ отмечался в плазматических 
мембранах. 

При анализе коррелятивных связей 
у крыс, получавших малые дозы Т4, 
на всех этапах исследования была 
установлена положительная корреля-
ция между изменениями УКГ в суб-
клеточных элементах печени (r^s 
^ +0 ,895 Ь0,950). В значительно 
меньшей мере данная закономерность 
выявлялась у крыс, которым вводили 
средние или большие дозы тиреоидно-
го гормона. Во всех опытных группах, 
получавших различные дозы Т4, коэф-
фициент корреляции между измене-
ниями содержания УКГ в мембранах 
печени значительно выше, чем при 
сопоставлении таковых в митохондри-
ях и микросомах по отношению к 
изменениям в плазматических мембра-
нах. У крыс, получавших малые дозы 
Т4, начиная с 6-го дня опыта отмечали 
положительную корреляцию между 
изучаемыми изменениями уровня УКГ 
в печени, к 24-му дню опыта корреля-
ция нарастала. У животных, получав-
ших средние или большие дозы гор-
мона, наблюдали наивысший коэффи-
циент положительной корреляции при 
сравнении содержания отдельных 
УКГ в субклеточных элементах пече-
ни в начальные сроки исследований 
(на 6-й и значительно ниже на 12-й 
день от начала введения Т4). К 24-му 
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Т а б л и ц а 2 

Корреляция между изменениями содержания УКГ в субклеточных элементах печени крыс через 24 дня 
после введения Т4 (л— 6) 

Субклеточные 
элементы У К Г 

С
та

ти
ст

ич
ес

ки
й 

по
ка

за
те

ль
 

У К Г 

Субклеточные 
элементы У К Г 

С
та

ти
ст

ич
ес

ки
й 

по
ка

за
те

ль
 сиаловые кислоты гексозамины 1 Г С Б 

Субклеточные 
элементы У К Г 

С
та

ти
ст

ич
ес

ки
й 

по
ка

за
те

ль
 

доза Т„, мкг на 100 г массы Субклеточные 
элементы У К Г 

С
та

ти
ст

ич
ес

ки
й 

по
ка

за
те

ль
 

10 
(малые) 

20 
(средние) 

10 
(малые) 

20 
(средние) 

10 
(малые) 

2 0 
(средние) 

Митохондрии L-фукоза г - 1 - 0 , 8 9 8 + 0 , 7 2 5 * - 1 - 0 , 8 9 5 + 0 , 7 5 0 * + 0 , 8 9 7 + 0 , 7 4 5 ! Митохондрии L-фукоза 
Z 1 , 4 4 0 , 9 1 1 , 4 2 0 , 9 7 1 , 4 3 0 , 9 7 

ГСБ г + 0 , 9 1 5 + 0 , 6 8 5 * + 0 , 9 4 5 + 0 , 7 6 5 * — — 

z 1 , 5 6 0 , 8 4 1 , 7 8 1 , 0 — — 

Гексозами- г + 0 , 9 4 3 + 0 , 7 5 8 * — — — — 

ны Z 1 , 7 6 0 , 9 9 — — — — 

Микросомы L-фукоза г + 0 , 9 0 0 + 0 , 7 8 5 * + 0 , 9 1 5 + 0 , 7 2 5 * + 0 , 8 9 5 + 0 , 6 8 5 * Микросомы L-фукоза 
Z 1 , 4 7 1 , 0 6 1 , 5 6 0 , 9 1 1 , 4 2 0 , 8 4 

ГСБ г + 0 , 9 2 5 + 0 , 7 2 5 * + 0 , 9 5 0 + 0 , 7 8 5 * — — 

Z 1 , 6 2 0 , 9 1 1 , 8 3 1 , 0 6 — — 

Гексозами- г + 0 , 9 1 0 + 0 , 7 1 5 * — — — — 

ны Z 1 , 5 2 0 , 8 9 — — — — 

Мембраны: L-фукоза г + 0 , 9 2 0 + 0 , 9 0 0 + 0 , 9 1 5 + 0 , 7 3 5 * + 0 , 9 3 5 + 0 , 8 9 6 
плазматиче-

L-фукоза 
Z 1 , 5 9 1 , 4 7 1 , 5 6 0 , 9 4 1 , 6 9 1 , 4 2 

ские ГСБ г + 0 , 9 3 8 + 0 , 8 9 5 + 0 , 9 8 2 + 0 , 8 0 0 * — — 

Z 1 , 7 2 1 , 4 5 2 , 3 5 1 , 0 8 — — 

Гексозами- г + 0 , 9 8 5 + 0 , 8 1 5 * — — — — 

ны Z 2 , 4 4 1 , 1 3 — — — — 

митохонд- L-фукоза г + 0 , 9 1 0 + 0 , 6 8 5 * + 0 , 9 1 6 + 0 , 7 5 5 * + 0 , 9 2 5 + 0 , 8 1 0 * 
риальные 

L-фукоза 
Z 1 , 5 2 0 , 8 4 1 , 5 6 0 , 9 8 1 , 6 3 1 , 1 0 риальные 

ГСБ г + 0 , 9 4 8 + 0 , 8 9 6 + 0 , 9 6 5 + 0 , 9 0 0 — —j 
Z 1 , 8 1 1 , 4 2 2 , 0 2 1 , 4 7 — — ! 

Гексозами- г + 0 , 9 3 5 + 0 , 8 4 0 * — — — —J 
ны Z 1 , 7 0 1 , 2 2 — — — — 

микросомаль- L-фукоза г + 0 , 8 9 5 + 0 , 7 4 0 * + 0 , 9 0 0 + 0 , 8 3 5 * + 0 , 9 1 8 + 0 , 8 2 0 * 
ные 

L-фукоза 
Z 1 , 4 5 0 , 9 5 1 , 4 7 1 , 2 0 1 , 5 8 1 , 1 7 

ГСБ г + 0 , 9 2 5 + 0 , 9 0 1 - 1 - 0 , 9 5 5 + 0 , 8 6 0 * — — 

Z 1 , 6 3 1 , 4 7 1 , 8 9 1 , 2 9 — — 

Гексозами- г 4 - 0 , 9 4 0 + 0 , 8 3 5 * — — — — 

ны Z 1 , 7 4 1 , 2 0 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3\ г — коэффициент корреляции, z — критерий Фишера, 
+ положительная корреляция. Звездочка — отсутствие статистически достоверных различий с 
контролем (р>0,05) . Все остальные величины достоверно отличаются от контроля. 

дню опыта корреляция между иссле-
дуемыми изменениями уровня отдель-
ных УКГ в сравниваемых субклеточ-
ных фракциях печени постепенно сни-
жается (табл. 2). 

С целью характеристики изменений 
содержания УКГ в митохондриях, 
микросомах и мембранах печени крыс 
мы проводили корреляционный анализ 
для каждого из УКГ в зависимости 
от дозы Т4. Полученные данные пока-
зывают, что корреляция наиболее от-
четлива в изменениях уровня сиало-
вых кислот в мембранах и значитель-
но менее выражена при сопоставлении 
этих нарушений в митохондриях и 
микросомах по сравнению с таковыми 
в мембранах. Величина коэффициен-

та корреляции между изменениями 
отдельных УКГ в исследуемых струк-
турах ткани печени зависит от дозы, 
продолжительности введения тиреоид-
ного гормона и сравниваемых субкле-
точных элементов печени. Так, самый 
высокий процент положительной кор-
реляции отмечен для уровней УКГ в 
мембранах печени на 24-й день после 
начала опыта в группе крыс, получав-
ших малые дозы Т4. У животных, ко-
торым вводили средние дозы Т4, вели-
чина коэффициента корреляции через 
24 дня после начала опыта значитель-
но ниже, чем в предыдущей группе, 
но еще в отдельных случаях достовер-
ная. У крыс, которым вводили боль-
шие дозы Т4, отмечено значительное 
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Т а б л и ц а 3 
Корреляция между изменениями содержания сиаловых кислот в субклеточных элементах печени крыс 

через 24 дня после введения Т4 (/1=6) 

Субклеточные 
структуры 

Доза Т 4 , мкг на 
100 г массы 

С
та

ти
ст

ич
ес

-
ки

й 
по

ка
за

-
те

ль
 

Микро-
сомы 

Мито-
хондрии плазмати-

ческие 

Мембраны 

митохонд-
риальные 

микросо-
мальные 

Митохондрии 10 (малые) г + 0 , 9 5 0 +0 ,828* +0,815* +0 ,800* 
Z 1,88 — 1,18 1,13 1,10 

20 (средние) г +0,820* — +0,812* +0 ,805* +0 ,808* 
Z 1,15 — 1,12 1,08 1,09 

40 (большие) г +0,650* — +0,715* +0 ,718* +0 ,800* 
Z 0,77 — 0,89 0,90 1,10 

Мембраны: 
плазматические 10 (малые) г +0 ,807* +0 ,826* ' — + 0 , 9 8 5 + 0 , 9 7 5 

Z 1,08 1,17 — 2,44 2,18 
20 (средние) г +0,750* +0 ,855* — + 0 , 9 2 5 + 0 , 9 0 6 

Z 0,97 1,27 — 1,63 1,50 
40 (большие) г +0,610*. +0 ,700* — +0,852* +0,812* 

Z 0,71 0,86 — 1,26 1,12 
митохондриаль- 10 (малые) г +0 ,886* +0 ,868* + 0 , 9 9 0 — + 0 , 9 7 2 
ные Z 1,42 1,31 2,64 — 2,13 

20 (средние) г +0,850* +0 ,820* + 0 , 9 8 5 — + 0 , 9 6 5 
Z 1,25 1,15 2,44 — 2,02 

40 (большие) г +0 ,645* +0 ,508* +0 ,685* — +0,650* 
Z 0,76 0,56 0,84 — 0,77 

микросомальные 10 (малые) г +0 ,856* +0 ,835* + 0 , 9 7 8 +0 ,960 ' ' — 

Z 1,27 1,20 2,25 1,95 — 

20 (средние) г +0 ,800* + 0 , 7 9 6 + 0 , 9 1 0 + 0 , 9 1 5 — 

Z 1,10 1,08 1,53 1,56 — 

40 (большие) г +0 ,705* +0 ,755* +0 ,840* +0 ,835* — 

Z 0,87 0,98 1,22 1,20 — 

П р и м е ч а и и е. Аналогичные результаты получены при исследовании корреляции в срав-
ниваемых субклеточных структурах для уровня гексозаминов, ГСБ и L-фукозы. 

снижение коэффициента корреляции 
между изменениями уровней УКГ в 
сравниваемых субклеточных элементах 
печени (табл. 3). 

Таким образом, введение различных 
доз тиреоидного гормона животным 
влияло на содержание общих УКГ в 
субклеточных элементах печени. Ма-
лые дозы Т4 приводили к достоверно-
му повышению уровня УКГ в мито-
хондриях и микросомах при незначи-
тельном их изменении в препаратах 
мембран. Введение же крысам сред-
них доз Т4 в начальные сроки опыта 
(на 6-й день после начала введения) 
вело к увеличению содержания УКГ 
во всех субклеточных элементах пече-
ни, которое затем, начиная с 12-го 
дня эксперимента, в митохондриях и 
микросомах сменялось снижением при 
высоком содержании их в мембранах. 
У крыс, получавших большие дозы, 
наоборот, отмечалось достоверное сни-
жение содержания УКГ во всех ис-
следуемых материалах независимо от 
сроков определений. Нормализация 
уровня отдельных УКГ в субклеточных 

элементах печени происходит наиболее 
быстро (на 6—12-й день после оконча-
ния введения крысам гормона) у крыс, 
которым вводили малые дозы Т4, и 
наоборот, наиболее продолжительно 
(на 18-й и 24-й дни после окончания 
опытов) у животных, получавших боль-
шие дозы Т4. Отсутствие корреляции 
между показателями нормализации со-
держания отдельных УКГ в различных 
субклеточных элементах печени пока-
зывает, что эти процессы в различных 
субклеточных структурах печени про-
исходят сугубо индивидуально и не-
взаимосвязанно. 

Достоверное повышение содержания 
УКГ в митохондриях и микросомах пе-
чени у крыс, которым вводили малые 
дозы Т4, по-видимому, согласуется с 
представлениями о стимулирующем 
действии Т4 на генетический аппарат 
клетки [23], вследствие чего стимули-
руется транскрипция с последующей 
активизацией ферментных систем, 
принимающих участие в биосинтезе 
УКГ, а также повышается уровень 
богатых энергией соединений [10] и 
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увеличивается интенсивность окисли-
тельио-восстаиовительных процессов 
[24, 25] в указанных субклеточных 
элементах печени. 

Умеренное снижение уровня от-
дельных УКГ в митохондриях и мик-
росомах печени у крыс, получавших 
средние дозы Т4, а также еще более 
значительное снижение этих показате-
лей во всех структурных элементах 
печени у животных, которым вводили 
большие дозы Т4, зависят от многих 
причин. По-видимому, средние дозы Т4 
способствуют повышению процесса 
связывания УКГ с липидами и белка-
ми на поверхности мембран [26]. 

Самый высокий коэффициент поло-
жительной корреляции ( г ^ от +0,895 
до +0,985) отмечен между изменения-
ми уровня отдельных УКГ в субкле-
точных элементах печени крыс, полу-
чавших в течение 21 дня малые дозы 
Т4. Введение крысам средних или 
больших доз Т4 резко снижает корре-
ляцию ( г ^ от +0,895 до +0 ,685) , а 
ее достоверность во всех случаях 
практически отсутствует {р> 0,05). 
Вероятно, вводимый в организм ти-
реоидный гормон по-разному влияет 
на содержание УКГ в органеллах и 
мембранах клеток печени. 

Можно предположить, что повыше-
ние уровня УКГ у крыс, получавших 
малые или средние дозы Т4, может 
играть роль своего рода буферной си-
стемы в связывании на поверхности 
плазматических мембран «излишнего» 
количества гормона, циркулирующего 
в русле крови. Этот процесс может 
продолжаться до тех пор, пока су-
щественно не нарушается биосинтез в 
них УКГ, что ведет к относительному 
снижению уровня УКГ в плазматиче-
ских и других мембранах при дли-
тельном введении средних и больших 
доз Т4. Снижение уровня УКГ в плаз-
матических мембранах крыс, вероят-
но, играет определенную роль в за-
щите органелл клетки от токсическо-
го воздействия Т4. Известно [16], что 
уменьшение содержания УКГ в био-
мембранах снижает эффект связыва-
ния и переноса гормона в клетке. 
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IN VIVO EFFECT OF . L-THYROXIN 
CONTENT OF SOME CARBOHYDRATES 

ON 
IN 

GLYCOPROTEINS OF RAT LIVER SUBCEL-
LULAR FRACTIONS 

Ye. N. Panasyuk, N. I. Kuz'mak 

Medical School, Lvov 

Effect of various doses of L-thyroxin on 
content of some carbohydrates (sialic adids, 
hexosamines, hexoses bound with proteins and 



l - fucose) in glycoproteins was studied in rat 
liver subcellular fractions. Content of these 
carbohydrates was altered similarly in liver 
tissue, whereas various doses of the hormone 
caused different changes of the glycoprotein 
components in liver tissue subcellular fractions. 
Within 24 days after L-thyroxin administration 
small doses of the hormone led to elevation of 
these carbohydrates in mitochondria and micro-
somes, while their content was unaltered in 

biomembranes, intermediate doses caused a 
decrease of the carbohydrates in mitochondria 
and microsomes and an increase in plasmatic 
mitochondrial and microsomal membranes, high 
doses of L-thyroxin caused a decrease of the 
carbohydrates in all the structures studied. 
Duration of normalization of the glycoprotein 
carbohydrate components in rat liver tissue 
depended on the L-thyroxin dose administered. 
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JI. И. Филановскал, M. H. Блинов, А. Б. Того, H. И. Клубовская, 
E. В. Бурмистрова 

О ДЕГРАДАЦИИ ПУРИНОВ В ЛЕЙКОЦИТАХ 
ПРИ ОСТРЫХ НЕЛИМФОБЛАСТНЫХ ЛЕЙКОЗАХ 

Ленинградский НИИ гематологии и переливания крови 

Представляется важной роль про-
цессов метаболизма пуриновых нукле-
отидов, ответственных за их деграда-
цию и катализируемых ферментами 
аденозиидезаминазой (АДА), пурин-
иуклеозидфосфорилазой (ПИФ) и 5'-
нуклеотидазой (5'-Н), в регуляции 
функциональной активности клеток 
различных типов. Процессы, осущест-
вляемые этими ферментами, направ-
лены на поддержание внутриклеточ-
ного баланса концентраций аденози-
на и дезоксиаденозина, являющихся 
модуляторами клеточных [12] и физи-
ологических функций [9]. Ферменты 
АДА, ПНФ и 5'-Н являются маркера-
ми дифференцировки лимфоидных кле-
ток [8], и анализ их активности ока-
зывает существенную помощь при ди-
агностике вариантов острого лимфо-
бластного лейкоза (ОЛЛ) и определе-
нии клеточной принадлежности цито-
химически недифференцируемых форм 
острого лейкоза (ОЛ) [5]. 

Ферменты АДА, ПНФ и 5'-Н, соот-
ношение уровней их активности, од-
нако, мало изучены как в нормальных, 
так и в лейкозио-трансформированных 
клетках миелоидной природы. В боль-
шинстве исследований [6, 11] пред-
ставлены результаты изучения при 
острых лейкозах нелимфоидной при-
роды (ОнеЛЛ) только активности 
АДА. 

В последнее время появилось сооб-
щение, в котором авторы на основа-
нии близкого сходства уровней актив-
ности АДА и 5'-Н в лейкозных клет-
ках ставят под сомнение ценность 
этих двух ферментов как биохимиче-
ских маркеров вариантов Mi—М6 

ОнеЛЛ [14]. Между тем из-за нечет-
кости отл ич ител ьн ых мор фоцитохи м и -
ческих признаков лейкозных клеток 
[1] вариант ОнеЛЛ нередко трудно 
диагностировать и потому представля-
ется актуальным поиск дополнитель-
ных критериев, в том числе и биохими-
ческих, способствующих решению этой 
задачи. 

Мы изучили АДА, ПНФ и 5'-Н в 
лейкоцитах здоровых людей и боль-
ных ОнеЛЛ с целью определить, име-
ются ли специфические особенности в 
распределении величин их активно-
стей в лейкозных клетках при различ-
ных вариантах этой формы ОЛ, поз-
воляющие использовать ферменты де-
градации пуринов в качестве марке-
ров для дифференциальной диагности-
ки также и при ОнеЛЛ. 

М е т о д и к а 

Работа проведена на лейкоцитах перифе-
рической крови 34 больных ОнеЛЛ и грануло-
цитах 17 здоровых людей. Обследованные 
больные находились на стационарном лече-
нии в гематологических клиниках нашего ин-
ститута. Среди больных было 14 детей в воз-
расте от 2 до 14 лет и 20 взрослых в возрас-
те от 19 до 77 лет. 

По данным клинико-гематологического и 
морфоцитохимического исследований 17 боль-
ным поставлен диагноз острого миелобластно-
го лейкоза (ОМБЛ), 6 — миеломонобластно-
го острого лейкоза (ОМ — монЛ), 7 — остро-
го монобластного лейкоза (ОМонЛ). Больных 
острым промиелоцитарным лейкозом (ОПЛ) 
было 2, острым эритромиелозом (ОЭМЛ) — 
также 2. У 32 больных к моменту проведения 
биохимического обследования констатирована 
I активная фаза заболевания, у 2 больных — 
2-й или 3-й рецидив. 

Пробы крови брали в период постановки 
диагноза и перед цитостатической терапией. 
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Активность ферментов деградации пуринов в гранулоцитах здоровых людей и лейкоцитах больных ОнеЛЛ 

ю е; Активность ферментов, ед. Цитохимические показатели, % 

Виды клеток 

и 

«5 
i s ~ о 

Состав исследуемой 
клеточной фракции, % АДА ПНФ АДА/ПНФ 

миелоперок-
сидаза липиды PAS-реакция хлорацетат-

эстераза 
а-нафтил-

ацетатэстера-
за 

Гранулоциты 17 8 7 ± Ю 
(30—176) 

216±25 
(91—447) 

0,44 ± 0 , 0 5 
(0,17—0,87) 

ОМБЛ: 
1-я группа (М2) И Бл. 21—98, 

Лф. 1,5—64 
878-1-73 

(584—1410) 
289±37 
(76—459) 

3 ,7±0 ,6 
(1,71—8,2) 

62—92 26—100 36—68 

2-я группа (Mj) 3 Бл. 51—81, 
лф. 25—31 

287±48 
(222—377) 

186±24 
(144—224) 

1,5±0,2 
(1,17—1,81) 

7—46 53—98 0,0—17 

3-я группа (М2) 3 Бл. 41—89, 
лф. 8—25 

294 ± 8 
(283—310) 

534 ± 3 0 
(491—591) 

0 ,6±0 ,04 
(0,48—0,63) 

1—7 2—21 0,0—6 

ОПЛ (М3) 2 Бл. 82, 
лф. 16 

Бл. 90, лф. 9 

2192 

197 

384 

211 

5,7 

0,93 

15 

84 

77 

100 

4 

0,0 

58 

51 

ОМмонЛ (М4) 6 Бл. 24—96, 
лф. 2,5—27 

362±42 
(238—521) 

216±56 
(96—461) 

2 ,26±0 ,6 
(0,7—4,57) 

4—93 13—98 6—56 14—61 28—75 

ОМонЛ (М5а) 3 Бл. 14—30, 
лф. 30—67 

274±52 
(179—355) 

220±48 
(143—307) 

1,33±0,4 
(0,85—2,02) 

0,0 0,0—4 0,0—34 0,0 60—100 

ОМонЛ (МбЬ) 4 Бл. 86—96, 
лф. 3—14, мон. 59 

733-ь 113 
(531—1013) 

275±90 
(81—446) 

3,82 ± 1 , 2 
(1,38—6,58) 

27—95 55—100 6—71 15—24 53—96 

ОЭМЛ (Мб) 2 Бл. 1—63, 
лф. 0—55, 
рц. 98, 
нормобл. 
4—24/100 

71±10 
(81—62) 

188±31 
(156 -219) 

0,5 19—66 Положи-
тельные 

Во всех 
эритроид-
ных клет-
ках 

Положи-
тельные 

Клетки К-562 3 84±12 
(31—159) 

544±21 
(387—696) 

0 ,13±0,03 
(0,08—0,23) 

П р и м е ч а н и е . I единица активности фермента соответствует 1 нмоль субстрата, превращенного 10е клеток за 1 ч. Бл. — бласты, лф. — лимфоциты, 
мон. — моноциты, рц. —ретикулоциты, нормобл.—нормобласты. В скобках — пределы колебаний. 
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Рис. 1. Активность 5'-нуклеотидазы в нор-
мальных и лейкозных миелоидных клетках. 
/ — нормальные гранулоциты; 2 — ОМБЛ; 3 — ОПЛ; 
4 — ОМмонЛ; 5 — ОМонЛ; 6 — ОЭМЛ. По оси ор-

динат —- дсфосфорилирование АМФ (в ед.). 

Гранулоциты из крови здоровых доноров 
получали после отстаивания ее с желатино-
цитратным раствором [2]. Лейкоциты из пери-
ферической крови больных выделяли при цент-
рифугировании на градиенте фиколл—верогра-
фин с плотностью 1,076 [7]. Получаемая фрак-
ция клеток, кроме бластов, могла содержать 
другие незрелые клеточные элементы, лимфо-
циты и моноциты. 

Активность ферментов деградации пуринов 
определяли методами, описанными ранее [4]. 
Д л я статистической обработки эксперименталь-
ных данных применяли метод Стьюдента — 
Фишера. 

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

Опыты, проведенные на гранулоди-
тах здоровых людей, показали (ем. 
таблицу), что в норме в зрелых мие-
лоидных клетках активность фермен-
тов АДА и ПНФ значительно варьи-
рует и средние показатели активности 
второго фермента (2J6zt25 ед.) в 2,5 
раза выше, чем первого ( 8 7 ± 1 0 ед). 
Э то о п р еде л я ет вел и чину от н о ш е н и я 
АДА/ПНФ (0,44), которая в грануло-
цитах ниже, чем в лимфоцитах. Из 
рис. 1 видно, что на клеточной мемб-
ране гранулоцитов активность 5'-Н не 
оп редел яется. Отсутствие и а гр а нул о-
цитах энзиматической системы, спо-
собствующей проникновению во внут-
риклеточное пространство аденозииа, 
возможно, является одним из меха-
низмов резистентности зрелых миело-
идных клеток к токсическому дейст-
вию этого пуринового нуклеозида, от 
которого не защищены лимфоциты, не-
сущие активную б'-Н. 

В результате исследования лейкоз-
ных клеток выяснилось, что больные 
ОМБЛ по уровню активности АДА, 
ПНФ и их соотношения в миелобла-
стах могут быть разделены на 3 груп-
пы. У 11 из 17 обследованных с ОМБЛ 

(1-я группа) в миелобластах опреде-
ляется высокая активность АДА 
(873±73 ед.), которая в несколько раз 
превышает активность ПНФ (289± 
± 3 7 ед.). Поскольку соотношение ак-
тивности АДА и ПНФ в миелобластах 
этих больных противоположно соотно-
шению, установленному в гранулоци-
тах, величина АДА/ПНФ в них намно-
го выше (3,7), чем в норме. 

В миелобластах 3 больных 2-й груп-
пы активность АДА (287±48 ед.) хо-
тя и превышала таковую в зрелых 
гранулоцитах, но была существенно 
ниже, чем в 1-й группе. Активность же 
ПНФ у этих больных была близка к 
определяемой в гранулоцитах. Индекс 
АДА/ГШФ (1,5) занимал промежу-
точное положение между установлен-
ным в гранулоцитах доноров и бла-
стах больных ОМБЛ 1-й группы. 

У 3 последних из обследованных 
больных ОМБЛ миелобласты отлича-
лись тем (см. таблицу), что в них ак-
тивность ПНФ (534zb30 ед.) была вы-
ше активности АДА ( 2 9 4 ± 8 ед.) и в 
1,7—2,8 раза превышала активность 
ПНФ в бластах больных ОМБЛ, рас-
смотренных ранее ( 0 , 0 5 > р > 0 , 0 2 ) . 
Миелобласты данной группы больных 
характеризовались самой низкой по 
сравнению с установленной у других 
больных ОМБЛ величиной соотноше-
ния АДА/ПНФ (0,6). 

Представленные результаты пока-
зывают, что бластные клетки больных 
ОМБЛ неоднородны по показателям 
активности ферментов деградации пу-
ринов. В миелобластах 2/з обследован-
ных больных ОМБЛ отмечена такая 
же высокая активность АДА, как и в 
л'имфобластах при Т-клеточном ОЛЛ 
[5]. Однако характерным отличием 
миелобластов является то, что в них 
активность ПНФ всегда в несколько 
раз выше, а величина АДА/ПНФ (да-
же в 1-й группе) ниже, чем в Т-лим-
фобластах. 

Таким образом, миелобластный ва-
риант ОД в картине распределения 
активностей маркерных энзимов в лей-
козных клетках имеет типичные чер-
ты, надежно отличающие его от Т-
лимфобластного. 

Из таблицы видно, что высокая ак-
тивность АДА типична для миелобла-
стов больных ОМБЛ, лейкозные клет-
ки которых имеют цитохимические 
признаки созревания. Это позволяет 
отнести их к ОиеЛЛ-Мо. В то же вре-
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мя у миелобластов больных ОМБЛ 
(2-я и 3-я группы), в которых актив-
ность АДА ниже, чем в 1-й группе, 
отмечаются цитохимические характе-
ристики малодифференцированиых 
клеток, характерных для ОнеЛЛ-Мь 

Эти сопоставления позволяют выс-
казать предположение, что дифферен-
цировка миелобластов связана с изме-
нением активности исследованных 
ферментов, прежде всего, с повышени-
ем активности АДА и соотношения 
АДА/ПНФ. Согласно полученным ре-
зультатам, м а л о д и ф ф е р е н ц и р о в а и н ы е 
бласты при ОнеЛЛ-Mi представлены 
двумя типами клеток, различающими-
ся по активности ПНФ и соотноше-
нию АДА/ПНФ. 

Результаты исследования при ОПЛ 
(ОнеЛЛ-М3 по ФАБ-классификации) 
показали (см. таблицу), что бласты 2 
обследованных больных с этим вари-
антом О Л резко различаются по ак-
тивности исследованных ферментов. 
У одного из них в бластах обнаруже-
на очень высокая активность АДА 
(в 2,5 раза выше активности фермен-
та у больных ОнеЛЛ-М2), а актив-
ность ПНФ и величина соотношения 
АДА/ПНФ были сравнимы с опреде-
ляемыми в миелобластах у послед-
них. В бластах другого больного ОПЛ 
активность АДА была в 10, а ПНФ — 
в 2 раза ниже, чем в бластах первого 
больного. Биохимически столь резко 
различающиеся бласты больных ОПЛ 
ни морфологически, ни по интенсивно-
сти цитохимических реакций (см. 
таблицу) существенно не отличались 
друг от друга. Исключение составляла 
,миелопероксидаза, которая у больного 
с высокой активностью АДА в бла-
стах выявлялась только в 15 % кле-
ток, а у больно,го с пониженной ак-
тивностью АДА — в 84 % клеток. 

Биохимические исследования у 6 
больных с диагнозом ОМмонЛ 
(ОнеЛЛ-М4) показали (см. таблицу), 
что в бластах этих больных актив-
ность АДА составляет в среднем 
3 6 2 ± 4 2 ед., что в 2,4 раза ниже актив-
ности фермента (р<0 ,001) у боль-
шинства больных ОМБЛ-М2, НО не-
сколько выше активности АДА в мие-
лобластах больных с ОнеЛЛ-Mi 
( 0 , 1 < / ? < 0 , 2 ) . Что же касается ПНФ 
то ее активность (216±56 ед.) в бла-
стах при ОМмонЛ (см. таблицу) ма-
ло отличается от обнаруживаемой у 
большинства больных ОМБЛ. 
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Таким образом, распределение ак-
тивностей АДА, ПНФ и их соотноше-
ния в бластах при ОМмонЛ сущест-
венно отличается от наблюдаемого в 
миелобластах большинства больных 
ОМБЛ. Появление в популяции лей-
козных клеток при ОМмонЛ гистохи-
мических признаков моиоцитоидной 
диффереицировки (наличие в клетках 
а-нафтилацетатэстеразы, частично ин-
гибируемой фторидом натрия) связано 
с замедлением деградации пуриновых 
нуклеотидов в бластах вследствие сни-
жения активности АДА. 

Из результатов исследования у боль-
ных ОМонЛ (ОнеЛЛ-М5) видна (см. 
таблицу) четкая зависимость распре-
деления активностей ферментов дегра-
дации пуринов от вызревания лейкоз-
ных моноцитоидных клеток, а также 
от уровня бластоза. У 3 из 7 обследо-
ванных больных ОМонЛ с невысокой 
бластемией (14—30%) по морфоцито-
химичееким признакам лейкозных кле-
ток диагностирован ОиеЛЛ-М5а. Эи-
зиматический анализ их лейкоцитов 
показал, что по величине активности 
АДА (274±52 ед.), ПНФ (220± 
± 4 8 ед.) и соотношения АДА/ПНФ 
(1,33) они имеют близкое сходст-
во с мал од и ф фер енци ров а ни ы м и 
миелобластами больных ОМБЛ с ва-
риантом заболевания М ь выделенны-
ми нами во 2-ю группу. 

У 4 больных ОМонЛ с высоким со-
держанием монобластов (86—95 %) 
или моноцитов (59%) были отчетливо 
выражены морфоцитохимические при-
знаки вызревания моноцитоидных кле-
ток, что послужило основой для диа-
гностирования у них О и е Л Л - М б в . 
В лейкозных клетках этих больных 
ОМонЛ, как видно из таблицы, актив-
ность АДА в 2,6 раза выше активно-
сти фермента в бластах больных 
ОнеЛЛ-М5а, когда отсутствуют приз-
наки вызревания лейкозного клопа. 
По распределению величии активности 
АДА (7334=113 ед.), ПНФ (2754= 
90 ед.) и их соотношения (3,82) бла-
стные клетки этой группы больных 
ОМонЛ сходны с миелобластами боль-
ных ОМБЛ (1-я группа), имеющими 
цитохимические признаки созревания 
(см. таблицу). 

Рассмотренные данные показывают, 
что дифференцировка монобластов, 
как и миелобластов, сопровождается 
повышением активности АДА и пере-



распределением в соотношении уров-
ней активности АДА и ПНФ. 

При ОЭМЛ в бластных клетках (см. 
таблицу) определяется наименьшая 
(в 2,7—30 раз ниже, чем в лейкозных 
клетках при других вариантах 
ОнеЛЛ) активность АДА (714=10 ед.). 
Активность ПНФ (188±31 ед.) в бла-
стах при ОЭМЛ оказалась сниженной 
в меньшей степени, чем в лейкоцитах 
других больных ОнеЛЛ. Лейкозный 
клон у одного из обследованных боль-
ных ОЭМЛ на 60 % был представлен 
миелобластами, из чего можно заклю-
чить, что последние, как и эритроид-
ные клетки этих больных, имеют сни-
женную активность АДА и по своим 
биохимическим параметрам отличают-
ся от миелобластов при ОМБЛ. 

При исследовании клеток линии 
К-562, которые потенциально способ-
ны к дифференцировке и в эритроид-
ном, и в миелоидном направлении, мы 
обнаружили, что активность АДА в 
них ( 8 4 ± 1 2 ед.) сравнима с определя-
емой при ОЭМЛ, а высокая актив-
ность ПНФ (544±21 ед.) сопоставима 
с установленной в миелобластах неко-
торых больных ОМБЛ. Сходство эн-
зим атических параметров лейкозных 
клеток больных ОЭМЛ с определяе-
мыми в клетках К-562 и малодиффе-
ренцированиых миелобластах при 
ОнеЛЛ-Mj наводят на мысль о том, 
что при ОнеЛЛ-М6 лейкозогенный 
фактор поражает эритроидные и мие-
лоидные клетки ранних этапов диф-
ференцировки. 

При анализе результатов изучения 
активности поверхностно-клеточной 
5'-Н выяснилось, что в отличие от зре-
лых гранулоцитов этот фермент обна-
руживается на лейкозных клетках не-
которых больных ОнеЛЛ (см. рис. 1). 
В ряде случаев ОМБЛ, ОМмонЛ, 
ОМонЛ активность 5'-Н не уступала 
(25, 46, 30 ед.) или даже превышала 
(78, 106 ед.) активность фермента, оп-
ределяемую на лимфоидных клетках 
[4]. Показано, что при ОЛЛ более вы-
сокая активность 5 4 1 обнаруживает-
ся на лимфобластах ранних этапов 
дифференцировки, еще не экспресси-
рующих клеточных детерминант и ан-
тигенов [10]. В связи с этим можно 
предположить, что когда на бластах 
выявляется активная 5'-Н, уровень их 
дифференцировки ниже, чем клеток 
без 5'-Н. 

гранупоциты 

Рис. 2. Динамика активности АДА (/) и 
П Н Ф (/У) в ходе диффереицировки и созрева-

нии клеток миелоидного ряда. 

Таким образом, этапы дифференци-
ровки миелобластов сопровождаются 
« п ер ек р естн ы м и » из м енени я м и а кти в -
мости АДА и ПНФ, причем активность 
первого фермента возрастает, а вто-
рого снижается (рис. 2), что противо-
положно наблюдаемому при Т-лимфо-
идной дифференцировке [8]. Следова-
тельно, миелобласты при ОнеЛЛ мо-
гут быть представлены клетками раз-
личных уровней диффереицировки, что 
п о д тв е р ж д а етс я также р ез у л ьт а т а м и 
изучения их поверхностных рецепто-
ров [3]. 

Повышение активности АДА в ходе 
дифференцировки является свойством 
клеток как миелоидного, так и моно-
цитарного ряда. Изменение в направ-
лен и и д и ф ф е р е и ц и р о в к и (при 
ОМмонЛ) связано со сдвигами в кар-
тине ферментативных активностей в 
лейкозных клетках и происходит пре-
жде всего за счет изменений в актив-
ности АДА. Дифференцировка и соз-
ревание клеток миелоидного ряда в 
наибольшей степени затрагивают уро-
вни активности АДА. 

Результаты работы, по нашему мне-
нию, ставят под сомнение выводы не-
которых исследователей, что изучение 
ферментов деградации пуринов не мо-
жет оказать существенной помощи при 
д и ф ф с р е н ц и а л ь н о й диагностике 
ОнеЛЛ. Согласно полученным дан-
ным, лейкозные клетки при вариантах 
ОнеЛЛ М ь М2, М4, Мб имеют харак-
терные отличия в величинах активно-
сти АДА, ПНФ и их соотношении, что 
может служить основой для идентифи-
к а ц и и п ер е ч и сл е н н ы х в а р и а н то в О Л. 
Близкое сходство показателей актив-
ности в лейкоцитах ОиеЛЛ-М5 с тако-
выми при вариантах М, и М2 ограми-
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чивает информативность анализа для 
дифференциальной диагностики таких 
случаев заболевания. Однако это не 
снижает значимости анализа активно-
сти АДА, ПНФ и 5'-Н при ОнеЛЛ, так 
как, помимо вклада в уточнение клас-
сификации этих заболеваний, он дает 
возможность определить уровень диф-
ференцировки лейкозных клеток, от 
которой может зависеть успех в тера-
пии | 13 | . 
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СТРУКТУРНЫЕ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ МИОЗИНА 
СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ КРЫС В ПРОЦЕССЕ 

ПОСМЕРТНОГО АУТОЛИЗА 

Научно-исследовательская лаборатория биологических структур Минздрава СССР, 
Москва 

Исследование процессов, происходя-
щих в мышечной ткани в посмертном 
периоде, особенно на его начальных 
этапах, представляет значительный 
интерес по ряду причин. Так, важной 
задачей является выявление наиболее 
ранних функциональных и структур-
ных изменений после смерти в прак-
тике трансплантации органов и тканей 
и мышечно-пластических операций 
[11]. Кроме того, для исследования 
структуры мышечной ткани часто при-

меняется обработка препаратов мио-
фибрилл, миозина, актина протеоли-
тическими ферментами [14, 20, 24]. 
Сравнение характера протеолитиче-
ской деградации мышечных белков в 
посмертном периоде, сопровождаю-
щемся активацией гидролаз [6, 19], с 
процессами, происходящими in vitro, 
может дать представление об о с о б е н -
ностях их структурированности в тка-
ни. Следует также учитывать, что из-
менения, происходящие в мышцах пос-
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ле смерти, во многом совпадают с про-
цессами деградации белков при тех 
или иных патологических состояниях 
[5, 9]. 

Посмертные изменения мышечной 
ткани изучались довольно широко гис-
тологическими и электронно-микроско-
пическими методами [1, 16 18]. В био-
химических работах чаще всего иссле-
довались изменения окислительно-вос-
становительного потенциала и кислот-
но-основных свойств ткани [11, 15], 
соотношение кислоторастворимых и 
кислотонерастворимых компонентов в 
мышце [13, 15, 22], гидролитической 
активности ферментов [6J и т. д. Од-
нако изменения одного из основных 
белков миофибрилл миозина изучены 
сравнительно мало. Как известно, ха-
рактерной особенностью миозина яв-
ляется его способность функциониро-
вать одновременно в качестве фермен-
та и структурного белка. В связи с 
этим целью настоящей работы яви-
лось сравнительное исследование 
структурной целостности и фермента-
тивной активности миозина скелетных 
мышц крыс в процессе посмертного 
аутолиза. 

М е т о д и к а 

Использовали мышцы задних конечностей 
белых беспородных крыс. Животных декаии-
тировали и тушки хранили при комнатной 
температуре в течение 0, 3, 12 ,и 24 ч. 

Выделение миозина проводили по методу 
Perry [27] с последующей очисткой ионообмен-
ной хроматографией [28]. Для этого получен-
ный препарат миозина диализовали в течение 
3 ч против буфера, содержащего 0,04 М пиро-
фосфат Na рН 7,5. Колонку (12X150 мм) за-
полняли гелем DEAE-Toyo-pearl 650 М под 
давлением около 1,5 атм. Скорость элюции 
составляла 120 мл/ч/см2. Раствор белка (не 
более 100 мг) наносили на колонку и промы-
вали стартовым буфером до полного удале-
ния несорбированного материала. Для созда-
ния линейного градиента КС1 использовали 
по 20 мл стартового и финишного буфера сле-
дующего состава: 0,04 М пирофосфат Na (рН 
7,5), 0,5 М КС1. Окончательную элюцию сор-
бированного примесного материала проводили 
0,5 М NaOH. Непрерывную запись оптичес-
кой плотности осуществляли на денситометре 
«Uvicord II.» Во фракциях объемом 2 мл оп-
ределяли Са2+-АТФазную активность. Мате-
риал, соответствующий миозину, собирали, 
анализировали с использованием дискового 
электрофореза в полиакриламидном геле 
ГТААГ с додецилсульфатом натрия (ДСН) и 
гель-фильтрации на Toyo-pearl ITW-65 в 8 М 
мочевине. Кроме того, исследовали кинетику 
гидролиза АТФ миозином, спектры поглоще-
ния белка в УФ-области на спектрофотометре 
«Unicam SP 800» и определяли содержание 
белка методом Лоури [23]. 

Экстракты мышечных белков получали, ис-
пользуя метод |26 | с некоторыми модифика-
циями. В состав «лизирующих» растворов вхо-
дили мочевина (8 М), ДСН (0,2%), тритон 
Х-100 (1%) и р-меркаптоэтанол (2%). Для 
получения экстрактов предварительно измель-
ченные образцы мышечной ткани гомогени-
зировали в стеклянном гомогенизаторе с при-
тертым пестиком в «лизирующем» растворе в 
соотношении 1:10 (масса:объсм). Полученные 
экстракты центрифугировали при 3000 об/мин 
30 мин, фильтровали и фильтраты использова-
ли для анализа дисковым электрофорезом в 
ПААГ с ДСП. 

Дисковый электрофорез в ПААГ с ДСН 
препаратов миозина после ионообменной хро-
матографии и экстрактов мышечных белков 
проводили по методу, описанному Н. С. LUe-
лудько [10] для разделения миофибрилляриых 
белков. Гели окрашивали 0,125% раствором 
кумаси ярко-голубого R-250 в смеси метанол — 
вода — уксусная кислота (4,5:4,5:1) и скани-
ровали на денситометре «Хромоскан 200». 
Подвижность белковых зон определяли в 
процентах, принимая подвижность бромфено-
лового синего за 100%. Для построения ка-
либровочной кривой использовали наборы бел-
ков с диапазоном молекулярных масс от 2,5 
до 280 кД («Fluka»). 

Гель-фильтрацию миозина осуществляли на 
колонке 12x1000 мм, заполненной гелем 
Toyo-pearl ITW-65 под давлением около 2 атм. 
Скорость элюции составляла 100 мл/час/см2, 
элюирующим раствором служил раствор 8 М 
мочевины. Внешний объем колонки был равен 
36 мл, внутренний — 55 мл. Для построения 
калибровочной кривой использовали наборы 
маркерных белков с диапазоном молекуляр-
ных масс от 15 до 220 кД («Serva», Merk»). 
Перед хроматографией калибровочные белки, 
а также препараты миозина выдерживали в 
растворе 8 М мочевины в течение ночи при 
4 °С. 

Са2+-АТФазную активность полученных 
препаратов миозина определяли по накопле-
нию неорганического фосфора [2] после инку-
бации в среде, содержащей 1 мг белка в 
0,01 М трис-HCl рН 6,5, 0,3 М КС1, 0,01 М 
СаС12 и 4 мМ АТФ, и выражали в микромо-
лях фосфора на 1 мг белка в 1 мин. 

Кинетику гидролиза АТФ миозином иссле-
довали в среде, содержащей 0,002 М трис-ма-
лат (рН 7,6), 0,3 М КС1, 5 мМ СаС12 [7, 8]. 

Статистическую обработку результатов про-
водили, используя распределение Стьюдента 
для малых выборок [3]. Данные выражали 
в виде Х±о. 

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

Из полученных результатов следу-
ет, что хроматографические свойства, 
характер спектров поглощения в УФ-
области, электрофертическая подвиж-
ность, величина Са2+-АТФазиой актив-
ности полученного белкового препара-
та соответствовали аналогичным пара-
метрам, ранее описанным для миози-
на [4]. 

При ионообменной хрома тогр а ф и и 
белка, выделенного из мышечной тка-
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Рис . 1. И о н о о б м е н н а я х р о м а т о г р а ф и я ( а — в ) и 
спектры п о г л о щ е н и я (г) п р е п а р а т о в м и о з и н а , 

п о л у ч е н н ы х через р а з н ы е сроки аутОлиза . 
/ — нормальная ткань; 2, 3 и 4 — соответственно 
3, 12 и 24 ч аутолиза. По оси абсцисс: а—в — объем 
элюата (в мл); г — длина волны (в им); но оси 
ординат слева — оптическая плотность, справа — 

молярность КС1 (в М). 

материала в целом, подобное распре-
делению нативного миозина; несорби-
рующиеся на геле вещества; хорошо 
выраженный пик, соответствующий 
миозину, начинавший элюироваться с 
колонки при концентрации КС1 0,1 
0,15 М; несколько примесных компо-
нентов, в том числе фракция, содер-
жащая нуклеиновые кислоты (по дан-
ным орциновой реакции и характери-
стикам спектров поглощения), элюи-
рующаяся с колонки только при при-
менении 0,5 М NaOIT. В то же время 
соотношение различных компонентов 
в препарате миозина заметно менялось 
при увеличении времени аутолиза. 
Так, начиная с 12 ч после смерти в 
препаратах значительно увеличива-
лась доля несорбировавшегося на ко-
лонке материала, который, по данным 
литературы [28], содержит, кроме 
п р и м е с и ы х в ы с о к о м о л е к у л я р н ы х бел-
ков, некоторое количество агрегиро-
ванного актомиозииа и миозина. Мож-
но предполагать, что увеличение доли 
таких агрегатов в течение первых су-
ток после смерти связано с изменени-
ем способности миофибриллярных бел-
ков к ассоциации-диссоциации, кото-
рое наблюдается при развитии эффек-
та посмертного окоченения в мышеч-

ни через разные сроки после смерти 
(рис. 1), наблюдалось распределение 

0,80 Rj 

Рис . 2. Д и с к о в ы й э л е к т р о ф о р е з в П А А Г с Д С Н (а—в) и гель-
ф и л ь т р а ц и я в 8 М м о ч е в и н е (г—е) п р е п а р а т о в м и о з и н а , полу-

ченных через р а з н ы е с р о к и а у т о л и з а . 
а, г — нормальная ткань (1) и 3 ч аутолиза (2), б, д — 12 ч аутолиза, 
е е — 24 ч аутолиза. ТЦ — тяжелые цепи миозина, ЛЦ — легкие цепи 
миозина. По оси абсцисс: а—в — относительное расстояние миграции; 

d—с — объем элюата (в мл); по оси ординат — оптическая плотность. 

Рис . 3. С а 2 + - А Т Ф а з н а я ак-
т и в н о с т ь м и о з и н а , получен-
ного через р а з н ы е с р о к и 

а у т о л и з а . 
а — активность миозина. По 
оси абсцисс: время аутолиза 
(в ч); по оси ординат — Са 2 +-
АТФаза (в %); б, в — кине-
тика гидролиза АТФ белком, 
полученным из нормальной 
ткани (б) и через 3 ч аутоли 
за (в). По оси абсцисс: кон-
центрация АТФ (в М): по оси 
ординат: активность миозине 
(в мкмоль Р/мин на 1 мг бел-

ка). 
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ной ткани [30]. На всех сроках по-
смертного аутолиза материал, соответ-
ствующий миозину, элюировался при 
одних и тех же концентрациях К О и 
имел сходные спектральные характе-
ристики. При этом выход белка не-
сколько снижался к 12 ч посре смерти 
(3 ,15±0,40 мг на 1 г ткани) по срав-
нению с нормальной тканыо (4 ,35± 
± 0 , 3 5 ) , менялся в дальнейшем до 24 ч 
(3,48±0,21 мг/г). Снижение выхода 
миозина через 3 ч аутолиза (3 ,89± 
± 0 , 3 4 мг/г) не было статистически до-
стоверным. 

При дисковом электрофорезе пре-
паратов миозина, полученных через 
разные сроки после гибели животных 
(рис. 2) не было обнаружено каких-
либо изменений после 3 ч аутолиза. 
Применение в качестве динатурирую1 

щего агента мочевины с последующей 
гель-фильтрацией в 8 М мочевине так-
же не выявило существенных разли-
чий хроматографического поведения 
миозина из ткани через 3 ч после 
смерти животного по сравнению с на-
тивным белком. В то же время при ис-
следовании ферментных свойств мио-
зина обнаружено незначительное, но 
статистически достоверное снижение 
Са2+-АТФазной активности белка на 
этом сроке аутолиза (рис. 3). По-ви-
димому, изменение каталитических 
свойств миозина свидетельствует о на-
чальных посмертных структурных на-
рушениях, причиной которых являют-
ся, возможно, химическая модифика-
ция некоторых активных групп, возни-
кающая вследствие изменения кислот-
но-основных свойств, окислительно-
восстановительного потенциала и т. д. 
на самых ранних этапах посмертного 
аутолиза мышечной ткани [11, 15, 22]. 

Как известно, при анализе кинети-
ческих свойств миозииовой АТФазы в 
ряде работ [7, 8] был обнаружен эф-
фект «субстратного ингибироваиия», 
сохраняющийся при различных экспе-
риментальных условиях, в том числе 
при модификации тиоловых групп 
фермента п-хлормеркурбензоатом. При 
более значительных структурных из-
менениях белка, заключающихся, на-
пример, в уменьшении степени спира-
лизации, увеличении агрегации белка, 
отмеченный эффект не обнаруживался 
[8]. В связи с этим были изучены ки-
нетические свойства Са2+-АТФазы мио-
зина из нативной и аутолизироваиной 
в течение 3 ч мышечной ткани. Пока-

зано, что наряду с уменьшением фер-
ментной активности белка наблюдает-
ся сохранение эффекта «субстратного 
ингибироваиия» для миозина после 
3 ч аутолиза. Таким образом, умень-
шение Са2+-АТФазной активности без 
выраженной деградации белка явля-
ется, по-видимому, наиболее ранним 
показателем аутолитических превра-
щений миозина после смерти. 

Дисковый электрофорез белка, по-
лученного из мышечной ткани через 
12 и 24 ч после смерти, выявил дегра-
дацию тяжелых цепей миозина, заклю-
чающуюся в появлении наряду с ком-
понентом с мол. м. ~ 200 000 фрагмен-
тов с мол. м. 150000 и 120000 (см. 
рис. 2). При этом с увеличением вре-
мени аутолиза от 12 до 24 ч доля низ-
комолекулярных фрагментов возра-
стает. Положение и соотношение лег-
ких цепей миозина в тех же препара-
тах менялось незначительно. 

Гель-фильтрация этих препаратов в 
8 М мочевине выявила в целом анало-
гичные изменения белка в процессе 
аутолиза. В связи с меньшей разреша-
ющей способностью гель-фильтрации 
по сравнению с дисковым электрофо-
резом не удалось полностью разделить 
фрагменты тяжелых цепей миозина. 
Однако изменение при хроматографии 
формы пика, соответствующего тяже-
лым цепям, появление дополнитель-
ных фракций свидетельствовало о том, 
что и при использовании в качестве 
денатурирующего агента мочевины вы-
является фрагментация белка, полу-
ченного из посмертно аутолизироваи-
ной ткани. 

Представленные результаты, сви-
детельствующие о фрагментации тяже-
лых цепей миозина в препаратах, по-
лученных из аутолизироваиной ткани, 
не исключали возможность протеоли-
за белка в процессе его выделения из 
гомогеиата аутолизироваиной мышеч-
ной ткани, характеризующейся, как 
известно [6], повышенной активностью 
гидролитических ферментов. В связи с 
этим проводился контрольный диско-
вый электрофорез «лизатов» тех же 
образцов ткани, которые использова-
лись для выделения миозина (рис. 4), 
выявивший аналогичный характер из-
менения белка в процессе посмертного 
аутолиза. Так, через 12 и 24 ч после 
смерти в «лизате», кроме компонентов, 
соответствующих тяжелым цепям мио-
зина, также обнаруживались фракции 

79 



Р и с . 4. Д и с к о в ы й э л е к т р о ф о р е з в П А А Г с 
Д С П э к с т р а к т о в м ы ш е ч н ы х белков , получен-

ных через р а з н ы е сроки а у т о л и з а . 
а — нормальная ткань, б — 12 ч аутолиза, в — 24 ч 
аутолиза, ТЦ — тяжелые и ЛЦ — легкие цепи мио-
зина, С — С-белок, а-А — а-актинин, А — актин, 
77/ — троионин, ТМ — трономиозниы. Стрелками 
указаны относительные расстояния миграции для 
калибровочных белков («Flnka»): / — мол. м. 
224 000, 2 — мол. м. 112 000, 3 — мол. м. 71 500, 4— 
мол. м. 42 900. 5 — мол. м. 28 600, 6 — 25 000, 7 — 
17 000. По оси абсцисс — относительное расстояние 
миграции (Rf); по осп ординат — оптическая плот-

ность. 

с мол. м. —150 000 и 120 000. Следу-
ет подчеркнуть, что при этом не отме-
чалось каких-либо различий в элект-
р о фо ретическо й 11 од в i \ ж н о с т и ф р а к ц и й ,, 
соответствующих актину. 

Таким образом, по-видимому, одним 
из самых существенных структурных 
изменений белков мышечной ткани в 
процессе посмертного аутолиза явля-
ется деградация тяжелых цепей мио-
зина. Следует отметить, что немного-
численные данные, имеющиеся по это-
му вопросу в литературе, довольно 
разноречивы. Так, если, по мнению 
ряда авторов [17, 29], посмертный 
аутолиз, деградация миофибрилл со-
провождаются уменыиеннем содержа-
ния тяжелых цепей миозина, появлени-
ем фрагментов с мол. м. —150 000 
[29], то, по другим данным [30], из-
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менения соотношения миозина и ак-
тина при хранении образцов мышеч-
ной ткани в азиде натрия при 10°С пе 
обнаруживается до 10 сут после смер-
ти [30]. Возможно, получение столь 
разных результатов связано с разли-
чиями в условиях хранения материа-
ла, в частности температурных, кото-
рые, как известно [25], существенно 
влияют на характер аутолитических 
процессов. 

Многочисленные исследования дей-
ствия протеолитических ферментов на 
миозин in vitro позволили установить 
наличие в белке участка, особенно 
чувствительного к протеолизу и рас-
положенного в середине стержня мио-
зиновой молекулы [14, 20, 21]. Гидро-
лиз этого участка приводит к образо-
ванию тяжелого и легкого меромиози-
нов (ТММ и ЛММ соответственно), 
представляющих собой димеры с мол. 
м. 340 000—360 000 и 140 000— 
160 000 соответственно [4]. Сравнивая 
молекулярную массу фрагментов мио-
зина, полученных из посмертно ауто-
лизироваиной мышечной ткани, с мо-
лекулярной массой ТММ и ЛМ, мож-
но предполагать, что и в этом случае 
протеолиз в первую очередь затраги-
вает тот же участок молекулы белка. 
В пользу этого предположения, свиде-
тельствуют также крайне незначитель-
ные изменения соотношения легких це-
пей миозина. Отсутствие в препаратах 
миозина, полученных из аутолизиро-
ваиной ткан и, фра гментов, соответст-
вующих по молекулярной массе ЛММ, 
может быть связано с дальнейшим 
протеолизом этого белка [12] и появ-
ле и нем бол ее иизко м олек уляр н ы х 
фрагментов, не выявляемых при ана-
лизе. Однако указанное предположе-
ние о соответствии ТММ фрагментам 
миозина с мол. м. 150 000 и 120 000, 
образующимся в процессе посмертно-
го аутолиза мышечной ткани, нужда-
ется в дальнейшем более детальном 
изучении. 

И сс л ед о в а н и е С а2+-AT Ф аз н о й а к~ 
тивности миозина, полученного из ауто-
л и з и р о в а н и о й м ы ш е ч н о й т к а н и, по -
казало ее снижение к 12 ч после смер-
ти (см. рис. 3). Как известно, протео-
лиз миозина и образование ТММ не 
приводят к уменьшению его АТФазной 
активности, рассчитанной на 1 мг бел-
ка [4]. В связи с этим снижение Сау-
АТФазной активности, обнаруженное в 
работе, свидетельствует, по-видимому, 



о том, что, кроме фрагментации, белок 
претерпевает и существенные конфор-
мационные изменения или химические 
модификации, затрагивающие актив-
ные центры. Это предположение хоро-
шо согласуется с результатами, указы-
вающими на снижение ферментной ак-
тивности миозина без выраженной его 
фрагментации через 3 ч посмертного 
аутолиза. Увеличение времени хране-
ния тушек животных после гибели до 
24 ч практически не вызывало даль-
нейшего изменения уровня фермента-
тивной активности миозина и не влия-
ло на его выход из ткани. Возможно, 
это связано с замедлением аутолитиче-
ских процессов, наблюдаемых в мыш-
цах в период трупного окоченения, на-
ступающего в это время [5]. 

Таким образом, в процессе посмерт-
ного аутолиза происходят изменения 
как ферментативных, так и структур-
ных свойств миозина, одного из ос-
новных белков мышечной ткани. При 
этом на самых ранних этапах обнару-
жено уменьшение Са2+-АТФазной ак-
тивности белка, не сопровождающееся 
выраженным нарушением структуры 
биополимера. В дальнейшем, в тече-
ние первых суток после гибели живот-
ного, обнаруживается фрагментация 
миозина с одновременной утратой его 
ферментативных свойств. 
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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL ALTERA-
TIONS IN RAT SCELETAL MUCSLE .MYO-
SIN DURING POSTMORTAL AUTOLYSIS 

Z. K. Nikitina, L. В. Rebrov 

Research Laboratory of Biological Structures, 
Ministry of Public Health of the USSR, 

Moscow 

Structure and enzymatic properties of myo-
sin were studied in rat sceletal muscles during 
various periods of postmortal autolysis. Ca2+-
ATPase activity of the protein was decreased 
within 3 hrs after death. At the same time, (he 
structure of myosin, as shown by gel filtration 
in 8 M urea and disc electrophoresis in SDS 
polyacrylamide gel, was maintained. The pheno-
menon of "substrate inhibition" exhibited both 
native myosin and the protein isolated from the 
autolyzed muscle tissue. Enzymatic activity of 
myosin was markedly decreased within 12 hrs 
and 24 hrs after death. Degradation of the pro-
tein heavy chains was also observed. 
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24,25-Д И ГИД РОКСИ БИТАМИ Н D3 МОДУЛИРУЕТ 
Д Е Й С Т В И Е Fa-ГИДРОКСИ ВИТАМИНА D3 
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Классические кальциотропиые эф-
фекты витамина D на уровне органов-
мишеней (кишечника, костной ткани, 
почек) вызываются гормональной 
формой этого витамина— 1,25-диги-
дроксивитамином D3 [ l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 ] . 
Последний образуется из 25-гидрокси-
витамина D3 [ 2 5 ( O H ) D 3 ] , синтезиру-
ющегося из холекальциферола в пече-
ни [8]. 

Кроме перечисленных, в крови вы-
является целый спектр других мета-
болитов витамина D, из которых ос-
новным в количественном отношении 
является 24,25-дигидроксивитамин D3 
[24,25 (ОН) 2D 3] . Функции этого мета-
болита остаются неясными. Наличие 
рецепторов l , 25 (OH) 2 D 3 в органах, 
не связанных с минеральным обме-
ном, навело на мысль, что функции 
гормональной формы холекальциферо-
ла в организме могут быть более ши-
рокими, чем предполагалось до не-
давнего времени. В частности, ука-
занные рецепторы выявлены у моно-
цитов-макрофагов, активированных 
Т- и В-лимфоцитов [7]. Показана 
роль стероида в продукции «гормо-
нов» иммунной системы, как интер-
лейкииы и интерфероны [5]. В насто-
ящее время l ,25(OIT)2D 3 ОТНОСЯТ К 
иммунорегулирующим гормонам [ 12]. 

1,25 (ОН) 2D3 принадлежит важная 
роль в созревании Т-лимфоцитов, хо-
тя механизм этого эффекта мало изу-
чен [6 | . В отношении В-лимфоцитов 
вопрос изучен в еще меньшей степе-
ни. Имеющиеся на этот счет немного-
численные данные свидетельствуют о 
важной роли витамина D в продукции 
лимфоцитов в сумке Фабрициуса у 
птиц [3]. Следует подчеркнуть, что 
большинство исследований иммуно-
тропиых эффектов метаболитов вита-
мина D проводились на культурах 
клеток. 

Внедрение в клиническую практику 
аналогов витамина D в качестве ле-
карственных средств для коррекции 
фосфорно-кальциевого обмена обусло-
вило актуальность изучения действия 

этих соединений на иммунную си-
стему. 

Цель настоящей работы заключа-
лась в оценке влияния 24,25 (ОН) 2 D 3 
и синтетического аналога гормональ-
ной формы витамина D 3 — l a - г и д р о -
ксивитамина D3 [ l cc (OH)D 3 ] , превра-
щающегося в печени в l ,25(OIT)2D3 , 
на показатели обмена кальция и со-
зревание В-лимфоцитов in vivo у 
цыплят. 

М е т о д и к а 

Эксперименты проводили на петушках по-
роды хайссекс белый кросс, выращенных на 
рационе, дефицитном по витамину D, но со-
держащем все другие компоненты в пределах 
нормы. Этот рацион содержал 0,85% кальция 
и 0,64% фосфора (группа 1). С 10-дневного 
возраста методом аналогов птиц разделили на 
13 групп по 15 голов в каждой. Цыплятам 
2—13-й группы вводили витамин D3 или его 
аналоги, в отдельности или в сочетаниях, пе-
рорально, в дозах, указанных в табл. 1. 
В 4-недельном возрасте птиц взвешивали, 
декапитировали. 

Показатели минерального обмена определя-
ли у 7 птиц из группы. При этом в сыворотке 
крови определяли содержание кальция с по-
мощью атомно-абсорбционной спектрофотомет-
рии. В слизистой оболочке двенадцатиперст-
ной кишки определяли содержание специфи-
ческого витамин D-зависимого кальцийсвязы-
вающего белка (СаСБ) методом радиальной 
иммунодиффузии [1]. Кроме того, определяли 
относительную массу паращитовидных желез, 
зольность высушенной и обезжиренной боль-
шеберцовой кости, массу сумки Фабрициуса. 

Сумки Фабрициуса от 3 птиц каждой груп-
пы перерезали в поперечном направлении, го-
товили по 6 отпечатков таким образом, чтобы 
в препарат попали клетки всех слоев сумки. 
Пе 3 отпечатка фиксировали в смеси абсолюту 
ный этанол — этиловый эфир (1:1), проводи-
ли через растворы этанола (80—70—50%), 
дистиллированную воду, 1 % раствор уксусной 
кислоты, дистиллированную воду. Флюорохро-
мирование проводили в растворе акридиново-
го оранжевого ( 1 : 1 0 000) на г/ш М фосфат 
ном буфере рН 6,0 в течение 3 мин с после-
дующей промывкой в том же буфере. С по-
мощью люминесцентной микроскопии диффе-
ренцировали 500 клеток препарата. 

Три других отпечатка каждой сумки фик-
сировали метанолом, окрашивали азур-эози-
новой смесью и также дифференцировали по 
500 клеток. Итоговый результат подсчитыва-
ли как среднее количество клеток на 1000 кле-
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Т а б л и ц а 1 
Действие аналогов витамина на массу тела и биохимические показатели цыплят 

Доза, 
нмоль/сут Живая масса, г 

Кальций сыво-
ротки крови, 

ммоль/л 
Зольность боль-

шеберцовой 
кости, % 

СаСБ слизистой 
кишечника, мкг 

на 1 г белка 

Относитель-
ная масса 

паращитовид-
ных желез, 

мг на 1 00 г 
массы тела 

D-а витамин оз 

1 141,4=1=7,2 1,94=1=0,06 26,53=1=0,98 4,82 

Введение la(OH)D;{ 

2 0,16 194,8=1=7,4 2,95=1=0,04 37,90=1=0,90 31,80=t=2,61 0,90 
3 0,65 193,9=1=8,6 3,06=1=0,03 40,88=1=0,55 47,16=1=1,07 0,81 
4 1,30 178,6=1=8,9 3,18=1=0,06 38,01 =1=0,50 52,56=1=0,89 0,71 

Введение 24,25(OH)2D3 

5 0,16 149,8=1=4,9 1,99=1=0,13 27,04=1=0,58 8,42=1= 1,45 4,05 
6 0,65 159,7=1=4,1 2,24=1=0,07 31,86=1=0,37 17,51 =1=2,01 4,29 
7 1,30 193,1 =1=6,4 2,82=b0,06 36,26=1=1,53 28,48 ± 0 , 7 9 2,35 

Введение la(OH)D 3+24,25(OH) 2D 3 

8 0 ,16+0,16 201,5=1=7,5 2 ,89+0,10 41,63=1=0,88 45,45=1=0,67 0,85 
9 0 ,65+0 ,16 198,1=1=9,6 3,08=1=0,06 40,45=1=0,13 46,55=1= 1,70 0,90 

10 0 ,65+0 ,65 201,3=1=6,7 2,84=1=0,07 40,52=1=0,47 46,03=1=2,88 0,87 
11 0 ,65+1,30 200,7=1=7,7 2,78d=0,09 40,56=1=0,57 46,42-1-2,60 0,96 
12 1,30+1,30 180,5=1=7,9 2,76=1=0,06 37,97=1=0,35 - 50,13=1=1,01 0,88 

Введение D3 

13 0,65 201,8=1=7,9 I 2,83d=0,06 I 40,90=1=0,05 46,32 =t 1,87 I 0,71 

ток препарата каждой сумки и для группы в 
целом. 

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

Полученные данные, обобщенные в 
табл. 1, свидетельствуют, что у птиц 
1-й группы развился глубокий D-ави-
таминоз, проявившийся отставанием 
роста, гипокальциемией, сниженной 
минерализацией кости, отсутствием в 
слизистой кишечника СаСБ. Введение 
птицам витамина D3 в дозе, обеспечи-
вающей суточную потребность, резко 
изменило данные показатели (13-я 
группа, норма). 

Под действием 0,16 нмоль 
l a ( O H ) D 3 концентрация кальция в 
сыворотке крови достигла нормально-
го уровня. Дальнейшее повышение 
дозы стероида привело к еще больше-
му приближению всех показателей к 
уровню 13-й группы. Однако характер-
ная для птиц 3-й группы гиперкаль-
циемия свидетельствовала о первых 
признаках токсического действия 
0,65 нмоль la (OH)D 3 . Последний в 
токсической дозе (1,30 нмоль) вызвал 

гиперкальциемию, понижение зольно-
сти кости, подавление роста. Нараста-
ние синтеза СаСБ, участвующего в 
транспорте кальция, происходило, не-
смотря на гиперкальциемию. Таким 
образом, при введении l a ( O H ) D 3 
в токсической дозе в качестве единст-
венного источника витамина D орга-
низм животных лишался возможности 
регулировать всасывание кальция в 
кишечнике адекватно своим потребно-
стям. 

Антирахитическая активность 
24,25(ОН)2D3 была существенно ни-
же, чем у прочих изученных соедине-
ний (примерно в 10 раз ниже, чем у 
l a (OH)D 3 . Токсических эффектов в 
использованном диапазоне доз 
24,25 (ОН) 2D3 не наблюдалось. 

Представлялось логичным предполо-
жить, что совместное введение цыпля-
там l a ( O H ) D 3 и 24,25(ОН)2D3 позво-
лит в большей степени воспроизвести 
характер витамин D-зависимых про-
цессов, происходящих в интактиом ор-
ганизме, чем при использовании каж-
дого из аналогов в отдельности. Полу-

83 



Т а б л и ц а 2 

Действие аналогов витамина I), на созревание лимфоцитов сумки Фабрициуса у цыплят 

Группа 
животных 

Доза, 
нмоль/сут 

Лимфобла-
сты, % 

Пролимфо 
циты, % 

Зрелые 
лимфоциты 
(большие-h 

средние), 
% 

Малые 
лимфоциты. 

% 

Относительная 
масса сумки 

Фабрициуса, г 
на 100 г массы 

тела 

D-авитаминоз 

1 20 i 13 | 1 55 | 12 | 0 ,28±0 ,02 

Введение loc(OH)D3 

2 0,16 10 24 48 18 0 ,34±0 ,09 
3 0,65 13 16 61 10 0,42 ± 0 , 0 2 
4 1,30 13 18 57 12 0 ,45±0,04 

Введение 24,25(OH)2D3 

5 0,16 13 19 52 16 0 ,33±0 ,03 
6 0,65 12 16 54 18 0,31 ± 0 , 0 3 
7 1,30 8 18 53 21 0 ,37±0 ,03 

Введение la(OH)D3+24,25(OH)2D3 

8 0 ,16+0,16 2 6 55 37 0 ,37±0 ,05 
9 0 ,65+0,16 13 18 46 23 0 ,36±0 ,03 

10 0 ,65+0,65 8 13 45 34 0 ,38±0 ,03 
11 0 ,65+1,30 4 7 47 42 0 ,35±0 ,03 
12 1,30+1,30 2 4 44 50 0 ,38±0,04 

Введение D:j 

13 1 0,65 | з 1 2 1 I 4-0 | 1 55 | 0 ,37±0 ,01 

ченные результаты подтвердили наши 
прежние данные [2] и данные других 
авторов [8] об эффективности совме-
стного введения l a 2 5 ( O H ) D 3 и 
24,25 (ОН)2D3 . Однако уровень изучен-
ных показателей определялся абсо-
лютными величинами и соотношения-
ми доз препаратов. l a ( O H ) D 3 в соче-
тании с 24,25 (ОН) 2D3 В минимальных 
дозах ( 1 : 1 ) дали эффект практически 
такой же, как 0,65 нмоль витамина D3. 
Повышение дозы l a ( O H ) D 3 при том 
же уровне 24,25(OH)2D3 ( 4 :1 , груп-
па 9) вызвало гиперкальциемию, кото-
рая устранялась дальнейшим повыше-
нием дозы последнего. Иными слова-
ми, наблюдалось ослабление с по-
мощью 24,25 (OH)2D3 токсического 
действия la (OH)D 3 . 

Максимальная доза l a ( O H ) D 3 в со-
четании с таковой 24,25 (ОН) 2D3 (12-Я 
группа) оказала токсическое действие 
(снижение зольности кости, массы те-
ла), однако в отличие от 4-й группы 
гиперкальциемия не развивалась. 

D-витаминный статус оказал суще-
ственное влияние на относительную 
массу сумки Фабрициуса (табл. 2). 
Этот показатель для цыплят с рахитом 
составил 75% от нормы. l a ( O H ) D 3 в 
дозах 0,65 и 1,30 нмоль вызвал 
ложную гипертрофию сумки, 
24,25 (ОН)2D3 способствовал нормали-

зации массы сумки, а в сочетании с 
l a ( O H ) D 3 ослаблял способность вы-
соких доз последнего стимулировать 
гипертрофию органа. 

В отличие от массы динамика цито-
логической картины сумки Фабрициу-
са была более сложной. Рахит харак-
теризовался задержкой созревания 
лимфоцитов на стадии лимфобластов, 
количество которых почти в 7 раз пре-
вышало уровень у птиц, получавших 
витамин D3. Низкая доза l a ( O H ) D 3 
стимулировала повышение числа ма-
лых лимфоцитов, не достигшего, одна-
ко, уровня нормы (13-я группа). При 
этом число пролимфоцитов было мак-
симальным по сравнению с другими 
группами. Повышение дозы l a ( O H ) D 3 
до субтоксической и токсической вы-
звало снижение числа малых лимфо-
цитов на фоне ложной гипертрофии 
сумки. 

Действие 24,25(ОН)2D3 на созрева-
ние В-лимфоцитов также зависело от 
дозы, причем введение 1,3 нмоль 
24,25 (ОН) 2D3 оказывало большее вли-
яние, чем l a ( O H ) D 3 в наиболее эф-
фективной дозе — 0,16 нмоль. Можно 
также отметить, что использованные 
дозы 24,25 (OH)2D3 не вызывали ток-
сического действия. 

Наибольший интерес представляют 
данные о совместном введении анало-
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гов витамина D3 на соотношения лим-
фоцитов, находящихся на различных 
стадиях созревания. В целом можно 
сказать, что характер влияния комби-
наций стероидов на созревание лимфо-
цитов был аналогичным тому, что на-
блюдалось в отношении показателей 
минерального обмена. Так, выявлено 
потенцирование действия минималь-
ных доз препаратов. Сравнение 8-й и 
9-й групп свидетельствует, что субток-
сическая доза l a ( O H ) D 3 (0,65 нмоль) 
приводит к торможению созревания 
клеток на стадии лимфобластов и про-
лимфоцитов, а 24,25 (ОН) 2D3 даже в 
малой дозе ослабляет этот эффект 
(группы 3-я и 9-я). Особенно нагляд-
но эта способность 24 ,25(ОН) 2 Р 3 про-
явилась при использовании препарата 
в максимальной дозе. 

В доступной литературе мы не 
встретили данных о влиянии аналогов 
витамина D на созревание В-лимфо-
цитов. Имеющиеся немногочисленные 
сообщения в большей мере касаются 
вопросов влияния метаболитов холе-
кальциферола на функции В-лимфоци-
тов человека in vitro. Показано, что 
l,25(OIT)2D3 угнетает вызванную ми-
тогеном лаконоса активацию В-клеток 
[ I I ] , подавляет в отличие от 
24,25 (ОН) 2 D 3 пролиферацию, предше-
ствующую их превращению в клетки, 
секретирующие иммуноглобулины [4]. 
Однако остается неясным, как соотно-
сятся рассматриваемые эффекты in 
vitro и in vivo. Исследования на кры-
сах с различными моделями иммуио-
патий in vivo показали, что 
l ,25(OH) 2 D 3 И l a ( O H ) D 3 восстанав-
ливают способность лимфоцитов акти-
вироваться митогенами, стимулируют 
пролиферацию и дифференцировку В-
лимфоцитов до достижения оптималь-
ного иммунного ответа. 

Более детального изучения требует 
вопрос о том, какие факторы в наших 
экспериментах имели решающее зна-
чение в процессе созревания лимфоци-
тов. Определенное значение в этом 
могло принадлежать пол и пептидным 
кальциотропным гормонам — кальци-
тонину и паратгормону [10]. Паращи-
товидные железы играют ведущую 
роль в транзиторном повышении каль-
циемии, которая является одним из 
звеньев цепи событий, связывающих 
действие антигена с пролиферацией 
клеток в лимфоидных тканях [9 | . Как 
видно из табл. 1, относительная мас-

са паращитовидных желез существен-
но зависела от D-витаминного статуса 
организма цыплят. Однако непосред-
ственному действию метаболитов ви-
тамина D на В-лимфоциты, видимо, 
принадлежит основная роль. Об этом 
свидетельствует экспрессия рецептор-
ного белка к 1,25(ОН)21)3 у В-лимфо-
цитов [7]. 

Важно подчеркнуть, что иммуно-
троппой активностью обладает не 
только гормональная форма витами-
на D3. Способность 24 ,25(ОН) 2 D 3 мо-
дулировать действие 1-ОН-деривата 
витамина D на иммунную систему по-
казана нами впервые. Как отмечалось 
выше, для оптимальной регуляции ми-
нерального обмена в организме необ-
ходимо совместное действие по край-
ней мере двух основных дигидрокси-
лированных метаболитов холекальци-
ферола. Аналогичный вывод можно 
сделать в отношении действия послед-
них и на иммунную систему. Эти фак-
ты свидетельствуют об универсальном 
характере подобных взаимоотношений 
l , 25 (OH) 2 D 3 И 24,25 (ОН) 2 D 3 ДЛЯ раз-
личных систем организма. Материаль-
ным субстратом такого взаимодейст-
вия может быть конкуренция (взаи-
модействие) обоих метаболитов на 
уровне рецептора. Сообщается, что 
24 ,25(ОН) 2 D 3 является аллостериче-
ским эффектором связывания 
l , 25 (OH) 2 D 3 С рецептором в кишеч-
ном эпителии [13]. 

Таким образом, полученные резуль-
таты свидетельствуют о важной роли 
двух основных метаболитов витамина 
D в созревании В-лимфоцитов, что 
является еще одним подтверждением 
тесной связи между функциями сис-
тем регуляции обмена кальция и им-
мунитета. 
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24,25-DIHYDROXY VITAMIN D3 MODULATES 
THE EFFECT OF ia-HYDROXY VITAMIN D3 

ON MATURATION OF В LYMPHOCYTES IN 
CHICKEN 

D. A. Babarykin, E. Kh. Smiltnieks, M. Yu. Va-
linietse, V. K. Bauman 

Medical School, Riga 

Pat terns of calcium metabolism and matura-
tion of lymphocytes in chicken Fabricius bursa 
were studied in presence of various doses of 
la-hydroxy vitamin D3 and 24,25-dihydroxy vi-
tamin D3 administered separately and at va-
rious combinations. 24,25(OH;>)D3 was distinctly 
less effective in the antirickets activity as corn-
pared with l a (OH)D 3 . A decrease in mass of 
Fabricius bursa and inhibition of lymphocytes 
maturation within early steps were observed in 
the birds with rickets. A toxic dose of I a ( O H ) D 3 
caused pseudohypertrophy of Fabricius bursa. 
Small doses of these drugs administered simul-
taneously exhibited higher effect both on rickets 
and on stimulation of В lymphocytes matura-
tion. 24,25 (OH) 2D3 attenuated the negative 
effect of either subtoxic (0.65 nmol/day) or 
toxic (1.3 nmol/day) doses of l a (OH) D3 on 
an increase in body mass, calcemia, ash content 
of bones, content of small lymphocytes in Fab-
ricius bursa. 
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И ВЛИЯНИЕ НА НИХ ИНТЕРФЕРОНОВ И а-ТОКОФЕРОЛА 
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Ранее нами было установлено, что 
в патогенезе экспериментальной ви-
русной инфекции определенную роль 
играет интенсификация процессов пе-
рекисного окисления липидов (ПОЛ) 
и снижение ант и оке и д а н т н о й з а щ и т ы 
(АОЗ) [4]. 

Задачей настоящего исследования 
явилась разработка вопросов АОЗ 
при экспериментальной вирусной ин-
фекции. При этом были использованы 
два подхода — применение противо-
вирусного препарата интерферона и 
антиоксиданта а-токоферола. Мы по-
лагали, что применение интерферона 
приведет к ослаблению вирусной ин-
фекции, а следовательно, к снижению 
интенсификации ПОЛ и повышению 
АОЗ, тем более что нами установлена 
взаимосвязь между процессами ин-
терфероногенеза и ПОЛ [3]. В каче-
стве препарата, оказывающего непо-

средственное антиоксидантное дейст-
вие, мы использовали а-токоферол. 

М е т о д и к а 

Модель вирусной инфекции воспроизводили 
на беспородных белых мышах массой 5—6 г. 
Инфицирование животных проводили высоко-
патогенным для мышей вирусом гриппа А 
(A/Aichi !68(H3N2). 

О состоянии системы ПОЛ — антиокси-
данты судили по содержанию малонового 
диальдегида (МДА), который определяли в 
садке липопротеидов плазмы крови [10], в 
эритроцитах после инициации в них ПОЛ пе-
рекисью водорода [1], в гомогенатах тканей 
(легкие, печень, почки) после воздействия на 
них УФ-облучением. В гомогенатах тканей оп-
ределяли также общие липиды |8] и содержа-
ние диеновых коиъюгатов (ДК) |6| . Одновре- j 
менно проводили оценку общей антиокисли-
тельной активности (АОА) плазмы крови пу-
тем определения ее ингибирующего действия 
на свободнорадикальное окисление липиДов 
мембран эритроцитов [5]. 

86 



Исследования проводили на 3-й сутки — в 
период разгара вирусной инфекции, а также 
на 7-е сутки — в период репарации. 

Титр вируса в легочной ткани инфициро-
ванных мышей оценивали по реакции агглюти-
нации эритроцитов. Об эффективности приме-
няемых препаратов судили на основании сни-
жения летальности животных, динамики мас-
сы тела, легочно-соматического коэффициента, 
лейкоцитоза. 

Влияние интерферона на процессы ПОЛ ис-
следовали на двух группах мышей с вирусной 
инфекцией. Животным одной группы интерфе-
рон вводили интраназально в дозе 1600 ед., 
профилактически в течение 2 сут перед инфи-
цированием. Животным другой группы после 
профилактического введения интерферона и 
последующего инфицирования вводили а-то-
коферол из расчета 10 мг на 1 кг массы 
(внутримышечно) в течение 3 сут. В экспери-
менте использовали интерферон различного 
происхождения: синтезированный in vivo 
клетками крови половозрелых животных (ин-
дуктор — вирус болезни Ныокасла) и синтези-
рованный в культурах кожно-мышечных фиб-
робластов половозрелых и новорожденных 
животных в присутствии сыворотки крови мы-
шей соответствующего возраста. 

Интерферон, синтезированный in vivo, ис-
пользовали в работе в качестве нативного 
препарата. Интерфероны, продуцированные в 
системе клеток взрослых и новорожденных 
животных, затем очищали по белку в 100 раз 
с помощью высокопористого стекла (100— 
120 меш) [2]. 

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

интерферона мыши легче переносили 

Рис. I. Влияние нативного интерферона и а -
токоферола на уровень МДА (сплошные ли-
нии) и АОА (штриховые линии) плазмы крови 

мышей с вирусной инфекцией. 
По оси абсцисс — срок болезни (в сут); по оси ор-
динат: слева — уровень МДА (в мкмоль/л); спра-
ва АОА (в %). Здесь и на рис. 2 и 3: / —живот-
ные с вирусной инфекцией; II — животные с ви-
русной инфекцией, получавшие интерферон; / / / — 
животные с вирусной инфекцией, получавшие интер-

ферон и и-токоферол. 

вирусную инфекцию. Введение натив-
ного интерферона и интерферона но-
ворожденных животных способствова-
ло снижению титра вируса в 2,5 ра-
за. При профилактическом введении 
мышам интерферона взрослых живот-
ных антивирусное действие усилива-
лось в 5 раз. При сочетанном приме-
нении интерферона и а-токоферола 
титр вируса в легочной ткани еще 
более снижался независимо от вида 
ранее примененного интерферона. Ле-
тальность мышей при профилактиче-
ском введении интерферона различно-
го возрастного происхождения соста-
вила от 20 до 30%, причем наимень-
ший процент летальности наблюдался 
при сочетании интерферона и а-токо-
ферола. 

При морфологическом исследова-
нии легочной ткани животных, кото-
рым вводили интерферон, выявлено 
сравнительно слабое развитие воспа-
лительной реакции; еще более поло-
жительный эффект обнаружен при 
дополнительном введении мышам а-
токоферола. 

Интерфероны оказывали также 
влияние на процессы ПОЛ и АОЗ. 
Наиболее существенные изменения 
установлены в плазме и гомогенате 
ткани печени. На рис. 1 представлены 
данные о влиянии нативного интерфе-
рона на показатели системы ПОЛ -
АОЗ. При профилактическом его вве-
дении мышам с вирусной инфекцией 
на 3-й сутки отмечалось менее выра-
женное накопление МДА в плазме 
крови (5,95 мкМ/л против 7 ,5±0 ,2 
мкМ/л при вирусной инфекции без 
введения интерферона) и повышение 
общей АОА плазмы (соответственно 
2 0 ± 0 , 5 % против 11,6:4=0,25 %). При 
этом одновременно повышалась ус-
тойчивость ткани печени к инициации 
П О Л : МДА снижался с 1 3 2 ± 3 до 
116=±2,4 нмоль на 1 мг белка ткани. 
Однако содержание Д К при первона-
чальной (3-й сутки) положительной 
реакции (13,6=1=1,5 против 24 ,0±1 ,8 
нмоль на 1 мг липидов) к 7-м суткам 
вновь повышалось до 17,2=±= 1,9 нмоль 
на I мг липидов. 

Поскольку введение интерферона 
не вызывало нормализации показате-
лей процессов ПОЛ, мы применили 
комбинацию нативного интерферона 
и а-токоферола. Это способствовало 
нормализации уровня МДА плазмы 
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Рис. 2. Влияние нативного интерферона и 
а-токоферола на содержание МДА (сплошные 
линии) и ДК (штриховые линии) в ткани пе-

чени мышей с вирусной инфекцией. 
По оси абсцисс — срок болезни (в сут); по оси 
ординат — содержание МДЛ (слева) и ДК (справа) 

в наномолях на 1 мг липидов. 

крови и стабилизации ее АОА, повы-
шению устойчивости ткани печени к 
усилению ПОЛ при инициировании 
его УФ-облучением, снижению уровня 
Д К до нормы (рис. 2). 

Таким образом, сочетанное приме-
нение интерферона и (/.-токоферола 
можно считать оправданным, так как 
оно обеспечивало более благоприят-
ное течение вирусной инфекции, сни-
жение летальности животных и стаби-
лизацию процессов ПОЛ и АОЗ. 

Применение частично очищенных 
интерферонов (взрослых и новорож-
д е н н ы х ж и в о т н ы х) о к а з ы в а л о а и а л о -
гичное действие на содержание МДА 
в плазме и перекисный гемолиз эри-
троцитов, как и при введении натив-
ного интерферона. Вместе с тем ус-
тойчивость легочной ткани к инициа-
ции ПОЛ под действием УФ-облуче-
ния была ниже, чем при введении на-
тивного интерферона. Однако АОА 
при введении интерферона новорож-
денных оказалась значительно ниже 

(13±0,52 %), чем при введении на-
тивного интерферона и интерферона 
взрослых (соответственно 20 и 18 % 
при норме 17,4 %). 

Кроме того, прооксидантное дейст-
вие интерферона новорожденных жи-
вотных в отличие от влияния натив-
ного интерферона и интерферона 
взрослых животных проявлялось сни-
жением устойчивости ткани почек к 
УФ-облучению (уровень МДА 82,5dr 
± 2 , 5 нмоль на 1 мг белка против 62 
и 66,4 нмоль на 1 мг белка) и повы-
шением уровня ДК (25,8=±0,5 нмоль 
на 1 мг липидов против 17,2 и 17,3 
нмоль на 1 мг липидов; рис. 3). Мор-
фологически при этом в почечной тка-
ни было обнаружено образование еди-
ничных кальцификатов. 

Сочетанное введение интерферона 
новорожденных и а-токоферола сни-
мало побочные явления: снижало со-
держание ДК, повышало устойчивость 
ткани почек к инициации ПОЛ и 
АОА плазмы крови, предотвращало 
развитие морфологических изменений 
в почках. 

Проведенные исследования показа-
ли, что интерферон оказывает профи-
лактическое действие, препятствуя 
развитию вирусной инфекции, что 
подтверждается и морфологическими 
исследованиями. Одновременно н а 
блюдаются менее выраженные сдвиги 

МДА и Д К в- ткани почек мышей с вирусной 
инфекцией. 

Обозначения те же, что на рис. 2. 
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в системе ПОЛ — АОЗ в крови и тка-
нях инфицированных животных. По-
лученные результаты отражают осо-
бенности реакции организма мышей 
на действие интерферонов различного 
возрастного происхождения и степени 
очистки. При этом не всегда выявля-
ется параллелизм антивирусного дей-
ствия и изменения показателей 
П О Л — АОЗ. 

В настоящее время имеются сведе-
ния и о неблагоприятном влиянии эк-
зогенно введенного интерферона на 
почки и печень новорожденных [9]. 
Ряд авторов объясняют это проявле-
нием цитотоксичности индуцированно-
го эндогенно иммунного интерферона. 
Показано, что иммунный интерферон 
способен подавлять в печени метабо-
лизм цитохрома Р-450, что приводит 
к некротическим изменениям в печени 
и гибели животных. Поражение почек 
объясняют избирательным катаболиз-
мом экзогенного интерферона в поч-
ках [7]. В условиях эксперимента на-
ми показано, что сочетание интерфе-
рона и а-токоферола уменьшает и да-
же снимает побочные явления, вы-
званные применением только одного 
интерферона. Полученные результаты 
могут служить экспериментальным 
обоснованием для сочетанного исполь-
зования интерферона и а-токоферола 
при вирусной инфекции у детей. 
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EFFECT OF INTERFERONS AND cc-TOCO-
PHEROL ON LIPID PEROXIDATION IN EX-

PERIMENTAL VIRAL INFECTION 
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Klembovsky, L. N. Politova, N. G. Pertseva, 

V. J. Zvereva, N. A. Fedyushkina 

Institute of Pediatrics and Child Surgery, Mi-
nistry of Public Health of the RSFSR, Institute 
of Epidemiology and Microbiology, Academy of 

Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Lipid peroxidation as well as effects of 
various interferons (native, from fibroblasts of 
new born and adult animals) on the peroxida-
tion were studied in blood plasma, erythrocy-
tes, liver and kidney tissues of mice with viral 
infection. These interferons, simultaneously with 
antiviral action, exhibited the positive effect on 
lipid peroxidation, while the interferon from 
fibroblasts of new borns produced the side 
reactions. Simultaneous use of the interferon 
and a-tocopherol removed these side reactions. 
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МЕХАНИЗМ АКТИВИРОВАНИЯ КАЛЛ И КРЕИ Н-КИ Н И НОВОЙ 
СИСТЕМЫ ПЛАЗМЫ КРОВИ У БОЛЬНЫХ АТОНИЧЕСКИМИ 

АЛЛЕРГИЧЕСКИМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 

Центральный институт усовершенствования врачей, Москва 

Изменение активности калликреин- тивных пептидов, освобождаемых из 
кининовой системы (ККС) при аллер- специфического субстрата — кинино-
гических заболеваниях может обо- гена активированной кининогеназой 
стрять течение болезни, резко ухуд- плазмы крови — калликреином [3, 
шая состояние больных. Это в значи- 11]. Механизм такого активирования 
тельной мере связано с увеличением при атопических состояниях в услови-
концентрации в плазме крови вазоак- ях контактирования больного с ал-
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лергеном до конца не изучен. Пред-
ставление о ферментном активирова-
нии XII фактора свертывания крови 
(фактора Хагемана — ФХ), обуслов-

ленном специфической деграиуляцией 
базофильных полиморфпоядериых 
лейкоцитов при контакте с аллерге-
ном, экспериментально обоснованное 
в работах [9, 10], находится в про-
тиворечии с точкой зрения Hojima и 
соавт., рассматривающих активирова-
ние ФХ как следствие контактного 
взаимодействия с отрицательно заря-
женными молекулами гепарина [6]. 

Исходя из полученных ранее дан-
ных об активировании ККС при обо-
стрении поллиноза и крапивницы, 
а также в период специфического ги-
посеисибилизирующего лечения этих 
состояний [3], мы предприняли по-
пытку изучить механизм такого акти-
вирования. Были поставлены следую-
щие задачи. Во-первых, установить 
начальное звено активации ККС при 
контакте с аллергенами, используя 
при этом препараты частично очищен-
ных компонентов системы: ФХ и пре-
калликреина. Во-вторых, нас интере-
совала роль гепарина в активирова-
нии ФХ как возможного инициатора 
кининогенеза при атопиях. Наконец, 
было предпринято активирование 
ККС сыворотки крови донора в мо-
дельной системе, включающей специ-
фический аллерген, с последующей 
оценкой активности калликреина и 
содержания его предшественника. 

М е т о д и к а 

Образцы лейкоцитной массы, обогащенной 
базофилами, готовили из 25 мл крови, полу-
чаемой из локтевой вены больных поллинозом. 
Обследовано 18 больных: 10 из них страдали 
аллергией к пыльце злаковых трав, 8 — 
аллергией к пыльце деревьев. Все больные в 
период обследования находились в фазе ре-
миссии. 

Лейкоциты получали путем центрифугиро-
вания в течение 90 мин смеси крови и 2,5 мл 
0,1 М ЭДТА в 6,25 мл 6 % декстрана (по-
лиглюкина) с 187,5 мг глюкозы [8]. В 6 
экспериментах обогащенную базофилами 
взвесь мононуклеарных клеток получали цент-
рифугированием периферической крови в гра-
диенте плотности 1,080 г/см3 фиколла — 
гипака [12]. 

Затем клетки дважды отмывали буферным 
раствором А (0,025 М трис-HCl рН 7,6, содер-
жащий 0,120 М NaCl, 0,005 М КС1 и 0,3 мг/мл 
сывороточного альбумина человека) и ресус-
пендировали в 2,5 мл буферного раствора Б 
(раствор А с добавлением 6 - Ю - 4 М Са 2 + и 
Ю - 3 М Mg 2 + ) . Клеточный выход составлял 

107 клеток в 1 мл (около 5 % базофильш 
лейкоцитов). 

ФХ получали в виде предшественника в 
4 хроматографические стадии из свежсполу-
ченной сыворотки крови на QAE-сефадексе 
и сефа дексах G = 200 или G = 150 [ 11. 
Активность оценивали по способности препа-
рата ФХ после его обработки трипсином пе-
реводить прекалликреин в активный фермент. 
Для этого к 0,05—0,1 мл раствора ФХ (око-
ло 500 нмоль-мин - 2 ) , помещенного в 3 про-
бирки, добавляли по 0,1 мл 0,5 М трис-ITCI 
(рН 8,0) и 0,1 мл трипсина (33 мг/мл в 0,02 и. 
ITC1). По истечении 15 мин инкубации при 
37 °С в каждую пробирку вносили 0,1 мл 
раствора овомукоида (2 мг/мл) для подавле-
ния активности трипсина. Через 3—5 мин в 
пробирки вносили 0,1—0,2 мл прекалликреина 
и инкубировали при 37°С в течение Р/г, 7 или 
20 мим, после чего объем пробы доводили до 
2 мл 0,05 М трис-ITCI (рН 8,0), добавляли 
1 мл 1,5-10 - 3 М БАЭЭ (этиловый эфир 
^бензоил-Ь-аргинииа) и измеряли БАЭЭ-
эстеразную активность при 253 им. В работе 
использовали препараты ФХ с удельной 
активностью 1,5—1,8 мкмоль БАЭЭ-мг"*1-
•мин - 2 , демонстрирующих при электрофорезе 
с додецилсульфатом натрия основную полосу 
с мол. массой 80 кД. 

Прекалликреин выделяли на QAE- и КМ-
сефадексе из свежеполученной сыворотки кро-
ви доноров, как описано ранее [7]. 

Высокомолекулярный кининоген (ВМК) 
выделяли из плазмы крови в две хроматогра-
фические стадии на ДЭАЭ- и KM-сефадецсе 
модифицированным методом [5]. Для этого 
300 мл крови собирали в полиэтиленовый ста-
кан, содержащий 50 мл консервирующего 
раствора следующего состава: 600 мг ЭДТА, 
37,5 мг ингибитора трипсина из сои, 2,5 г 
глюкозы, 20 000 КЕ контрикала, 1 % раствор 
е-аминокапроиовой кислоты (рН 7,3). После 
центрифугирования без охлаждения плазму 
крови (180 мл) перемешивали со 100 мл 
ДЭАЭ-сефедекса А-50, уравновешенного с 
0,02 М трис-HCl, содержащим 0,1 М NaCl 
(рН 7,5), и инкубировали 2 ч при комнатной 
температуре. Затем сефадекс отфильтровыва-
ли, промывали 400 мл исходного буфера и 
переносили в колонку. Кининоген элюировали 
0,2 М Na-ацетатным буфером (рН 6,2) с 
0,6 М NaCl. Фракции, содержащие кининоген, 
сливали и диализовали первый раз против 
0,05 М Na-ацетатного буфера (рН 6,2) с 
0,15 М NaCl, 0,04% полибрена и 0,003 М 
ЭДТА при 4 °С, второй раз — против того 
же буфера, но содержащего 0,25 М NaCl. 
Диализат при рН 6,5 инкубировали 2 ч со 
130 мл КМ-сефадекса, уравновешенного 
0,05 М Na-ацетатным буфером (рН 6,5) с 
0,25 М NaCl. Затем сефадекс промывали в 
воронке стартовым буфером, вносили в ко-
лонку и элюировали кининоген линейным гра-
диентом NaCl до 0,8 М. Фракции, содержа-
щие кининоген, сливали и лиофильно высу-
шивали. Полученный препарат высокомоле-
кулярного кининогена обладал активностью 
2 мг-экв брадикииина на 1 мг белка. 

Об активности кининогена во ф р а к щ я х 
судили по количеству брадикииина, освобож-
дающегося при обработке фракций трипси-
ном. Тестирование брадикииина проводили на 
роге матки крысы в период эструса. 

Воздействие «либерата» мононуклеарпых 
клеток, обогащенных базофилами, на npetia-
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раты ФХ и прекалликреина изучали в двух 
модификациях. В одном случае 15—30 мкл 
специфического аллергена приводили в кон-
такт с 0,4—0,6 мл лейкоцитной массы, нахо-
дящейся в буфере Б, содержащем ионы Са 2 + 

и Mg 2 + , в другом взвесь клеток (0,4 -0,6 мл) 
смешивали с таким же объемом ФХ, до-
бавляли 15 мкл водно-солевого раствора 
аллергена и инкубировали в течение опреде-
ленного времеии. В первом случае по оконча-
нии инкубации с аллергеном (40—60 мин) 
лейкоциты отделяли центрифугированием при 
2000 об/мии, а надосадочную жидкость («ли-
берат») исследовали на ее способность акти-
вировать ФХ и прекалликреин. Для этого к 
0,4 мл «либерата» добавляли 0,2 мл раствора 
ФХ или 0,4 мл раствора прекалликреина, 
смесь забуферивали 0,05 мл 0,5 М трис-HCl 
(рН 8,0) и инкубировали при 37 °С, отбирая 
аликвоты по 0,1—0,2 мл и исследуя актив-
ность их. 

Во второй модификации по истечении вре-
мени инкубации взвеси лейкоцитов с ФХ 
клетки удаляли центрифугированием, а в над-
осадочной фракции исследовали прекалли-
креинактивирующую способность ФХ. Для 
этого через определенный промежуток вре-
мени отбирали аликвоты по 0,2 мл, добавляли 
0,1 мл 0,5 М трис-HCl (рН 8,0), 0,1 мл пре-
калликреина и инкубировали 10—20 мии при 
37 °С. Затем объем пробы доводили до 2 мл 
0,05 М трис-HCl, добавляли 1 мл БАЭЭ 
(раствор 1 ,5-Ю - 3 М) и измеряли эстераз-
ную активность калликреииа. 

'Контролями во всех модификациях служили 
инкубационные смеси, не содержащие аллер-
гена. Препарат ФХ перед инкубированием с 
лейкоцитарной массой или с «либератом» в 
определенных экспериментах диализовали 
против 0,05 М трис-HCl (рН 8,0) или против 
буфера Б для удаления содержащегося в нем 
полибрена (0,001 % раствор гексадимедрин-
бромида). В двух случаях в инкубат, кроме 
ФХ, вносили 0,1 мл (168 мкг препарата) 
высокомолекулярного кининогена. 

Показатели ККС сыворотки крови здоро-
вого донора после ее инкубации с лейкоци-
тарной массой больного поллинозом и соот-
ветствующим аллергеном оценивали двумя 
методами: хроматографическим на ДЭАЭ-се-
фадексе А-50 [4] и по скорости расщепления 
хромогенного субстрата до и после активиро-
вания контактной фазы [2]. Инкубацию сы-
воротки крови здорового донора и «либерата» 
проводили следующим образом: к 1 мл сы-
воротки крови здорового донора добавляли 
1 мл «либерата», полученного в результате 
инкубации специфического аллергена с пре-

паратом лейкоцитов, обогащенных базофила-
ми, из крови больного поллинозом. Контроль-
ная проба не содержала аллергена. По исте-
чении 20—30 мин инкубационную смесь на-
носили па колонку с ДЭАЭ-сефадексом А-50 
или оценивали уровень активности ККС по 
скорости расщепления хромогенного суб-
страта. 

Используемые реактивы: препарат гексади-
мендринбромида (полибрена) фирмы 
«Alclrich» (США); QAE-сефадекс, КМ-сефа-
декс и сефадексы (G-150 и G-200), фиколл, на-
бор белков для определения молекулярной 
массы фирмы «Pharmacia Fine Chem.» (Шве-
ция); БАЭЭ фирмы «Reanal» (ВНР); овому-
коид завода химреактивов г. Олайна (СССР); 
трипсин фирмы «Spofa» (ЧССР); азид натрия, 
сульфат декстрана и N-Pro-Phe-Arg-pNa фир-
мы «Serva>> (ФРГ); гипак фирмы SRL 
(Англия). Аллергены — водно-солевые экст-
ракты пыльцы злаков и деревьев — получены 
в НИИ вакцин и сывороток (Ставрополь). 

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

Совместное инкубирование препара-
та ФХ с надосадочной жидкостью лей-
коцитной массы, обогащенной базофи-
лами, выделенной из крови 9 больных 
поллинозом, приводило к прогрессив-
ному активированию ФХ в течение 1— 
2 ч инкубации. При этом эффект ак-
тивирования «либератом», получен-
ным после добавления специфического 
аллергена, был более выраженным, 
чем в контрольной пробе без добав-
ления аллергена. На рис. 1 приведе-
ны кривые активирования ФХ «либе-
ратами» лейкоцитных масс, получен-
ных из крови 2 больных поллинозом. 
Как показывают представленные дан-
ные, активирование фактора происхо-
дит и в контрольных инкубационных 
смесях, что может быть связано с на-
рушением целостности некоторых кле-
ток в процессе их выделения. Если 
считать активность ФХ после его ак-
тивирования трипсином максимальной 
и принять ее за 100%, то «либерат» 
из опытной пробы активирует фактор 
лишь на 3—5 % . 

Рис. 1. Активирование ФХ 
«либератом» лейкоцитной 
массы, обогащенной базо-
филами от двух больных 
поллинозом (соответствен-

но а, б). 
Здесь и на рис. 2—4: 1 — 
преинкубирование со специфи-
ческим аллергеном; 2 — без 
аллергена. По осям абсцисс 
(здесь и на рис. 2—4) —время 
инкубирования (в мин), по осям 
ординат — активность ФХ (в 
нмоль БАЭЭ • мии - 2 • мл-1). 
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Рис. 2. Активирование прекалликреина «либе-
ратом» лейкоцитной массы, обогащенной базо-
филами, полученной от больного поллинозом. 
По оси ординат — активность калликреина (в 

мкмоль/мин в I мл). 

Активирование прекалликреина «ли-
бератом» (рис. 2) в опытных инкуба-
тах происходит в большей степени, 
чем в контрольных, что может свиде-
тельствовать об освобождении из ба-
зофильных гранулоцитов при контакте 
со специфическим аллергеном актив-
ности, оказывающей действие непо-
средственно на предшественник кал-
ликреина, минуя ФХ. 

Степень активирования ФХ в той 
модификации эксперимента, где инку-
бация лейкоцитарной массы после до-
бавления аллергена проходила непо-
средственно в присутствии ФХ, в 
3 опытах не отличалась от степени 
активирования собственно «либера-
том». На рис. 3 представлена кривая 
активирования фактора в результате 
инкубирования лейкоцитной массы в 
течение I ч с ФХ и специфическим ал-
лергеном. Активирование фактора в 
течение почти 4 ч инкубирования со-

24*-

120 150 180 210 240 

Рис. 3. Активирование ФХ в присутствии лей-
коцитной массы, обогащенной сенсибилизиро-

ванными базофилами. 
Здесь и на рис. 4 по оси ординат — активность ФХ 

(в нмоль • мин-2 • мл-1)-
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Рис. 4. Активирование ФХ после тщательного 
удаления полибрена в присутствии лейкоцит-
ной массы, обогащенной сенсибилизированны-

ми базофилами. 

ставило лишь 4 % от максимально 
возможного (495 мЕ/мин). 

Препарат ФХ, используемый в каче-
стве субстрата для «либерата» лейко-
цитной массы при ее контакте со спе-
цифическим аллергеном, содержал 
0,001 % гексадимедринбромида (поли-
брена) — ингибитора контактного ак-
тивирования фактора. Поскольку од-
ним из возможных путей активирова-
ния ФХ и ККС при обострении болез-
ни могло оказаться контактное акти-
вирование на освобождающемся из 
тучных клеток и базофилов гепари-
не — молекуле с ярко выраженным 
отрицательным зарядом, было пред-
принято активирование ФХ после тща-
тельного удаления полибрена. По-
следний удаляли 3-кратным диализом 
против 0,05 М трис-HCl (рН 8,0) или 
буфера Б. В инкубационную смесь, со-
держащую 1 часть лейкоцитной мас-
сы и 1 часть диализованного ФХ, до-
бавляли 0,1 мл раствора высокомоле-
кулярного кининогена (80—160 мкг 
препарата в 1 мл инкубационной сме-
си) как необходимый кофактор кон-
тактного активирования. Смесь инку-
бировали в присутствии аллергена в 
течение 1 ч, после чего оценивали ак-
тивность фактора в аликвотах по ско-
рости активирования прекалликреина. 
На рис. 4 представлены результаты 
такого активирования, свидетельству-
ющие от отсутствии дополнительной 
активности фактора по сравнению с 
описанной выше. 

Отсутствие прогрессивного активи-
рования ФХ при длительных сроках 
инкубации с «либератом» и даже посте-
пенное уменьшение активности факто-
ра, происходящее иногда в промежут-
ке между 2-м и 4-м часом (см. рис. 3 
и 4), обусловило необходимость про-
верки нативности ФХ при длительных 
сроках инкубации с «либератом». Для 
этого аликвогу, отбираемую из инку-
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бационной смеси, подвергали дейст-
вию трипсина для полного активиро-
вания ФХ с последующей проверкой 
его активности по скорости превраще-
ния прекалликреина в калликреин. 
Выборочная проверка активности ФХ 
показала, что он сохраняет полную 
потенциальную активность лишь в те-
чение 30 мин инкубации с «либера-
том». Затем его способность к акти-
вации начинает падать: до 80—90 % 
в течение 1-го часа с последующим 
уменьшением до 20 % к 4-му часу ин-
кубации. 

Суммируя описанные выше резуль-
таты воздействия «либерата» из обо-
гащенной базофилами лейкоцитной 
массы, освобождающегося при контак-
те со специфическим аллергеном, мож-
но утверждать: в «либерате» присут-
ствует активатор по отношению не 
только к ФХ, но и к прекалликреииу, 
что при определенных условиях in 
vivo может способствовать особенно 
быстрому и глубокому активированию 
ККС. 

В том, что касается активирования 
ФХ, эти данные соответствуют резуль-
татам работ [9, 10], в которых впер-
вые была исследована взаимосвязь 
ККС с клеточными факторами у боль-
ных атопическими заболеваниями. Ак-
тивирование прекалликреина в этих 
условиях показано нами впервые. 

Нам ие удалось подтвердить данные 
[6] о возможном активировании ФХ 
на гепарине при дегрануляции базо-
фильных гранулоцитов в присутствии 
специфического аллергена. Фермента-
тивный путь активации ФХ косвенно 
подтверждает и установленный нами 
факт его инактивации при длительном 
инкубировании с «либератом» (в те-
чение 2—4 ч). 

Для изучения воздействия «либера-
та» лейкоцитной массы при контакте 
с аллергеном на компоненты ККС не-

Активирование калликреина сыворотки крови 
донора при инкубации с «либератом» лейко-

цитной массы 

Сыворотка 
крови 

Калликреин | Прекалликреин Сыворотка 
крови 

нмоль/БАЭЭ/мл 

Здоровых до-
норов 

Здоровых доно-
ров, инкуби-
рованная с 
«либератом» 

33,16±19,87 

69,31 ±27,20 

211,79±50,20 

106,56±28,17 

посредственно в сыворотке крови лей-
коцитиую массу, полученную из крови 
больного аллергией, смешивали с сы-
вороткой крови здорового донора 
(в соотношении по объему 1 :1 ) и ин-
кубировали после добавления аллер-
гена в течение 30 мин. Затем лейкоци-
ты отделяли центрифугированием, а в 
надосадочной фракции оценивали уро-
вень активности ККС. В таблице при-
ведены средние данные 4 опытов по 
активированию ККС «либератом» не-
посредственно в сыворотке крови, сви-
детельствующие о гораздо более глу-
боком активировании системы, чем при 
контакте с препаратами очищенных 
проферментов. При этом активность 
калликреина возрастала в 2 раза при 
таком же падении уровня прекалли-
креина. 

Предварительный анализ активно-
сти калликреина, содержания прекал-
ликреина и уровня антикалликреино-
вого потенциала сыворотки донора 
после контакта с «либератом» прове-
денный с использованием хромогенно-
го субстрата S-2302 [2], подтвердил 
результаты, полученные хроматогра-
фическим методом. 

Более яркая картина активирова-
ния прекалликреин-калликреиновой 
системы на фоне вероятного истоще-
ния или инактивации ингибиторов по 
сравнению с активированием очищен-
ных ферментных препаратов, которая 
наблюдалась при совместном инкуби-
ровании сыворотки крови здорового 
донора с лейкоцитной массой, обога-
щенной сенсибилизированными базо-
филами, обусловлена, по-видимому, 
присутствием в инкубационной смеси 
одновременно двух субстратов (ФХ и 
прекалликреина) для освобождающих-
ся из базофилов протеиназ и возмож-
ного взаимного активирования этих 
ферментов в плазме крови. 
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Data early obtained on activation of the 
kallikrein-kinine system in acute forms of polli-
nosis and urticaria were corroborated in vitro. 
These experiments exhibited enzymatic activa-
tion of ITageman factor and prekallikrein using 
"liberator", obtained after incubation of the 
leukocyte fraction enriched with basophiles and 
specific allergen. 1 ml of the "liberator" con-
taining 1()7 cells activated Hageman factor up 
to 12-20 mU per min (evaluated by BAEE-este-
rase activity of the kallikrein developed) as 
well as kallikrein activity was increased up to 
80-130 mU within 1.5-2 hrs of incubation. The 
Hageman factor was distinctly inactivated after 
long-term incubation with the "liberator". 
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ВЫДЕЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ ПРОДУКТОВ НАКОПЛЕНИЯ 
ПРИ БОЛЕЗНИ ФАБРИ 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Институт биоорганической 
химии АН СССР, Москва 

Ранее нами были описаны случаи 
болезни Андерсона—Фабри у двух 
родных братьев 49 и 47 лет (Г. В. и 
Г. И.) и проведена биохимическая 
диагностика этих заболеваний [3, 6]. 
В плазме и лейкоцитах крови больных 
была выявлена значительная недоста-
точность a-D-галактозидазы, которая, 
как известно, наблюдается при болез-
ни Фабри [2, 7| и приводит к накоп-
лению в организме больных тригек-
созилцерамида (ТГЦ), дигексозилце-
рамида (ДГЦ) и в меньшей степени 
других гликолипидов с концевым ос-
татком галактозы. ТГЦ и Д Г Ц на-
капливаются главным образом в поч-
ках больных [2, 7]. Кроме того, ТГЦ 
накапливается в печени, легких, фиб-
робластах, поджелудочной железе, 
плазме и других тканях. Д Г Ц накап-
ливается в поджелудочной железе. 
Повышенное содержание обоих глико-
липидов обнаруживается также в 
осадках мочи больных [16]. Иденти-
фикация продуктов накопления в со-
четании с выявлением ферментатив-
ного дефекта позволяет достаточно на-
дежно диагностировать болезнь Фаб-

ри. В последние годы для анализа на-
капливаемых продуктов в плазме кро-
ви с целыо диагностики лизосомных 
болезней накопления используется ме-
тод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии [18]. Этот метод, в 
частности, был применен и для анали-
за нейтральных гликолипидов при 
диагностике болезни Фабри. При этом 
в качестве стандарта использовался 
ТГЦ, выделенный из мочи пациентов, 
страдающих болезнью Фабри. В на-
шей стране биохимическая диагности-
ка этого заболевания на основе иден-
тификации продуктов накопления не 
проводилась. 

Целыо настоящей работы было вы-
деление основных продуктов накопле-
ния из почек умершего пациента с бо-
лезнью Фабри (Г. В.), подтверждение 
последней после идентификации полу-
ченных соединений, а также сравне-
ние количества Д Г Ц и ТГЦ в осадке 
мочи обследованных больных и здоро-
вых лиц. Выделенные нейтральные 
гликолипиды могут быть использованы 
в дальнейшем в качестве стандартов 
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ранней диагностики болезни Фабри по 
продуктам накопления в моче. 

М е т о д и к а 

Нейтральные гликолипиды выделяли из по-
чек больного по методике выделения глико-
сфииголипидов из тимуса теленка [4]. 

Экстракция липидов из почек. Почки из-
мельчали пропусканием через мясорубку. 
180 г измельченной ткани гомогенизировали 
в 300 мл ацетона в течение 15 мин. Гомоге-
нат фильтровали на стеклянном фильтре, по-
лученный остаток гомогенизировали в течение 
30 мин в 240 мл смеси хлороформ — метанол 
( 2 : 1 ) , фильтровали и вновь гомогенизирова-
ли в этой же смеси. Затем остаток гомоге-
низировали в течение 30 мин в 240 мл смеси 
хлороформ — метанол ( 1 : 1 ) , фильтровали, а 
полученный остаток подвергали 3-кратной 
экстракции смесыо хлороформ — метанол 
( 1 : 2 ) . Все хлороформио-метанольные экст-
ракты объединяли и упаривали. 

Удаление глицеридов из смеси липидов. По-
лученный остагок растворяли в 100 мл хлоро-
форма, к раствору добавляли 160 мл 0,21 и. 
NaOIT в метаноле и после тщательного пере-
мешивания смесь инкубировали в течение 
1,5 ч при 40 °С с периодическим перемешива-
нием. По окончании реакции смесь нейтрали-
зовали добавлением 0,35 н. уксусной кисло-
ты в метаноле до pIT около 6,0, концентри-
ровали в роторном испарителе, добавляли 
~ 7з часть дистиллированной воды и диали-
зовали против воды при 4°С в течение 2 сут, 
меняя воду через каждые 12 ч. Затем содер-
жимое диализного мешка упаривали и обра-
зовавшиеся в процессе щелочного метаиолиза 
метиловые эфиры жирных кислот удаляли из 
смеси обработкой гексаном. Д л я этого к по-
лученному остатку приливали 100 мл гексана, 
тщательно перемешивали и полученную сус-
пензию центрифугировали на центрифуге 
ЦУМ-1 при 7000 об/мин в течение 10 мин. 
Экстракцию гексаном проводили трижды. По-
лученный осадок, представляющий собой 
смесь гликосфинголипидов, сфингомиелина и 
холестерина, растворяли в смеси хлороформ — 
метанол ( 1 : 1 ) , фильтровали, фильтрат упа-
ривали и подвергали дальнейшей хромато-
графии. 

Резул ьта т ы ф ра кц и он и ров а н и я 

Элемент Соотно- Выделенная Элемент шение фракция 

Хлороформ — Холестерин 

98:2 То же 
95:5 Моногексозилце-

рамиды 
90:10 Мои о- и дигексо-

зилцерамиды 
Хлороформ — ме- 87:13 Дигексозилцера-

танол миды 
85:15 Тригексозилцера-

миды 
80:20 То же (следы) 
75:25 Полигексозилце-

рамиды 

Выделение нейтральных гликолипидов. На 
колонку (3X50 см) с ДЭАЭ-сефадексом А-25 
(«Pharmacia», Швеция) в ацетатной форме 
в смеси хлороформ — метанол — вода 
( 3 0 : 6 0 : 8 ) износили 15 мл раствора получен-
ного остатка в смеси хлороформ — метанол 
( 1 : 1 ) и элюировали 1,7 л смеси хлоро-
форм — метанол — вода (30 : 60 : 8) для 
отделения суммы нейтральных гликосфинго-
липидов, сфингомиелина и холестерина. 
Ход элюции контролировали микротонко-
слойной хроматографией [1]. Получен-
ный элюат упаривали досуха и ацетилирова-
ли. Д л я этого остаток растворяли в 50 мл пе-
регнанного пиридина, добавляли 50 мл уксус-
ного ангидрида, перемешивали и оставляли 
на 48 ч при комнатной температуре. Затем 
реакционную смесь упаривали на ротором ис-
парителе для удаления пиридина и уксусного 
ангидрида и растворяли в смеси дихлор-
э т а н — гексан ( 4 : 1 ) . 16 мл полученного раст-
вора наносили на колонку ( 3 x 3 5 см) с фло-
ризилом («Мегск», Ф Р Г ) , уравновешенную 
смесыо дихлорэтан — гексан, для отделения 
гликолипидов от фосфолипидов и холестерина. 
Колонку промывали 400 мл указанной смеси 
(I) , 400 мл дихлорэтана (II) и 700 мл смеси 
дихлорэтан — ацетон ( 1 : 1 ) ( I I I ) . Объединен-
ные элюаты I и II и отдельно элюат III упа-
ривали. Остатки по отдельности растворяли 
в 50 мл смеси хлороформ — метанол (1 : 1), 
добавляли 20 мл 0,5 % раствора метилата 
натрия в метаноле, перемешивали и оставля-
ли на 1,5 ч при комнатной температуре для 
деацетилирования. По окончании реакции 
смесь нейтрализовали добавлением 0,35 и. 
уксусной кислоты в метаноле до рН 6,0—6,5 
и диализовали против воды при 4 °С в те-
чение 2 сут. 

Разделение нейтральных гликосфинголипи-
дов на фракции. Содержимое каждого диа-
лизного мешка упаривали, растворяли в хло-
роформе и наносили на колонки размерами 
3 X 5 0 и 2 ,5X30 см с силикагелем L 40/100 
(«Chemapol», ЧССР) , уравновешенные хлоро-
формом. Фракции липидов и гликолипидов 
элюировали хлороформом и смесями хлоро-
ф о р м — метанол с постепенным увеличением 
содержания последнего. О ходе элюции суди-
ли по данным микротонкослойной хромато-
графии на силикагеле КС К в системе хлоро-
форм — метанол — вода (60 : 35 : 8) с исполь-
зованием фосфориомолибденовой кислоты [5] 
для идентификации липидов и антронового 
реагента [20] для идентификации гликолипи-
дов. Результаты фракционирования приве-
дены в таблице. 

Полученные фракции гликолипидов с двух 
колонок, содержащие соответственно Д Г Ц и 
ТГЦ, объединяли, упаривали и доводили до 
постоянной массы. Было получено 275 мг 
Д Г Ц и 957 мг ТГЦ. 

Углеводный состав гликолипидов анализи-
ровали с помощью газожидкостной хромато-
графии (ГЖХ) [17] в хроматографе «Хром-5» 
(ЧССР) на колонке (2500X3 мм) с 3 % OV-1 
на хромосорбе W-ITP (100—120 меш) при про-
граммировании температуры от 170 до 315°С 
со скоростью 6°С мин и скоростью газа-но-
сителя (гелия) 30 мл/мин. 

Фракцию гликолипидов из осадков мочи 
получали экстракцией смесыо хлороформ — 
метанол ( 2 : 1 ) по известной методике [14]. 
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О J 
Рис. 1. Элюционный профиль триметилсилило-
вых эфиров мстилгликозидов, полученных пос-
ле кислотного гидролиза Д Г Ц при ГЖХ [17]. 

1, 2, 3 — пики, соответствующие галактозе. 

Рис. 2. Элюционный профиль триметилсилило-
вых эфиров метилгликозидов, полученных пос-
ле кислотного гидролиза ТГЦ при ГЖХ [17]. 
I, 2, 3 — пики, соответствующие галактозе; 4, 5 — 

пики, соответствующие глюкозе. 

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

Из почек больного Г. В. были выде-
лены 3 фракции гликолипидов — 
9,7 мг моногексозилцерамидов (МГЦ), 
275 мг Д Г Ц и 957 мг ТГЦ. Количест-
во выделенных МГЦ, Д Г Ц и ТГЦ в 
пересчете на 1 г свежей ткани состав-
ляло соответственно 0,05, 1,5 и 
5,55 мг/г. При этом содержание МГЦ 
практически не отличалось от нормы 
[15], а содержание Д Г Ц и ТГЦ пре-
вышало норму [15, 16] соответственно 
в 9—19 и 15—26 раз, что свидетель-
ствует о значительном накоплении 
Д Г Ц и ТГЦ в почках больного. 

Методом ГЖХ было показано, что 
фракция МГЦ представлена смесыо 
глюкозил- и галактозилцерамидов в 
соотношении 2 : 1 . Как известно [12, 
15], такая смесь МГЦ характерна и 
для нормальных почек, содержащих 
также небольшое количество Д Г Ц — 
лактозилцерамида и дигалактозилце-
рамида [13]. Как видно на рис. 1, 
фракция ДГЦ, выделенная из почек 
больного, была представлена только 
дигалактозилцерамидом, что соответ-
ствует данным литературы [19]. Ана-
лиз состава фракции ТГЦ (рис. 2) на 

основании величины соотношения га-
лактозных и глюкозных остатков 
( 3 : 1 ) позволил предположить, что 
ТГЦ на 90 % состоят из дигалактозил-
глюкозилцерамида и на 1 0 % — и з 
тригалактозилцерамида. Данные о су-
ществовании тригалактозилцерамида в 
организме человека как в норме, так и 
при болезни Фабри в литературе от-
сутствуют [8]. Имеются сведения о су-
ществовании в слизистой оболочке 
тонкой кишки крыс полигалактозилце-
рамидов с галактозными остатками, 
связанными а (1~кЗ)-связью [8], что 
не исключает возможности существо* 
вания тригалактозилцерамида у чело-
века и его накопления при болезни 
Фабри. 

Мы не проводили анализа конфигу-
рации аномериых связей между угле-
водными остатками в ДГЦ и ТГЦ, так 
как в литературе имеются данные о 
типе связи остатков моносахаров в на-
капливаемых гликолипидах при болез-
ни Фабри [10]. Так, с помощью ме-
тодов масс-спектрометрии, ПМР-спект-
рометрии и ферментативного анализа 
с использованием очищенных препара-
тов а - и [3-галактозидазы установлено, 
что Д Г Ц и ТГЦ имеют следующие 
структуры: 

Gala(1-^4) G a i p ( l - ^ l ) Cer, [11] 
Gala(1-^4) Gaip( l ->4) Glcp( l -* l )Cer . 

[9] 
Что касается тригалактозилцерами-

да, то его обнаружение при болезни 
Фабри, характеризующейся недоста-
точностью а-галактозидазы, а также 
описанные структуры полигалактозил-
церамида у млекопитающих [8], по-
зволяют полагать наличие в его со-
ставе концевого галактозного остатка 
с а-аномерной связью. 

Продукты накопления при болезни 
Фабри исследовали не только в поч-
ках, но и в моче больного Г. В., его 
брата Г. И. и дочери Г. И. (Г. О.). 
Как видно на рис. 3, в моче обоих 
братьев обнаруживались значитель-
ные количества ДТЦ и ТГЦ, которые 
практически не выявлялись в конт-
рольной моче и в моче Г. О. В образ-
це осадка мочи Г. О. содержалось 
большое количество негликозилироваи-
ных липидов, которые практически 
полностью отсутствовали у других 
лиц. Происхождение этих соединений 
пока не выяснено. Активность a-D-ra-
лактозидазы в лейкоцитах Г. О. для 
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Рис. 3. Тонкослойная хроматография фракций 
Д Г Ц и ТГЦ, выделенных из осадков мочи. 
а: 1,5 — норма; 2 — больной Г. В.; 3 — стандарт 
ДГЦ; 4 — стандарт ТГЦ; б: 1 — норма; 2 — боль-
ной Г. И.; больной Г. О.; 4—стандарт ДГЦ; 5 — 

стандарт ТГЦ. 

(52 нмоль/ч на 1 мг белка) не отли-
чалась от нормы [3] и соответствова-
ла активности этого фермента у ее ма-
тери Г. К. (53,6 нмоль/ч на 1 мг бел-
ка). Полученные результаты о практи-
ческом отсутствии накопления Д Г Ц и 
ТГЦ в моче и снижения активности 
a-D-галактозидазы в лейкоцитах Г. О. 
согласуются с данными литературы, 
свидетельствующими о значительных 
трудностях идентификации гетерози-
готных носителей болезни Фабри на 
основании выявления их энзиматиче-
ского статуса и продуктов накопления, 
обусловленных особенностями, в част-
ности неполной пенетрантностыо гена 
болезни Фабри [17]. 

Таким образом, представленные дан-
ные о накоплении Д Г Ц и ТГЦ в осад-
ках мочи Г. В. и Г. И., а также в поч-
ках больного Г. В. подтверждают на-
личие болезни Фабри, диагиостиро-

4 В-сы мед. химии № 6 

ванной ранее на основании результа-
тов клинических и биохимических ис-
следований. 

Авторы выражают признательность 
врачам М. М. Мендельсону, Э. И. Брук 
(Клиническая больница им. С. П. Бот-
кина) и О. В. Зайратьянц (кафедра 
патологической анатомии 1 ММИ 
им. И. М. Сеченова) за предоставлен-
ный материал биопсии, а также об-
разцы крови и мочи больных. 
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ISOLATION AND IDENTIFICATION O F THE 
ACCUMULATED PRODUCTS IN FABRY 

DISEASE 

E. M. Baskaeva, E. V. Dyatlovitskaya, G. Ya. 
Wiedershain 

Inst i tute of Biological and Medical Chemistry, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, In-
stitute of Bioorganic Chemistry, Academy of 

Sciences of the USSR, Moscow 

Three fract ions of glycolipids — monohexo-
sylceramide, dihexosylceramide (DHC) and tri-
hexosylceramide (THC) were isolated from kid-
ney of the patient with Fabry disease. As com 
pared with normal state amount of DHC and 
THC was increased in the patient kidney 9-19-
fold and 15-26-fold, respectively. Gas liquid 

chromatography showed that the DHC fraction 
consisted in digalactosylceramide, while the 
THC fraction — a mixture of digalactosylgluco-
sylceramide (90 %) and tr igalactosylceramide 
( 1 0 % ) . Presence of the latter glycolipid was 
not early found in human body both in normal 
s tate and in Fabry disease. Accumulation of 
DHC and THC was also detected in urine pre-
cipitates of the pat ients using thin-layer chro-
matography, whereas these substances were not 
found in urine of one of the pat ients daughter , 
who was heterozygote gene carrier of Fabry 
disease. The data obtained corroborate the 
Fabry disease presence, which have been pre-
determined by means of clinical diagnosis as 
well as bas ing on deficiency of a-D-galactosi-
dase in blood plasma and leukocytes. 
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JI. Г. Цырульникова, А. И. Логунов 

ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ СЕРОТОНИНА И ПИРИДОКСАЛЯ 
В КРОВИ КРЫС С ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ ВОСПАЛЕНИЕМ 

ПРИ НАГРУЗКЕ АМИНОКИСЛОТАМИ 

НИИ уха, горла и носа Минздрава РСФСР, Москва 

Сведения о роли серотонина (5-ок-
ситриптамина) в процессах воспале-
ния и заживления ран неоднозначны. 
Принято считать, что серотонин ока-
зывает стимулирующее влияние на ре-
генерацию тканей и развитие соеди-
нительнотканных структур, повышая 
активность фибробластов на уровне 
биосинтеза коллагена [2, 4, 5, 6, 9]. 
В то же время скорость биосинтеза 
серотонина находится в прямой зави-
симости от витамина В6 (пиридоксаль-
фосфата). Витамин В6 является ко-
фактором 5-окситриптофандекарбокси-
лазы, которая катализирует превраще-
ние 5-окситриптофана в 5-окситрипта-
мин [14]. Как известно, пиридоксаль-
фосфат выполняет ключевые функции 
в реакциях р-замещения, переамини-
роваиия, декарбоксилирования и рас-
щепления боковой цепи аминокислот 
[16]. Наряду с этим имеются данные 
о том, что незаменимые аминокислоты 
и аминокислоты с разветвленной боко-
вой цепью обладают сравнительно вы-
сокой антивоспалительной активно-
стью [13].. 

Цель настоящей работы — изучить 
динамику содержания серотонина и 
пиридоксаля в крови крыс с экспери-
ментальным воспалением кожи и под-
кожных тканей и влияние нагрузки не-
заменимыми аминокислотами и амино-
кислотами с разветвленной боковой 

цепью на концентрации серотонина и 
пиридоксаля в различные сроки воспа-
ления. 

М е т о д и к а 

Экспериментальное воспаление кожи и под-
кожных тканей вызывали у крыс-самок линии 
Вистар массой 180—220 г. С этой целью под 
нембуталовым наркозом (30 мкг на 1 г массы 
тела внутрибрюшинно) крысам подкожно 
имплантировали марлевые салфетки. Живот-
ных забивали декапитацией на 7, 14, 21 и 
28-й день после операции. В эксперименте 
использованы 4 группы животных: 2 опыт-
ные и 2 контрольные. Операцию производили 
в 2 опытных и 1 контрольной группах, в каж-
дой было по 20 животных. Вторую контроль-
ную группу составили 10 интактных крыс. 

Каждому животному опытных групп в те-
чение первых 5 дней после операции инъеци-
ровали смеси аминокислот из расчета по 5 мг 
аминокислоты на крысу. Д л я первой опытной 
группы использована смесь Вал, Лей, Илей, 
Цитр, Опро, Гли, растворенная на физиологи-
ческом растворе. Во второй опытной группе 
аминокислотная смесь включала Три, Apr, 
Лиз, Тре, Сер, Цис. 

Содержание серотонина в крови крыс оп-
ределяли флюориметрическим методом [10, 17], 
модифицированным нами [8]. Концентрация 
пиридоксаля в крови также определена флюо-
риметрическим методом [11]. Полученные ре-
зультаты обсчитывали использованием крите-
рия Стьюдента. 

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

Динамика содержания серотонина и 
пиридоксаля в крови оперированных 
животных первой контрольной группы 
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По осям абсцисс — срок после операции (в днях), 
по осям ординат — содержание серотонина и 
пиридоксаля (и мкг/мл). /—оперированные животные, 
которым вводили Вал, Лей, Илей, Цитр, Опро, Гли; 
11 — оперированные животные, которым вводили 
Три, Apr, Лиз, Тре, Сер, Цис; III — контрольные 
оперированные животные; К — иитактные животные. 

несколько отличается от таковой в 
опытных группах (см. рисунок). У жи-
вотных первой контрольной группы, 
начиная с 7-го дня после операции и 
до конца обследования, содержание се-
ротонина в крови имеет тенденцию к 
снижению, не достигающему, однако, 
статистически достоверных значений. 
В первой опытной группе отмечено 
значительное увеличение содержания 
серотонина на 7-й день, находящееся 
на грани достоверности. На 14—21-й 
день оно снижается до нормы и ста-
тистически достоверно падает на 28-й 
день по сравнению с аналогичным по-
казателем в обеих контрольных груп-
пах. Во второй опытной группе не от-
мечено резких перепадов уровня серо-
тонина в первые 3 нед после операции 
и только на 28-й день он статистиче-
ски достоверно падает, как и в первой 
опытной группе. 

Полученные результаты отличаются 
от имеющихся в литературе сведений. 
Так, показано, что нагрузка живот-
ных большими дозами аминокислот 
вызывает повышение уровня серото-
нина в крови [13]. Расхождение в ре-
зультатах могут вызывать разные 
факторы: дозировка и набор амино-
кислот, специфика оперативного вме-
шательства и гнойного воспаления 
и др. Вместе с тем известно, что гной-
ное воспаление приводит к понижению 
уровня серотонина в крови больных 
[7]. Нанесение кожной раны крысам 

статистически достоверно снижает ко-
личество амина в коже на 5-й день 
после операции с последующим его 
возрастанием через 2 нед [4]. 

Что касается динамики содержания 
пиридоксаля в крови, то к 7-му дню 
после операции данный показатель не-
сколько увеличивается у оперирован-
ных животных всех 3 групп по срав-
нению с таковым у интактных крыс. 
Затем это увеличение становится ста-
тистически достоверным в опытных 
группах, тогда как в контрольной 
группе наблюдается статистически до-
стоверное снижение его уровня на 
28-й день после операции. 

Повышение уровня пиридоксаля у 
оперированных крыс всех трех групп, 
по-видимому, связано с самой опера-
цией, так как имеются сведения о зна-
чительном увеличении содержания пи-
ридоксальфосфата в плазме крови 
ложнооперированиых крыс по срав-
нению с таковым у интактных живот-
ных [12]. Вместе с тем показано [1, 
2], что количество пиридоксаля в 
крови снижается при использовании 
экзогенных аминокислот. Это проис-
ходит вследствие его участия в про-
цессе их метаболизма. Возможно, на-
ложение обоих факторов и определяет 
характер динамики содержания пири-
доксаля в крови экспериментальных 
животных. 

Таким образом, экзогенные амино-
кислоты оказывают некоторое влияние 
на динамику содержания в крови се-
ротонина и пиридоксаля независимо 
от состава используемых смесей. Кро-
ме того, показано, что содержание в 
крови названных веществ во все сро-
ки наблюдения находится в обратной 
зависимости, т. е. возрастание уровня 
пиридоксаля сопровождается сниже-
нием концентрации серотонина. Этот 
вывод согласуется с имеющимися в ли-
тературе сведениями. Так, доказана 
тесная взаимосвязь и взаимозависи-
мость серотонина и пиридоксаля через 
пиридоксалькиназу. Этот фермент фос-
форилирует пиридоксаль в пиридок-
сальфосфат, участвующий в биосинте-
зе серотонина [14]. При высокой кон-
центрации серотонина тормозится ак-
тивность пиридоксалькиназы, вследст-
вие чего накапливается пиридоксаль и 
понижается концентрация его фосфо-
рилированного производного. В этих 
условиях снижается биосинтез серото-
нина. Серотонин считается одним из 
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факторов метаболического контроля 
биосинтеза пиридоксаля. Возможно, 
что повышение уровня пиридоксаля в 
крови оперированных животных объ-
ясняется не только и не столько влия-
нием операции, сколько имеющейся 
зависимостью от серотонина. 
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DYNAMICS OF SEROTONIN AND PYRIDO-
XAL CONTENT IN BLOOD OF RATS WITH 
EXPERIMENTAL INFLAMMATION AFTER 

LOADING WITH AMINO ACIDS 

L. G. Tsyrul'nikova, A. /. Logunov 
Institute of Ear, Throat and Nose, Ministry of 

Public Health of the RSFSR, Moscow 

Dynamics in content of serotonin and pyri-
doxal in blood as well as effect of loading 
with essential and branch-chained amino acids 
on these substances were studied in rats with 
experimental inflammation of skin and hypo-
dermic tissues within various periods of the 
disease. The exogenous amino acids administe-
red were found to affect particularly the dyna-
mics of serotonin and pyridoxal content in the 
rat blood independently on their mixtures used. 
Concentration of serotonin in blood correlated 
inversely with pyridoxal content within the all 
periods of the experiment. 
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Г. О. Каминская, И. Э. Степанян, II. JI. Жукова 

СОСТОЯНИЕ СИСТЕМЫ 11 РОТЕ И Н АЗЫ — ИНГИБИТОРЫ 
В БРОНХОАЛБВЕОЛЯРНОМ СОДЕРЖИМОМ У БОЛБНЫХ 

С ДИФФУЗНЫМИ ПОРАЖЕНИЯМИ ЛЕГКИХ 

Центральный НИИ туберкулеза Минздрава СССР, Москва 

Актуальность изучения диффузных 
поражений легких вызвана как посто-
янным увеличением их удельного веса 
среди всех легочных заболеваний, так 
и множеством нерешенных вопросов 
с ними связанных [1, 10]. Важнейши-
ми и наиболее распространенными за-
болеваниями этой группы являются 
саркоидоз и альвеолиты различного 
генеза. В последние годы в изучении 
многих из диффузных поражений лег-
ких отмечен значительный прогресс. 
Вместе с тем сохраняется необходи-
мость дальнейшего совершенствования 
существующих и поиска новых инфор-
мативных тестов, позволяющих точно 
оценить активность, прогноз при диф-

фузных поражениях легких, а также 
выработать показания к лечению. 

Широкие возможности открыло 
внедрение в практику диагностическо-
го бронхоальвеолярного лаважа. Ана-
лиз состава бронхоальвеолярных смы-
вов (БАС) подтверждает наличие па-
тологических процессов, протекающих 
в периферических отделах респиратор-
ной системы. В частности, появилась 
возможность изучить состояние систе-
мы протеолитических ферментов и их 
ингибиторов в дистальных отделах 
легких. 

Дисбаланс между протеиназами и 
ингибиторами с появлением свободной 
протеолитической активности в респи-
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раториых путях считается в настоя-
щее время важным фактором поддер-
жания хронического воспаления, раз-
вития эмфиземы легких и пневмоскле-
роза у больных с хроническими неспе-
цифическими заболеваниями легких 
[5, 8, 12, 13]. При диффузных пора-
жениях легких значение дисбаланса 
протеиназы — ингибиторы в БАС оста-
ется недостаточно изученным. 

Цел ью и а стоя щего исс л едов а и ия 
явился анализ данных биохимического 
исследования БАС у больных диффуз-
ными поражениями легких для уста-
новления диагностической ценности 
используемых методов и изучения воз-
можных механизмов, лежащих в осно-
ве развития этих заболеваний. 

М е т о д и к а 
Обследовано 102 больных: 53 женщины и 

49 мужчин в возрасте от 20 до 59 лет. У 70 
из них был диагностирован саркоидоз органов 
дыхания (у 12 внутригрудных лимфоузлов, у 
58 внутригрудных лимфоузлов с одновремен-
ным поражением легочной ткани), у 19 — 
экзогенный аллергический альвеолит (болезнь 
птицеводов) и у 13 — идиопатический фиб-
розирующий альвеолит. Диагноз был уста-
новлен на основании результатов комплек-
сного обследования и верифицирован у боль-
ных саркоидозом и идиопатическим фибрози-
рующим альвеолитом на основании данных 
гистологического исследования биоптатов лег-
ких, а у больных экзогенным аллергическим 
альвеолитом — в результате обнаружения 
специфических антител в крови. У всех боль-
ных методами клинико-лабораторного обсле-
дования была установлена разной степени вы-
раженность патологического процесса. 

Комплексное бронхологическое исследова-
ние, проведенное всем больным, включало 
диагностический субсегментариый бронхоаль-
веолярный лаваж по методу [9]. В раство-
римой фракции БАС, получаемой после цент-
рифугирования при 5000 оборотов в 1 мии 
в течение 20 мин, определяли содержание 
белка микробиуретовым методом, протеолити-
ческую и ингибиторную активности. Для стан-
дартизации все показатели рассчитывали на 
1 мг белка в пробе БАС. 

Протеолитический потенциал БАС оценива-
ли по трем показателям: активности трипси-
иоподобных протеиназ (ТПП), эластазоподоб-
ной и фибринолитической активности (соот-
ветственно ЭА и ФА). Трипсиноподобную 
активность определяли по величине эстераз-
иой активности БАС по отношению к синтети-
ческому субстрату — N, а-бензоил-Ь-аргииин-
этиловому эфиру (ВАЕЕ) спектрофотометри-
ческим методом [7]. ЭА исследовали спектро-
фотометрическим методом [4, 14] с примене-
нием в качестве субстрата N-терт-бутилокси-
карбонил-Ь-аланин-паранитрофенилового эфи-
ра (BANPE). Показатели ТПП и ЭА выра-
жали в миллиединицах (мЕ); 1 мЕ равнялась 
1 нмоль субстрата, гидролизованного в стан-
дартных условиях за 1 мин. Определение ФА 
в БАС проводили модифицированным нами 

методом, основа иным на регистрации разни-
цы между стандартным количеством фибри-
ногена, вводимым в пробу, и содержанием его 
через 24 ч инкубации с пробой БАС [3]. 

Ингибиторный потенциал БАС оценивали 
по величине свободной антитриптической 
активности (ATA). АТА, формируемую иа 
альвеолярной поверхности преимущественно 
за счет поступающего из кровяного русла 
а гпротеиназного ингибитора (a i -ПИ) [5, 
12, 13], определяли по степени торможения 
трипсинового гидролиза синтетического суб-
страта ВАЕЕ под действием свободных инги-
биторов протеолиза, содержащихся в БАС 
[7]. Результаты выражали в миллиингибитор-
ных единицах (мИЕ). За 1 мИЕ принимали 
активность ингибитора, тормозящую гидролиз 
1 нмоль ВАЕЕ трипсином за 1 мии при 
25 °С в стандартных условиях. 

В качестве ориентировочных условно-нор-
мальных величии для ТПП, ЭА и АТА мы 
использовали данные О. Г. Оглоблиной и 
соавт. [7], применявших аналогичные методы 
для анализа бронхиальных смывов, которые 
составили: для ТПП 1,58±1,15 мЕ/мг, для 
ЭА 2,22±1,63 мЕ/мг, для АТА 100,0± 
i t 16,0 мИЕ/мг. Для установления взаимосвя-
зи локальных ферментативных сдвигов с об-
щим аитипротеолитическим потенциалом орга-
низма у всех больных в сыворотке крови 
определяли активность oci-ПИ методом [6], 
нормальные величины которой, по нашим дан-
ным [2], составляют 1,00—1,67 мг/мл. 

Достоверность различий между исследо-
ванными величинами оценивали с помощью 
критерия t Стыодеита. 

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

У подавляющего большинства об-
следованных больных было отмечено 
снижение уровня антитриптической 
активности в БАС, полное ее отсутст-
вие у 40 % больных саркоидозом, у 
31,6% больных экзогенным аллерги-
ческим альвеолитом и у 23,1 % боль-
ных идиопатическим фиброзирующим 
альвеолитом. Дефициту ингибиторов 
сопутствовало повышение всех видов 
исследованной протеолитической ак-
тивности. 

Вариабельность рассмотренных по-
казателей была значительной: АТА 
колебалась от нормального уровня до 
нулевых значений, повышение протео-
литической активности достигало 7-
кратного уровня по отношению к ус-
ловной норме. 

Анализ средних показателей протео-
литической активности (табл. 1) не 
позволил выявить существенного по-
вышения активности ТПП на альвео-
лярной поверхности при всех изучен-
ных заболеваниях. В то же время 
средний уровень ЭА оказался заметно 
повышенным у больных саркоидозом и 
экзогенным аллергическим альвеоли-
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Т а б л и Ц а 

Средние показатели содержания белка, протеолитической и антипротеолитической активности в БАС 
у обследованных больных 

Диагноз Белок, 
мг/мл т п п ЭА ФА АТА 

| 
Сар кои доз (70) 
Экзогенный аллергический 

альвеолит (19) 
Идиопатический фиброзирую-

щий альвеолит (13) 

0 ,70±0,07 

0,47 ± 0 , 0 4 

0,51 ± 0 , 0 6 

3,34 ±0 ,42 

2 ,63±0 ,7 

3 ,02±0,76 

6 ,78±0,63 

5,92±1,69 

3,58±1,71 

0,41 ± 0 , 0 6 

0 ,73±0,16 

0 ,25±0,07 

60 ,3±7 ,9 

87,5±21,9 

89,7±20,5 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3 в скобках — число больных. 

теиназами и их ингибиторами в БАС 
мы провели ряд клинико-лаборатор-
ных сопоставлений. Оказалось, что 
при наличии воспалительных измене-
ний бронхиальной слизистой различ-
ного характера, присутствии патоген-
ной микрофлоры в мокроте, повышен-
ном содержании иейтрофильных лей-
коцитов в БАС отмечалось достоверно 
более значительное повышение про-
теолитической активности, чем при от-
сутствии указанных изменений. Вме-
сте с тем при саркоидозе органов ды-
хания было установлено, что в случа-
ях изолированного поражения внутри-
грудных лимфоузлов уровень ЭА в 
БАС был достоверно ниже, чем при 
наличии легочной диссеминации ( 2 , 9 ± 
± 0 , 7 5 и 7,58=1=0,7 мЕ/мг; р < 0 , 0 1 ) . 
Это, на наш взгляд, может свидетель-
ствовать об участии высокого уровня 
свободной эластолитической активно-
сти в формировании распространенно-
го легочного поражения при саркои-
дозе. 

Нами найдена отчетливая зависи-
мость уровня антипротеолитической и, 
соответственно, протеолитической ак-
тивности в БАС от состояния ингиби-
торной системы крови. Известно, что 

Т а б л и ц а 2 
Влияние состояния ингибиторной системы крови на протеолитическую и антипротеолитическую ак-

тивность БАС. 

том. У больных с идиопатическим фиб-
розирующим альвеолитом отмечали 
низкий уровень ЭА. Отсутствие этого 
вида протеолитической активности в 
БАС наблюдали при идиопатическом 
фиброзирующем альвеолите в 69,2 % 
случаев, в то время как при саркои-
дозе и экзогенном аллергическом аль-
веолите— значительно реже (в 10 и 
26,3% случаев соответственно). Сред-
ний показатель ФА при идиопатиче-
ском фиброзирующем альвеолите был 
также заметно ниже, чем при двух 
других заболеваниях. Такие на первый 
взгляд парадоксальные данные, как 
минимальное повышение уровня про-
теолитической активности в респира-
торной системе при наиболее неблаго-
приятно протекающем дистрофическом 
процессе в легочной ткани, соответст-
вуют современным представлениям о 
том, что развитие избыточного пиев-
мофиброза при идиопатическом фиб-
розирующем альвеолите является след-
ствием недостаточной резорбции фиб-
рина [11]. Снижение средних показа-

телей АТА в БАС было выражено не-
сколько больше при саркоидозе. 

Для выявления возможных механиз-
мов развития дисбаланса между про-

Состояние ингибиторной системы 
кропи (а,-ПИ) 

Белок, 
мг/мл ТПП ЭА ФА АТА 

1. Нормальное (23) 0 ,64±0,09 2,01 ± 0 , 7 6 4 ,03±1,02 0 ,38±0,12 78,5±22 1,7 
2. Активация (33) 0 ,73±0,12 1,89±0,71 4,18 db 1,31 0,31 ± 0 , 0 8 Ю1,9±22,2 
3. Функциональный дефицит 

(46) 0 ,56±0 ,08 4,71 ± 0 , 6 2 8,76±1,48 0 ,56±0,14 42,1±16 

Pl-3 
02-3 
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> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

< 0 , 0 1 
< 0 , 0 1 

< 0 , 0 1 
< 0 , 0 2 

> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

> 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 



Т а б л и ц а 3 
Исходный уровень протеолитической и антипротеолитической активности в БАС у больных с раз-

личной динамикой саркоидоза органов дыхания 

Динамика Белок, 
мг/мл тпп ЭА ФА АТА 

1. Спонтанная регрессия (24) 
2. Выраженная положитель-

ная (20) 
3. Замедленная (26) 

0,94d=0,16 

0 , 5 7 ± 0 , 0 6 
0 , 5 9 ± 0 , 0 8 

2 , 2 0 ± 0 , 5 7 

3,22 ± 0 , 8 2 
4 , 3 0 ± 0 , 7 7 

4 , 3 8 ± 0 , 8 7 

5 ,28±0 ,82 
10,15±1,11 

0 , 5 2 ± 0 , 1 2 

0 , 3 4 ± 0 , 0 8 
0 , 3 4 ± 0 , 1 1 

7 3 , 7 ± 12,0 

83 ,6±15 ,9 
33 ,7±11 ,1 

Pi—3 
/>2-3 

< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

< 0 , 0 1 
< 0 , 0 1 

> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

< 0 , 0 2 
< 0 , 0 5 

ai-НИ является острофазным воспали-
тельным белком и повышение его в 
крови является свидетельством воспа-
лительной реакции [2]. У обследован-
ных больных повышение a i -ПИ при 
первом определении было выявлено в 
31 (30 ,4%) случае, у 3 больных уро-
вень сывороточного a i -ПИ был уме-
ренно снижен, а у большинства 
(66,7 %) больных оказался нормаль-
ным. С учетом клинико-рентгенологи-
ческих и лабораторных признаков ак-
тивности заболеваний и показателей 
a i -ПИ мы разделили больных на 3 
группы: 1-я — 23 больных с отсутст-
вием выраженных клинико-лаборатор-
ных признаков активности воспали-
тельной реакции и нормальном уровне 
а р П И в крови (нормальное состояние 
ингибиторной системы); 2-я — 33 боль-
ных с повышением уровня a i -ПИ при 
активном воспалении (активация) и 
3-я — 46 больных с отсутствием адек-
ватного повышения ai-ПИ, несмотря 
на активность процесса, что мы рас-
ценивали как «функциональный дефи-
цит» ai-ПИ. В случаях отсутствия 
адекватного повышения ai -ПИ при 
всех заболеваниях были отмечены до-
стоверно более значительное снижение 
АТА и повышение ТПП и ЭА в БАС 
(табл. 2). 

Таким образом, оказалось, что скры-
тая неполноценность общей ингибитор-
ной системы организма является важ-
ным фактором развития дисбаланса 
между протеиназами и ингибиторами 
в респираторной системе у больных с 
диффузными поражениями легких. 

Анализируя взаимосвязь состояния 
системы протеиназы — ингибиторы в 
БАС с динамикой течения заболева-
ния, мы сравнивали исходный уровень 
протео- и антипротеолитической актив-

ности в БАС в наиболее показатель-
ной группе больных с саркоидозом ор-
ганов дыхания. Оказалось, что у 
24 больных с тенденцией к спонтан-
ной регрессии заболевания и у 20 
больных с наличием выраженной по-
ложительной динамики после первых 
1,5—2 мес лечения кортикостероида-
ми дефицит АТА и повышение ТПП и 
ЭА в БАС были достоверно менее вы-
ражены, чем у 26 больных с замедлен-
ной динамикой процесса (табл. 3). 

Мы провели повторное биохимиче-
ское исследование БАС у 7 больных 
саркоидозом органов дыхания. Из них 
в 3 случаях отмечено прогрессирова-
ние заболевания у больных, не полу-
чавших лечения, в 4 показанием для 
повторной бронхоскопии с бронхоаль-
веолярным лаважем явилось отсутст-
вие эффекта от лечения кортикосте-
роидами в течение 2 мес. 

Данные двукратного биохимическо-
го исследования БАС позволили уста-
новить, что у больных с отсутствием 

Динамика средних показателей протеолитиче-
ской и антипротеолитической активности при 
различном течении саркоидоза органов ды-

хания. 
/ — ТПП (в мг/мг); II — ЭА (в мг/мг); III — ФА 
(в мгФ/мг); IV — АТА (в мИЕ/мг). Сплошные ли-
нии — прогрессирующее течение; прерывистые — 
отсутствие эффекта от лечения; пунктир — границы 

условных норм. 
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эффекта после 2-месячного курса кор-
тикостероидиой терапии сохранялись 
исходно повышенный уровень всех ви-
дов протеолитической активности и 
дефицит АТА. При прогрессировании 
саркоидоза удерживалось исходное 
снижение АТА, но при этом отмеча-
лось значительное нарастание показа-
телей протеолитической активности 
(см. рисунок). 

Таким образом, у больных саркои-
дозом органов дыхания, экзогенным 
аллергическим и идиопатическим фиб-
розирующим альвеолитами в активной 
фазе в бронхоальвеолярных смывах 
наблюдаются дефицит антипротеоли-
тической и повышение протеолитиче-
ской (трипсиио- и эластазоподобной 
и фибринолитической) активности. 
Эти изменения — проявление как ло-
кального, так и общего патологическо-
го процесса. Результаты исследования 
протео- и антипротеолитической ак-
тивности в бронхоальвеолярных смы-
вах могут быть использованы в каче-
стве дополнительного критерия при 
оценке активности, прогноза и дина-
мики указанных заболеваний. 
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THE STATE O F PROTEINASE-INHIBITfOR 
SYSTEM IN BRONCHO ALVEOLAR LAVAGE 
O F PATIENTS WITH D I F F U S E IMPAIR-

M E N T S O F LUNGS 

G. O. Kaminskaya, I. E. Stepanyan, N. L. Zhu-
kova 

Central Ins t i tu te of Tuberculosis, Ministry of 
Public Health of the USSR, Moscow 

Proteolytic and antiproteolytic activities 
were studied in bronchoalveolar l avages of 
102 pat ients with sarcoidosis of respiratory tis-
sues, exogenous allergic and idiopathic fibrotic 
alveolitis. Deficiency of the antiproteolytic acti-
vity was observed in all the impairments stu-
died, whereas elastase-like and fibrinolytic acti-
vities were distinctly increased in sarcoidosis 
and exogenous allergic alveolitis. Impai rments 
of bronchial rnucose, pathogenic microflora, in-
crease in content of neutrophiles in respiratory 
tract as well as potential deficiency of the body 
inhibitory system were responsible for disba-
lance in the system proteinases-inhibitors of 
bronchoalveolar lavage. Biochemical examina-
tion of bronchoalveolar lavages enabled to find 
that clinico-roentgenological dynamics of these 
diseases correlated with the level of proteolytic 
activity, 
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Ф. 3. Меерсон, В. П. Твердохлиб, А. А. Никоноров 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ АТЕРОГЕННЫХ Д ИСЛ ИПОПРОТЕИД ЕМИЙ 
И КОМПЛЕКСА МЕТАБОЛИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ В ПЕЧЕНИ 

ПРИ ЭМОЦИОНАЛЬНО-БОЛЕВОМ СТРЕССЕ 

Н И И общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Москва, Оренбург-
ский медицинский институт 

Экспериментальные и клинические 
наблюдения показали, что печень игра-
ет важную роль в атерогеиезе [1, 2, 6, 
13, 21]. Однако вопрос о том, какие 
конкретно нарушения метаболизма 

в этом центральном органе липидирго 
обмена возникают под влиянием тяже-
лого стрессорного воздействия, в част-
ности при развитии атерогениых стрес-
сор пых дислипопротеидемий,во многом 
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остается открытым [7, 11, 12, 25]. Не-
известно также, каким образом реали-
зуются па уровне печени эффекты за-
щитных факторов, с помощью которых 
удалось предотвратить или существен-
но ограничить атерогенные изменения 
в липопротеидпом спектре крови, 
в частности антиоксидантов, адаптации 
к умеренной гипоксии или кратковре-
менным стрессорным воздействиям 
[11, 12]. 

Цель настоящей работы — попытка 
изучить отдельные биохимические ме-
ханизмы повреждения печени, лежа-
щие в основе атерогепиых стрессорных 
дислипопротеидемий, и оценить защит-
ный гепатотропный эффект факторов, 
предупреждающих эти дислипопротеи-
демии. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на крысах-самцах Вис-
тар массой 180—220 г. Эмоционально-болевой 
стресс (ЭБС) в виде невроза тревоги вызыва-
ли по методу [18]. Стрессорное воздействие 
продолжалось 6 ч. Адаптацию к повторным 
стрессорным воздействиям воспроизводили, 
вызывая у животных кратковременный ЭБС: 
в 1-й день в течение 15 мин, во 2-й день — 
30 мин, в 3-й день — 45 мии, в последующие 
11 дней — по 60 мин ежедневно. Адаптацию 
животных к гипоксии проводили в барока-
мере, начиная с «высоты» 1000 м, постепенно 
увеличивая ее до 5000 м, по 6 ч в день в те-
чение 45 дней. Через сутки после завершения 
последнего сеанса адаптации к коротким 
стрессам и гипоксии животных подвергали 
длительному (в течение 6 ч) ЭБС. Антиокси-
да нт иоиол вводили в течение 3 дней перед 
стрессом ежедневно перорально в дозе 20 мг 
на 1 кг массы тела в 0,5 мл подсолнечного 
масла. 

Животные были разделены на 8 групп: 
1-ю группу составили интактные животные 
(контроль), 2-ю — животные, перенесшие 
ЭБС и взятые в опыт через сутки после за-
вершения стрессориого воздействия, 3-ю — 
крысы, адаптированные к кратковременным 
стрессорным воздействиям, 4-ю — животные, 
подвергавшиеся стрессу на фоне адаптации к 
кратковременным стрессорным воздействиям, 
5-ю — крысы, адаптированные к гипоксии, 
6-ю — особи, перенесшие ЭБС на фоне за-
вершенной адаптацил к гипоксии, 7-ю — жи-
вотные, получавшие иоиол, и, наконец, 8-ю — 
крысы, перенесшие ЭБС после предваритель-
ного введения ионола. Во всех случаях жи-
вотных брали в опыт через сутки после окон-
чания стрессориого воздействия. Сыворотку 
крови и ткань печени для биохимических 
исследований получали и обрабатывали, как 
описано ранее [11]. Д л я оценки липидного 
обмена в сыворотке крови определяли содер-
жание общего холестерина (ХСобщ), уровень 
триглицеридов (ТГ), содержание холестерина 
в липопротеидах высокой плотности (ЛПВП) 
после осаждения апо-В-содержащих липопро-
теидов МпС12 и гепарином [10]. При этом 

исходили из известного положения о том, что 
между уровнем Х С Л П В П и атеросклероти-
ческим поражением сосудов существует отри-
цательная корреляция, а между уровнями 
липопротеидов низкой и очень низкой плот-
ности, напротив, положительная [1, 13, 19, 
20, 22]. По полученным данным рассчитывали 
интегральный показатель — индекс атероген-
ности (НА), равный отношению 

ХСрбш Х С Л П В П 

ус П Ь 

Д л я оценки состояния процессов перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) в печени оп-
ределяли содержание одного из продуктов 
П О Л — малонового диальдегида (МДА) по 
методу [24] и активность супероксиддисмута-
зы (СОД) по методу [17]. В качестве кри-
терия повреждения печени оценивали актив-
ность органоспецифического цитоплазматиче-
ского фермента — фруктозо-1-фосфатальдо-
лазы (Ф-1-ФА) в сыворотке крови [3]. 

Дополнительно оценивали влияние стресса 
на процесс окисления ХС в желчные кислоты. 
Д л я этого животным внутривенно вводили аль-
бумин-стабилизированную эмульсию 7 (п ) -а -
[3Н]-Cholesterol фирмы «Amersham» в дозе 
0,4 мл эмульсии с общей радиоактивностью 
13-Ю6 имп/мин. При этом исходили из разра-
ботанных ранее методов, основанных на том, 
что в реакции 7-а-гидроксилирования ХС 
1 атом трития переходит в состав воды и что 
количество образующейся 8 Н 2 0 , отражает 
скорость реакции окисления ХС в микросо-
мальной системе печени [4,9]. 

Через 2, 4 ч, а затем через каждые сутки 
собирали выделенную животными мочу, сво-
бодную от примесей, обрабатывали ее 20 % 
раствором ТХУ и перегоняли в микродистил-
ляторе. Д л я подсчета радиоактивности 8 Н 2 0 
мочи использовали сцинтилляционный счетчик 
LS-100 Bcckman. При оценке скорости окис-
ления ХС в разных сериях эксперимента ко-
личество 3 Н 2 0 в моче животных 1-й груп-
пы принимали за 100 %. 

Полученные данные обрабатывали стати-
стически с использованием ^-критерия Стыо-
дента. 

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

Данные табл. 1 свидетельствуют 
о том, что под влиянием длительного 
ЭБС развивается дислипопротеидемия 
с характерными диспропорциями в 
распределении ХС между липопротеи-
дами различной плотности. Эти изме-
нения достигают максимума через сут-
ки после окончания стресса, при этом 
содержание ХС во фракции ЛПВП 
оказывается уменьшенным более чем 
в 2 раза, а индекс атерогениости уве-
личен в 4 раза по сравнению с конт-
ролем. Существенно, что постепенная 
адаптация животных к действию уме-
ренной дозированной гипоксии значи-
тельно увеличивает долю ХС, сосредо-
точенного в ЛПВП — основной «аити-
атерогенной» фракции сыворотки кро-
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Т а б л и ц а 1 

Предупреждение стрессорной дислипопротеидемии с помощью адаптации и антиоксиданта ионола 

Группа животных х с о б щ ' м г / д л х слпвп- мгМл ТГ, мг/дл 
Индекс 

атерогенно 
сти 

• 

1-я (9) 
2-я (9) 

Pi—2,3 
3-я (9) 

РЗ-1,2,4 
4-я (8) 

РЗ-4 
5-я (10) 

Pi,2,3,4-6 
6-я (10) 

Рб-« 
7-я (10) 
8-я (10) 

Pi-8 

П р и м е ч а н и е . 3 
шения ЭБС, в скобках — 

70,8=1=3,5 
5 8 , 6 ± 4 , 5 

65,4=1=6,8 

55,4=1=5,6 

7 3 , 6 ± 3 

6 3 , 8 ± 2 

6 8 , 2 ± 6 
65,8=1=1,3 

•десь и в табл. 2 пр 
число животных в 

5 2 , 6 + 2 , 8 
22,7=1= 1,7 
< 0 , 0 0 1 

48,4=1=3,2 

32,7=Ь4,1 
< 0 , 0 0 1 

63,6=1=3 
< 0 , 0 1 

45,9=1=3 
< 0 , 0 0 1 

50,2=1=4 
34,7=1=3,1 
< 0 , 0 0 1 

иведены данные, под-
группе. 

52,84=1=4,2 
40,8=1=3,2 

20,2=1=3,4 
< 0 , 0 0 1 
8,8=1= 1 
< 0 , 0 0 1 

31,2=1=3,6 
< 0 , 0 0 1 

22,9=ьЗ 
< 0 , 0 5 

50,8=1=7 
3 4 ± 5 , 6 

1 ученные через 24 ч 

0,35 
1,6 

0,35 

0,7 

0,15 

0,35 

0,36 
0,8 

после заве} ) -

ротке крови; ИА в этой группе не отли-
чался от контроля. 

Полученные результаты свидетель-
ствуют как о снижении атерогенпых 
свойств сыворотки крови животных, 
адаптированных к периодической ги-
поксии, так и об их большей устойчи-
вости к развитию стрессорной дисли-
попротеидемии. Сходный, но менее 
выраженный антиатерогенный эффект 
выявлен и при адаптации животных 
к кратковременным стрессорным воз-
действиям. Таким образом, обе исполь-
зованные формы адаптации преду-
преждали развитие стрессорной атеро-
генной дислипопротеидемии. 

При введении ионола уровень 
ХСлпвп был более высоким, а ИА — 
более низким, чем в группе незащи-
щенных животных. По-видимому, 
иоиол не предупреждает, но заметно 
ограничивает развитие атерогенной 
стрессорной дислипопротеидемии. 

Учитывая защитный эффект иоиола 
и установленный ранее факт снижения 
активности лецитин:холестерин-ацил-
трансферазы в печени при стрессорном 
воздействии, мы предположили, что 
при тяжелом стрессе в печени, так же 
как и в других органах [5, 6, 8] про-
исходит активация ПОЛ, приводящая 
к повреждению клеток. Данные, пред-
ставленные в табл. 2, согласуются с 
указанным предположением и свиде-
тельствуют о том, что под влиянием 
ЭБС в печени увеличивается в 2 раза 
содержание МДА и снижается актив-
ность СОД — основного антиоксидаит-

ви и приводит к отчетливому снижению 
уровня ТГ сыворотки крови по срав-
нению с контролем. При этом ИА у жи-
вотных, адаптированных к гипоксии, 
был в 2 раза ниже, чем в группе ин-
тактных крыс. ЭБС, воспроизведен-
ный на фоне завершенной адаптации 
к гипоксии, не вызывал у животных 
значительных изменений в распреде-
лении ХС между липопротеидами раз-
личной плотности, приводил к еще 
большему снижению уровня ТГ в сыво-

Т а б л и ц а 2 
Содержание малонового диальдегида, актив-
ность супероксиддисмугазы в гомогенатах пе-
чени и активность фруктозо-1-фосфатальдолазы 

в сыворотке крови при стрессе 

Группа 
живот-

ных 

Содержание 
МДА, нмоль 

на 1 мг 
белка 

Активность 
с о д , 

усл. ед. 

Активность 
Ф-1 - ФА, 
усл. ед. 

1-я 2 , 8 ± 0 , 1 6 4 , 6 + 7 , 3 2 , 7 ± 0 , 1 
(Ю) (6) (Ю) 

2-я 5,6=1=0,3* 50,33=1=4* 10,2=1=0,3* 
(10) (6) (10) 

3-я 3 , 0 ± 0 , 1 5 Ю7={=4,8* 2,2=1=0,2 
(10) (13) (Ю) 

4-я 3,6=1=0,4 7 5 ± 8 , 5 * 5 , 2 ± 0 , 5 * 
(9) (6) (9) 

5-я 3,5=1=0,2 93,8=1=4* 3,2=1=0,2 
(9) (10) (9) 

6-я 3,8=1-0,4 80,6=1=5,6 5 ± 0 , 3 * 
(Ю) (Ю) (Ю) 

7-я 2,1 ± 0 , 2 78,4=ь4 1,7=1=0,2 
(10) (6) (Ю) 

8-я 2,3=1=0,3 6 8 ± 2 , 6 3,6=1=0,2* 
(9) (6) (9) 

* /?<0,01. 
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иого фермента. Существенно, что ак-
тивность СОД наиболее резко угнета-
лась уже через 2 ч после окончания 
6-часового стресса — до 3 0 , 8 ± 2 против 
6 4 , 6 ± 7 ед. активности на 1 мг белка 
в контроле. 

Адаптация к гипоксии и кратковре-
менным стрессорным воздействиям 
приводила к достоверному повышению 
активности СОД в печени на 66 и 
44 %, ие влияя существенно на содер-
жание в ней МДА. ЭБС, воспроизве-
денный на фойе такого рода адапта-
ций, лишь незначительно активирует 
ПОЛ, вызывая повышение содержания 
МДА на 17 и 25% соответственно 
( р > 0 , 0 5 ) . Иоиол, подобно адаптации, 
предупреждает активацию ПОЛ и на-
копление МДА в печени после ЭБС, 
но при этом достоверно не влияет на 
активность СОД. 

Адаптационное повышение активно-
сти антиоксидантных ферментов и 
ограничение за счет этого механизма 
стрессорной активации ПОЛ выявлено 
ранее в сердце [5], мозге [8] и, по-
видимому, является важным звеном 
функционирования защитных анти-
оксидантных систем организма. При 
этом если адаптационная защита пече-
ни от стресса реализуется прежде 
всего на уровне ферментных антиокси-
дантных систем организма, то эффект 
экзогенных антиоксидантов, по-види-
мому, связан с их действием на уровне 
системы ПОЛ. 

Весьма важным представляется тот 
факт, что у незащищенных животных 
ЭБС вызывает увеличение в 4 раза 
активности Ф-1-ФА в сыворотке крови. 
Эта органоспецифичиая гиперфермеи-
темия, отражающая повреждение кле-
ток печени, полностью предупреждает-
ся адаптацией к гипоксии или введе-
нием иоиола и достоверно (в 2 раза) 
ограничивается адаптацией к повтор-
ным кратковременным стрессорным 
воздействиям. 

В целом, выраженная активация 
ПОЛ и ингибироваиие антиоксидант-
ной защиты, гиперферментемия 
Ф-1-ФА свидетельствуют о высокой 
чувствительности печени к стрессу. 
Адаптационная или химическая защи-
та этого органа предупреждает стрес-
сорную атерогепную дислипопрогеиде-
мию, в которой повреждение печени 
играет решающую роль. 

Полученные результаты послужили 
предпосылкой для использования 

адаптации животных к гипоксии и 
ионола для защиты механизма окисле-
ния ХС в желчные кислоты, который 
оказывается нарушенным при стрессе 
и может играть важную роль в разви-
тии стрессориых атерогенных дислипо-
протеидемий. 

Кривые на рисунке отражают ре-
зультаты измерения скорости окисле-
ния 7 (п) — а[ 3 Н]-ХС по количеству 
образующейся в этой реакции 3 Н 2 0, вы-
деляемой животными с мочой. Как 
видно, у контрольных животных наи-
большее количество 3 Н 2 0 в моче, а зна-
чит и максимальная скорость окисле-
ния ХС в желчные кислоты, отмечается 
ко 2-м суткам после введения меченого 
3Н-ХС в организм. ЭБС, перенесенный 
животными непосредственно перед 
введением меченого субстрата, умень-
шает на 7з скорость гидроксилирова-
ния ХС в течение первых 1—2 сут. По-
казано, что применение перед стрессом 
адаптации к гипоксии или введение 
антиоксиданта иоиола предупреждает 
стрессорную депрессию окисления ХС 
в печени. Заштрихованная зона коли-
чественно характеризует величину 

% 

В л и я н и е а н т и о к с и д а н т а и о н о л а и а д а п т а ц и и к 
гипоксии на с к о р о с т ь о к и с л е н и я ХС в печени 
к р ы с при стрессе (в % от с о о т в е т с т в у ю щ е г о 

к о н т р о л я ) . 
По оси абсцисс — длительность наблюдений после 
завершения стрессориого воздействия (в сут), но оси 
ординат — специфическая активность ЛН20 в моче 
животных а: 1 — интактные животные, 2 — стресс; 
б: 1 — ионол, 2 — ионол -Ьстресс, в: 1 — адапта-

ция; 2 — адаптация+стресс. 
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стрессориого снижения скорости окис-
ления ХС в печени, ясно выраженную 
у незащищенных животных. Видно 
также, что эта депрессия становится 
несущественной в результате аптиокси-
дантной или химической защиты. 

Таким образом, выявленное стрес-
сорное повреждение печени сопровож-
дается нарушением активности систе-
мы цитохрома Р-450 и его важной 
функциональной изоформы — 7-а-ХС-
гидроксилазы, лимитирующая транс-
формацию ХС в желчные кислоты и 
элиминацию его из организма. Преду-
преждение этого нарушения предот-
вращает и развитие стрессорной ате-
рогенной дислипопротеидемии. Следо-
вательно, имеются реальные основа-
ния для того, чтобы считать стрессор-
иые повреждения печени и возникаю-
щее при этом угнетение активности 
7-а-ХС-гидроксилазы одним из важ-
ных механизмов атерогенной дислипо-
протеидемии, а следовательно и ате-
росклероза. Этот факт хорошо согласу-
ется с тем, что предварительная ин-
дукция 7-а-ХС-гидроксилазы фенобар-
биталом уменьшает гиперхолестери-
немию, вызванную экзогенным ХС 
[4, 9, 23]. Аналогичным образом, при-
рост цитохрома Р-450 и активация 
7-а-ХС-гидроксилазы, индуцирован-
ные полихлорированными дифенолами 
в сочетании с клофибратом, влекут за 
собой увеличение скорости метаболиз-
ма ХС в печени и снижение содержа-
ния ХС в крови [23]. 

Можно полагать, что адаптационная, 
или антиоксидантная защита печени 
при стрессе, а также направленная 
индукция биосинтеза 7-а-ХС-гидрокси-
лазы могут явиться одним из перспек-
тивных путей предупреждения атеро-
генных дислипопротеидемий различ-
ного происхождения и играть сущест-
венную роль в развитии новых методов 
профилактики атеросклероза. 
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PREVENTION OF STRESS-DEPENDENT IM-
PAIRMENTS OF LIVER TISSUE AND OF 
ATHEROGENOUS DISLIPOPROTEINEM 
BY PREADAPTATION TO HYPOXIA, SIIOR 
TERM STRESSORY EFFECTS AND ANTIO 
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Atherogenous dislipoproteinemia, involving a 
decrease in HDL cholesterol and 3-4-fold in-

108 



crease in the atherogeneity index was found to 
develop in rats after emotional-pain-dependent 
stress. Lipid peroxidation was activated in liver 
tissue of the animals, which was expressed as 
an increase in the MDA content, a decrease in 
SOD activity and as marked activation of 
fructose I-phosphate aldolase, an enzyme spe-
cific for liver tissue, in blood serum. The im-
pairment of liver tissue caused an inhibition 
of 7a-cholesterol hydroxylase — key enzyme of 
cholesterol hydroxylation into bile acids; the 
phenomenon may be of importance in develop-

ment of dislipoproteinemias. Preadaptation of 
the animals to moderate hypoxia as well as 
administration of an antioxidant ionol preven-
ted the activation of lipid peroxidation in liver 
tissue, liberation of fructose I-phosphate aldo-
lase into blood, depression of 7a-cholestrol 
hydroxylase and protected against the stress-
dependent atherogenous dislipoproteinemia. Pos-
sible chemical and adaptational protection of 
liver, which is a very stress-sensitive tissue, is 
discussed. 

УДК H16.S31-005.4-085.217.24]-036.8-07:616.831-008.921.8-074 

С. Ст. Лиходий, С. С. Лиходий, Л. А. Сибельдина, Н. А. Семенова 

ВЛИЯНИЕ ВЕРАП АМИЛА НА ДИНАМИКУ СНИЖЕНИЯ УРОВНЕЙ 
МАКРОЭРГИЧЕСКИХ ФОСФАТОВ МОЗГА ПРИ ИШЕМИИ 

ПО ДАННЫМ 31Р-ЯМР СПЕКТРОСКОПИИ IN VIVO 

Институт химической физики AIT СССР, Москва, Целиноградский медицинский 
институт 

Известно важное значение ионов 
Са2+ в регуляции внутриклеточного 
метаболизма и функциональной актив-
ности ЦНС [2]. Рядом исследований 
была предпринята попытка использо-
вать Са-антагонисты (верапамил, ни-
федипин, галлопамил и др.) для преду-
преждения Са-зависимых клеточных 
повреждений мозга при ишемии [11]. 
Установлено, что под влиянием Са-
блокаторов происходит стимуляция 
мозгового кровотока [11], в нейронах 
ингибируется захват внеклеточного 
Са [7], повышается уровень NAD+ [9], 
снижается число инфарктных зон моз-
га при локальной ишемии. Вместе 
с тем некоторые авторы i[6] не обна-
ружили положительного эффекта от 
применения Са-блокаторов, есть также 
сообщения [8] об их отрицательном 
влиянии па ионный гомеостаз и энер-
гетический статус клеток. 

В настоящей работе методом 
31 Р-ЯМР in vivo изучено влияние ве-
рапамила па динамику снижения уров-
ней фосфорсодержащих метаболитов 
в мозге крысы в период 30-минутной 
ишемии. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены на 36 белых бес-
породных крысах-самцах массой 150—200 г, 
разделенных на 3 группы. Животным 1-й 
группы (контроль) препарат не вводили, кры-
сам 2-й группы за 30—40 мин до моделирова-
ния ишемии внутрибрюшинно вводили верапа-
мил в дозе 5 мг/кг, животным 3-й группы 
верапамил (0,5 мг/кг, объем 0,05 мл) вводили 
в желудочки мозга. Полную ишемию у крыс 

моделировали остановкой дыхания и кровооб-
ращения двумя способами (две модели ише-
мии). При первом из них остановку дыхания 
и кровообращения вызывали путем электро-
фибрилляции сердечной мышцы переменным 
электрическим током напряжением 27 В (ток 
подавали на пару игольчатых электродов, за-
крепляемых под кожей грудной клетки в об-
ласти сердца); при втором — введением раст-
вора ацетилхолина (100 мг/кг) в бедренную 
вену по методике, описанной ранее [4]. 
Остановку дыхания и сердечной деятельности 
контролировали по исчезновению электриче-
ской активности сердца и дыхательных дви-
жений, регистрируемых с помощью электро-
кардиографа. Все манипуляции проводили на 
животных, находившихся под тиопенталовым 
наркозом (80—90 мг/кг внутрибрюшинно). 

Спектры 31 Р-ЯМР мозга крыс регистриро-
вали на спектрометре ЯМР Фурье АМ-400 
фирмы «Вгикег» (резонансная частота для 
ядер фосфора 162 МГЦ, В 0 = 9,4 Т) с исполь-
зованием датчика ЯМР с поверхностной ка-
тушкой специальной конфигурации [5]. 

Перед фиксацией крысы в датчике ЯМР у 
наркотизированного животного скальпировали 
участок головы (1X2 см). Тесный контакт 
этого участка с поверхностной катушкой дат-
чика осуществляли с помощью стереотаксиче-
ского устройства. Улучшения однородности 
магнитного поля В0 добивались оптимизацией 
токов шиммовых катушек при наблюдении 
сигнала протонов тканевой воды. 

Спектр 3 1Р-ЯМР получали после Фурье-
преобразования усредненных за 1,5—2 мин 
сигналов спада свободной индукции. Условия 
регистрации спектров описаны ранее. 

Эксперимент включал следующие этапы: 
после снятия первых 3—4 контрольных спект-
ров на электроды, закрепленные на грудной 
клетке крысы, подавали ток (или в бедрен-
ную вену вводили раствор ацетилхолина), 
после остановки дыхания и сердечной дея-
тельности регистрировали серии спектров 
3 1Р-ЯМР. 

Полученные спектры обрабатывали мате-
матически на ЭВМ с тем, чтобы устранить 
широкий сигнал от фосфолипидов мозга (ме-
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Рис. 1. Спектры 3 1Р-ЯМР мозга леченных ве-
рапамилом и контрольных крыс. 

а — контроль (до ишемии); через 6 мии ишемии; 
б — внутрибрюшинное введение верапамила, в — 
введение верапамила в желудочки мозга, г — без 
введения препарата. I — РСч; II, III, IV — АТФ 

(соответственно у- а - и Р-остатки); V— Р,. 

год convolution difference [5]), затем опреде-
ляли интегральные интенсивности линий в 
спектрах 3 ,Р-ЯМР. Данные обрабатывали ста-
тистически с помощью критерия Стыодента. 
Всего обработано более 900 спектров. 

Значение внутриклеточного рНг вычисляли 
по формуле [12]: 

5 р . з 29 
рН г = 6,77 -(- lg 5 ,68 — ' 

где 6Р;—химический сдвиг сигнала неорга-
нического фосфата относительно сигнала креа-
тинфосфата (РСг). 

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

Анализ спектров 31Р-ЯМР мозга 

крыс показал, что верапамил, введен-
ный до моделирования ишемии, не 
оказывал существенного влияния на 
значения внутриклеточного рН* и уро-
вень фосфорсодержащих метаболитов 
(за исключением креатинфосфата). 

Повышалось отношение РСг/иАТР 
(1,42±0,08 при внутрибрюшинном вве-
дении верапамила и 1,47±0,08 при вве-
дении в желудочки мозга против 
1,31 ± 0 , 0 2 — в контрольной группе) за 
счет статистически достоверного роста 
уровня РСг (в среднем на 1 3 ± 5 %) 
у леченных животных при неизмен-
ном уровне АТР. 

Аналогичное повышение уровня РСг 
было зарегистрировано методом ЯМР 
в перфузированном сердце при введе-
нии верапамила в среду перфузии. 

Выявленное изменение стационар-
ного уровня РСг в контроле у лечен-
ных верапамилом животных происхо-
дит, по-видимому, из-за смещения рав-
новесия креатинкиназной реакции 
P C r + A D P ^ C r + A T P в сторону обра-
зования РСг и ADP. Это смещение 
могло быть вызвано падением пула 
АДФ вследствие того, что при блоки-
рованных каналах на поддержание 
трансмембранного градиента Са^+ 
(СаАТФаза) расходуется меньшее ко-
личество АТФ. Стабильность же уров-
ня АТФ в интактной клетке хорошо ре-
гулируется, в частности, путем измене-
ния скорости дыхания митохондрий 
(акцепторный контроль дыхания) [3]. 

Во время ишемии обнаружено выра-
женное влияние верапамила на ско-
рость снижения уровней макроэрги-
ческих фосфатов мозга (рис. 1). Отме-
чены различия в темпах расходования 
макроэргических фосфатов и нараста-
ния уровня неорганического фосфата 
во время ишемии у леченных верапа-
милом и контрольных животных 
(рис. 2 и 3). 

Полученные результаты выявили 
как общие, так и некоторые особые 
черты влияния верапамила в зависи-

/00-ч 
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Рис. 2. Влияние предвари-
тельного лечения верапами-
лом (белые кружки) на ди-
намику уровней рАТФ (а) 
и РСг (б) в тканях мозга 
крыс при ишемии, вызван-
ной электрофибрилляцией 

мышцы сердца. 
По осям абсцисс — длитель-
ность ишемии (в мин); по осям 
ординат — уровни РСч и ft АТФ 
(в %). Звездочка — р<0,05 по 
сравнению с контролем (К, 

черные кружки)-
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Т а б л и ц а 1 

Влияние верапамила (5 мг/кг внутрибрюшинно) на показатели биоэнергетики и внутриклеточный 
ацидоз мозга крыс по данным :>1Р-ЯМР-спектроскопии in vivo в динамике ишемии, вызванной электро-

фибрилляцией мышцы сердца 

Условия опыта PCr/P f ЭАТР/Р. Рн г . 

Контроль: 
интактные крысы (и) 2 , 2 7 ± 0 , 0 3 1 ,68±0,06 7 ,12±0 ,02 
крысы, получавшие вера-
памил (в) 2 ,31±0 ,08 1,68±0,16 7 ,19±0 ,03 

Ишемия: 
2 мин 

и 1 ,25±0,12 1 ,03±0,10 6 ,94±0 ,50 
в 1 ,27±0,13 1 ,26±0,15 6 ,79±0.11 

4 мии 
и 0,41 ± 0 , 0 5 0 ,30±0 ,04 6 ,77±0 ,05 
в 0 ,70±0 ,09* 0,84 ± 0 , 1 5 * 6 ,74±0 ,06 

6 мин 
и 0 , 3 3 ± 0 , 0 3 0 , 2 5 ± 0 , 0 3 6 ,72±0 ,04 
в 0 ,73±0 ,10* 0 ,76±0 ,13* 6 ,67±0 ,04 

10 мии 
и 0 ,27±0 ,01 0 ,22±0 ,02 6 ,59±0 ,03 
в 0 ,50±0 ,08* 0 ,54±0 ,14* 6 ,61±0 ,05 

20 мии 
и 0 ,23±0 ,02 1,21 ± 0 , 0 3 6 ,60±0 ,04 
в 0 ,34±0 ,04* 0,33 ± 0 , 0 4 * 6,53 ± 0 , 0 2 

30 мин 
и 0 , 2 0 ± 0 , 0 3 0 ,23±0 ,02 6,56-ь0,06 
в 0 , 2 8 ± 0 , 0 3 0 , 2 9 ± 0 , 0 3 6,51 ± 0 . 0 2 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 звездочка — р < 0 , 0 5 по сравнению с интактными крысами. 

Т а б л и ц а 2 

Влияние верапамила (5 мг/кг внутрибрюшинно; 0,5 мг/кг в желудочки мозга) на показатели биоэнер-
гетики и внутриклеточный ацидоз мозга крыс но данным 31Р-ЯМР-спектроскопии in vivo в динамике 

ишемии после остановки сердца ацетилхолином 

Условия опыта РСг/Р. рАТР/Р. РН. 

Контроль: 
интактные крысы (и) 2 , 2 7 ± 0 , 0 3 1 ,68±0,06 7 ,12±0 ,02 
крысы, получавшие вера-
памил внутрибрюшинно 
(Bi) 2,31 ± 0 , 0 8 1,68±0,16 7 ,19±0 ,03 
крысы, получавшие вера-
памил в желудочки моз-
га (в2) 2,32 ± 0 , 0 6 1 ,64±0,06 7 ,16±0,01 

Ишемия: 
2 мин 

и 
Bl 
В2 

0 ,88±0 ,08 
1,56±0,11* 
1,64±0,02* 

0 ,77±0 ,09 
1 ,39±0,12* 
1,37±0,13* 

6 ,72±0 ,05 
7,11 ± 0 , 0 7 * 
6 ,88±0 ,20 

4 мин 
и 
Bl 
в2 

0 , 5 6 ± 0 , 0 3 
1,23±0,14* 
1,65±0,21* 

0 , 3 9 ± 0 , 0 3 
1 ,06±0,03* 
1,30 ± 0 , 2 6 * 

6 ,56±0 ,02 
6 ,87±0,14* 
6 ,82±0 ,02* 

6 мин 
и 
Bl 
В 2 

0 , 5 0 ± 0 , 0 3 
0 ,86±0 ,13* 
0,51 ± 0 , 0 6 

0 ,32±0 ,02 
0 ,92±0 ,25* 
0 ,37±0 ,07 

6 ,55±0 ,02 
6 ,74±0,14 
6 ,64±0 ,04 

10 мин 
и 
Bl 
в2 

0,444-0,07 
0 , 4 9 ± 0 , 0 3 
0 ,29±0 ,0 5 

0 ,34±0 ,10 
0 , 4 0 ± 0 , 0 5 
0 , 2 3 ± 0 , 0 6 

6 ,49±0,01 
6,46±0Д)2 
6,544=0,06 



Рис. 3. Влияние предвари-
тельного лечения верапами-
лом на динамику уровня 
Р г (а) и соотношения 
РСг/13 АТФ (б) в тканях 
мозга крыс при ишемии, вы-
званной электрофибри^ля-

цией мышцы сердца. 
Обозначения те же, что на 

рис. 2. 

мости от примененных моделей ише-
мии и путей введения препарата 
в организм. 

Так, если в группе крыс с ишемией 
после остановки сердечной деятель-
ности электрическим током положи-
тельный эффект верапамила был за-
метным и достоверным лишь через 
4—6 мии (табл. 1), то в группе с аце-
тилхолииовой моделью он был очеви-
ден с первых же минут ишемии 
(табл. 2). В последней группе вера-
памил снижал и степень внутриклеточ-
ного ацидоза в мозге. Здесь его эффект 
(ацетилхолиновая модель) становился 
малозаметным к 10-й минуте, в то вре-
мя как в группе с электрофибрилляци-
ей положительный эффект препарата 
на макроэргические фосфаты мозга 
сохранился вплоть до 20-й минуты 
ишемии, не оказывая, однако, влияния 
на динамику показателей рН* (см. 
табл. 2). Эти различия связаны с 
неодинаковой в двух моделях глуби-
ной и скоростью развития ишемиче-
ских явлений, определяемых прежде 
всего величинами остаточного крово-
тока, длительностью атонального пе-
риода, сцецифическим воздействием 
в первом случае электрического тока, 
во втором — ацетилхолина на метабо-
лизм органов и тканей. 

Наряду со специфическими особен-
ностями выявляются и общие законо-
мерности эффектов верапамила. Как 
в одной, так и в другой группе под-
опытных животных верапамил досто-
верно, особенно в первые 4—6 мии 
ишемии, сдерживал нарастание уровня 
неорганического фосфита в мозге (см. 
рис. 3). Медленней в обеих группах 
по сравнению с контролем падала в 
спектрах ЯМР интенсивность сигна-
лов рАТР и РСг (см. рис. 2). Интен-
сивность сигнала fiATP с начала и до 
15—20-й минуты ишемии в 2—3 раза 
выше у крыс, предварительно лечен-
ных верапамилом. Аналогичным, хотя 

и несколько менее выраженным (в 
1,5—2 раза), было снижение скорости 
падения при ишемии и уровня РСг. 
Поскольку распад РСг и АТР сдержи-
вался в неодинаковой степени (АТФ 
сохраняется лучше), существенно из-
менилась динамика соотношения РСг 
и АТР у леченых животных (см. 
рис. 3). Резкое снижение этого пока-
зателя ко 2-й минуте ишемии может 
быть вызвано быстрым расходованием 
РСг в креатинкиназиой реакции в ре-
зультате смещения ее равновесия в 
сторону образования АТФ. На этом 
этапе ишемии благодаря защите кле-
ток от поступления Са2+, снижения 
активности АТФ-азных реакций ком-
пенсаторные метаболические процессы 
(креатин- и аденилаткииазная реак-

ции, гликолиз) способны удовлетвори-
тельно поддерживать уровень АТФ. 
В связи с этим на 2-й минуте ишемии 
мы наблюдали небольшой по сравне-
нию с контролем дефицит АТФ, содер-
жание которого снижалось всего на 
5 ,0±2 ,0 % против 17,0=±=5,0 % у неле-
ченных животных (см. рис. 2). В даль-
нейшем показатель РСг/рАТР претер-
певает колебания в узких пределах, 
что отражает незначительные измене-
ния соотношения скоростей распада 
РСг и АТФ. 

Эффективность действия препарата 
зависела также от способа его введе-
ния подопытным животным. При со-
хранении общих закономерностей 
влияние верапамила, введенного в же-
лудочки мозга, было более кратковре-
менным. Согласно данным табл. 2, по-
ложительный эффект верапамила 
наблюдался лишь в первые 4—6 мии 
ишемии. Эту особенность можно объяс-
нить преимущественным влиянием 
препарата на нервную ткань, в то вре-
мя как при внутрибрюшинном введе-
нии препарат оказывал воздействие и 
на сердечно-сосудистую систему; из-
вестно, что Са-блокаторы являются 
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мощными вазодилататорами, а также 
улучшают энергетический метаболизм 
миокарда при ишемии [1]. Зареги-
стрированное различие эффектов при 
двух способах введения могло быть 
связано также с разными по эффектив-
ности дозами препарата, непосредст-
венно воздействующими на ткань го-
ловного мозга. Тот факт, что незави-
симо от способов введения препарата 
(связанных и не связанных с преодо-
лением гематоэицефалического барье-
ра) в эксперименте наблюдается об-
щая тенденция к сохранению уровней 
макроэргов, свидетельствует о способ-
ности верапамила проникать в ткань 
мозга через гематоэнцефалический 
барьер. 

Таким образом, применение блока-
тора ионов Са2+ верапамила замедля-
ет темпы снижения содержания макро-
эргических фосфатов в ишемической 
ткани мозга. В зависимости от путей 
введения в организм и моделей ишемии 
интенсивность и продолжительность 
положительного действия препарата на 
биоэнергетику ЦНС неодинаковы. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Боголюбов В. М., Лыскова М. Е. / / Кар-
диология. — 1972. — № 8. — С. 124—126. 

2. Костюк П. Г. / / Успехи физиол. наук. — 
1984. — Т. 15. — С . 7—22. 

3. Ленинджер А. Митохондрия: Пер. с англ.— 
М., 1966. 

4. Лиходий Ст. С., Лебедев А. С., Утеше-
ва О. М., Корпачев В. Г. / / Клиника, пато-
генез и лечение неотложных состояний. — 
Новосибирск, 1982.— С. 6—7. 

5. Cambell J. D., Dobson С. M., Williams 

R. J. P., Xavier A. V.//J. Magn. Reson — 
1973.— Vol. 54.— P. 172. 

6. Goton 0., Mohamed. A. A., McCulloch J. 
el a l . / / J . Cerebr. Blood Flow Metab. — 
1986.— Vol. 6, N 3. P. 321—331. 

7. Hagberg H., Lehman A., Hamberg A. // 
Ibid. — 1984. —Vol . 4, N 1. — P . 297—300. 

8. Harris R. /., Branston N. M., Symon L. 
et a l . / / S t r o k e . — 1982.— Vol. 13, N 6.— 
P. 759—766. 

9. Hefflez D. S., Passonean J. V. / / J. Cerebr. 
Blood Flow Metab. — 1985. — Vol. 5, 
N 4. — P. 523—528. 

10. Kovach A. G. В., Dora £ . / / Oxygen Trans-
port to Tissue. 5: — New York.— 1984. — 
p 3 | 5 325 

11. Mild L. N., Mild J. H., Michenferder J.// 
J. Cerebr. Blood Flow Metab. — 1984. — 
Vol. 4, N 1. — P . 297—300. 

12. Petroff О. A. C., Prichard S. W., Behar 
R. L. et a l . / / N e u r o l o g y (Minneap.). — 
1985. —Vol. 35.— P. 781—788. 

Поступила 29.09.87 

EFFECTS OF VERAPAMIL ON DYNAMICS 
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Protective effects of verapamil on dynamics 
of phosphorus-containing metabolites were stu-
died during 30 min complete ischemia by means 
of 3 I P NMR. Verapamil appears to decrease 
the ATP and creatine phosphate pools consump-
tion in ischemic brain tissue. The efficiency of 
the drug depended on the administration proce-
dure and was not similar in two different mo-
dels of ischemia. Possible mechanisms of the 
verapamil effect on bioenergetics of nervous tis-
sue are discussed. 

У Д К 6 16.36-006-008.939.6-02:[615.357.441:577.175.444 

А. Т. Адылова, Б. А. Атаханова 

СТИМУЛЯЦИЯ ТРИЙОДТИРОНИНОМ СИНТЕЗА ДНК, 
ТОТАЛЬНЫХ БЕЛКОВ, БЕЛКОВ ЯДРА И ЯДЕРНОГО 

МАТРИКСА В КУЛЬТИВИРУЕМЫХ КЛЕТКАХ ГЕМАТОМЫ 
МОРРИСА 7777 

Лаборатория молекулярной биологии Института биохимии АН Узбекской ССР, 
Ташкент 

В литературе приводятся многочис-
ленные доказательства участия тире-
оидных гормонов в росте, развитии и 
метаболизме клеток [11, 13, 19]. Пока-
зано [15], что рост трансплантирован-
ной гепатомы Морриса 7777 также за-
висит от тиреоидного статуса организ-
ма. Однако в условиях in vivo, в кото-

рых были проведены эти исследования, 
не исключается вклад других гумо-
ральных факторов, в связи с чем нам 
представлялось необходимым прове-
дение подобных исследований in vitro. 

Нами было исследовано действие 
физиологических концентраций трийод-
тироиииа (Т3) на синтез Д Н К тоталь-
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Рис1 Рис 2 РисЗ 

Рис. 1. Влияние Т3 на рост клеток гепатомы Морриса 7777. 
Клетки в количестве (50—70) • 103 были внесены во флаконы диаметром 60 мм с 8 мл минималь-
ной среды Игла + 10% сыворотки теленка. Через 24 ч культивирования материал был разделен на 
3 части. В одной из них культуральную среду заменяли на свежую с нормальной сывороткой 
(У — норма), в другой — ha гипотиреоидную среду (2 — контроль), в третьей — на гипотиреоидную 
среду + Г3 (3 — опыт). По осп ординат — содержание ДИК (в мкг на флакон); по оси абсцисс— 

время культивирования (в днях). 

Рис. 2. Влияние Тз на включение 14С-аминокислот в тотальные белки клеток гепатомы 
Морриса 7777. 

/ — клетки культивированы в гииотиреоидиой среде (контроль); 2— в гипотиреоидной среде + 
Т3 (опыт). Время инкубации с мС-аминокислотами 2 ч. Условия культивирования те же, что ука-
заны в подписи к рис. I. По оси ординат — включение нС-аминокислот (в имп/мин/100 мкг бел-

ка • Ю-3); по оси абсцисс — время культивирования (в днях). 

Рис. 3. Гидролиз Д Н К в ядрах клеток гепатомы Морриса 7777, обработанных 
ДНКазой I. 

Светлые квадратики — ядра выделены из клеток, культивированных в течение 3 дней в гипоти-
реоидной среде (контроль); темные квадратики — ядра выделены из клеток, культивированных в 
течение 3 дней в гииотиреоидиой среде + Т3 (опыт). По оси ординат — кислоторастворимая ДНК 

(в %); по оси абсцисс — время гидролиза (в мин). 

пых белков, белков ядра и ядерного 
матрикса клеток гепатомы Морри-
са 7777 и изучена чувствительность к 
ДНКазе I хроматина ядер этих клеток. 

М е т о д и к а 

Клетки гепатомы Морриса 7777 культиви-
ровали на среде Игла, содержащей 10 % те-
лячьей эмбриональной сыворотки (НИИЭМ 
им. Н. Ф. Гамалеи, Москва) с добавлением 
глутамина и антибиотика гентамицина (40 мг 
на 0,5 л среды). Через 24 ч после пассирова-
ния культуральную среду во флаконах заме-
няли на свежую, а в экспериментальных груп-
пах клеток — на среду, содержащую 10 % те-
лячьей сыворотки, истощенной тиреоидными 
гормонами (гипотиреоидная среда). Истоще-
ние эмбриональной сыворотки тироксином (Т4) 
и Т3 проводили путем обработки сыворотки 
анионообменииком Дауэкс 1X8 (200— 
400 меш) [10]. Экспериментальные клетки бы-
ли разделены на 2 группы, одну из которых 
культивировали в гипотиреоидной среде 
(контроль), другую — в той же среде с до-
бавлением экзогенного Т3 в конечной концент-
рации 5 -Ю" 9 моль на 1 мл среды (опыт). 
Инкубацию клеток со смесыо 14С-аминокислот 
(удельная активность 1,295 МБк/мг-атом С, 
Прага) проводили в течение 2 ч (конечная 
концентрация 14С-аминокислот 0,07 МБк на 
1 мл среды). Клетки снимали с культуральных 
флаконов трипсином или механически, промы-
вали дважды охлажденным раствором 
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Хенкса, суспендировали в минимальном объе-
ме этого раствора, отбирали аликвоты для 
определения ДНК, белка и для подсчета 
ТХУ-иерастворимой радиоактивности, ' ^ - р а -
диоактивность измеряли на жидкостном един* 
тилляционном счетчике (Rackbcta, LKB). 

В экспериментах по выделению ядер и 
анализу включения аминокислот в белки ядра 
и ядерного матрикса клетки гепатомы инку-
бировали на холоду с гипотоническим буфе-
ром, содержащим 0,01 М NaCl, 0,0015 М 
MgCl2, 0,1 М трис-HCl, рН 7,4 с последую-
щей гомогенизацией и выделением ядер. Все 
этапы выделения и очистки ядер и ядерного 
матрикса проводили по методу [4]. Обработку 
ядер ДНКазой I («Serva», 2-103 ед. актив-
ности на 1 мг) проводили в течение 10 мин 
при 30 °С при концентрации фермента 5 мкг 
на 100 мкг ядерной Д Н К в среде, содержа-
щей 0,25 М сахарозы, 3 мМ MgCl2, 0,5 мМ 
СаС12, 30 мМ NaCl, 0,4 мМ ФМСФ, 10 мМ, 
трис-HCl, рН 8,3. Реакцию останавливали 
добавлением 10 мМ ЭДТА, после чего пробы 
переносили в ледяную баню и добавляли 
0,8 н. НСЮ4. Для определения активности 
эндогенных нуклеаз ядра инкубировали при 
тех же условиях, но без добавления 
ДНКазы I. Концентрацию Д Н К в пробах 
определяли по методу [3], белка — по ме-
тоду [12]. 

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

В наших экспериментах телячья 
эмбриональная сыворотка была обед-



нема йодтиропииами с помощью обра-
ботки анионообмеппиком, что позво-
ляет уменьшить содержание тиреоид-
ных гормонов в сыворотке в 60—70 раз 
[10]. В условиях культивирования 
клеток в коммерческой среде без пред-
варительного обеднения сыворотки 
тиреоидными гормонами действие по-
следних на клетку не выявлено [14] 
или наблюдается только при высоких 
(на 2—3 порядка превышающих фи-
зиологические) их концентрациях 
[5] . 

На рис. 1 представлен рост клеток 
гепатомы Морриса 7777, культивируе-
мых в среде с нормальной коммерче-
ской сывороткой (кривая 1). Добавле-
ние к таким клеткам физиологических 
концентраций Т3 пе давало эффекта 
(па рисунке пе показано). Перенос 
клеток в гипотиреоидную среду 
(контроль) приводит к задержке 
роста, выявляющейся через 2 сут 
(рис. 1, кривая 2). При добавлении 
к контрольной группе клеток физиоло-
гических концентраций Т3 (опыт) в те-
чение первых 48 ч существенных раз-
личий в скорости роста клеток по срав-
нению с контролем не отмечено (рис. 1, 
кривая 3), однако затем идет быстрый 
экспоненциальный рост, темп которого 
приближается к темпу роста, харак-
терному для клеток, культивируемых 
в нормальной среде. Эти данные свиде-
тельствуют о том, что в отсутствие 
гормонов щитовидной железы увеличи-
вается время генерации клеток, а Тз 
ускоряет рост клеток до исходного 
уровня. 

В литературе описано аналогичное 
действие тиреоидных гормонов при 
введении их в среду культивирования 
других опухолевых клеток. Показано 
[8], что при введении Т3 в среду куль-
тивирования время дупликации клеток 
уменьшалось почти в 3,5 раза. Сокра-
щение времени дупликации клеток 
гормонов происходит либо за счет 
уменьшения длительности стадии Gi 
[8], либо всех стадий клеточного 
цикла [9]. 

Анализ действия тиреоидных гормо-
нов на белковый синтез в клетках 
гепатомы Морриса 7777 показывает, 
что через 24 ч после замены нормаль-
ной среды на гипотиреоидную интен-
сивность синтеза тотальных белков на-
чинает уменьшаться и остается низкой 
во все последующие сроки культивиро-
вания клеток (рис. 2, кривая 1). При 

Включение 14С-аминокислот (и имп/мин/100 мкг) 
в белки культивируемых клеток гепатомы Мор-

риса 7777 

Объект 
исследопаиия Контроль Введение Т8 

Клетки 44 121 ± 5 013 44 8 5 7 ± 4 577 
Ядра 48 571 ± 4 801 52 4 3 8 ± 4 641 
Ядерный 
матрикс 61 6 8 6 ± 5 318 78 434 ± 6 849 

П р и м е ч а н и я . Условия культивиро-
вания см. в подписи к рис. 1. Включение 14С-ами-
нокислот определяли после 2-часовой экспози-
ции клеток с гормоном. Приведены средние дан-
ные 6—8 определений. 

введении Т3 (рис. 2, кривая 2) сущест-
венных различий в скорости биосинте-
за белков в контрольном и опытном 
вариантах вплоть до 12 ч нет, однако к 
48 и 72 ч включение 14С-аминокислот 
в опытной группе клеток становится 
выше контрольного уровня (соответ-
ственно на 61 и 70 %). 

Для биологического эффекта тире-
оидных гормонов характерно наличие 
латентного периода [17]. В наших ис-
следованиях по действию Т3 на проли-
ферацию и биосинтез тотальных бел-
ков также выявлено существование 
определенной лаг-фазы (от 12 до 48 ч) 
как при замене нормальной среды на 
гипотиреоидную, так и при введении 
Т3 в клетки, культивируемые в гипо-
тиреоидной среде. В то же время уже 
через 2 ч после экспозиции клеток 
с гормоном удельная радиоактивность 
белков ядра и ядерного матрикса воз-
росла по сравнению с контролем соот-
ветственно на 8 и 21 % (см. таблицу). 
В исследованиях последних лет пока-
зано, что ядерный матрикс является 
метаболически активной структурой, 
находящейся под влиянием регулятор-
пых систем организма, в том числе гор-
монов [7]. Более того, данные литера-
туры [18], а также результаты наших 
исследований [1, 2] свидетельствуют 
о том, что в ядерном матриксе имеются 
участки с большим сродством к Т3. 
Поэтому не исключено, что стимуля-
ция биосинтеза белков ядерного 
матрикса Т3 вслед за связыванием 
гормона с акцепторными сайтами в нем 
является одним из наиболее ранних 
эффектов, предшествующих действию 
тиреоидных гормонов на пролифера-
цию и клеточный метаболизм. 

В условиях повышенного белкового 
синтеза при действии гормонов можно 
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было ожидать и определенных сдвигов 
в структуре хроматина, тем более что 
меченый Т3 обнаруживается в менее 
компактизованных и более чувстви-
тельных к эндонуклеазному расщепле-
нию участках хроматина. В то же вре-
мя повышенная чувствительность к 
эндонуклеазам является одним из кри-
териев наибольшей активности данно-
го участка хроматина [16] . Та-
ким образом, различная доступность 
транскрибируемых последовательно-
стей Д Н К в хроматине к действию 
Д Н К а з ы I или микрококковой нуклеа-
зы при различном гормональном ста-
тусе может свидетельствовать о раз-
личной степени компактизации хрома-
тина или об изменениях структуры 
нуклеосом при введении гормона. Од-
нако, как показывают наши данные 
(рис. 3) , заметных различий в чувст-
вительности к Д Н К а з е I хроматина из 
контрольных и опытных клеток мы 
не обнаружили, хотя сравнение прово-
дили при том временном интервале 
(3-й сутки экспозиции клеток с гор-
моном), при котором отмечалось мак-
симальное действие гормона как на 
тотальный белковый синтез в клетках, 
так и на их деление. 

Возможно несколько интерпретаций 
этих результатов: 1) тиреоидные гор-
моны вызывают ограниченные моди-
фикации в структуре генома, не выяв-
ляемые данным методом; 2) тиреоид-
ные гормоны влияют не на биосинтез, 
а на скорость созревания РНК, вклю-
чая их сплайсинг и транспорт из ядра 
в цитоплазму; 3) можно предположить, 
что по аналогии со стероидами [6] 
активизируемые тиреоидиыми гормо-
нами участки хроматина обладают 
исходной, чувствительной к Д Н К а з е I, 
потенциально активной копформаци-
ей независимо от того, функционирует 
ли данный геи или нет. 

Итак, мы установили, что в клетках 
гепатомы Морриса 7777 в отсутствие 
тиреоидных гормонов интенсивность 
синтеза Д Н К и биосинтеза белков 
уменьшается. При действии физиоло-
гических концентраций Т3 после лаг-
фазы (12—48 ч) синтез Д Н К и тоталь-
ных белков усиливается, а синтез бел-
ков ядра и ядерного матрикса возра-
стает уже после 2-часовой экспозиции 
клеток с гормоном. Эти данные свиде-
тельствуют о том, что стимуляция 
биосинтеза белков ядра и ядерного 
матрикса опережает действие гормона 
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на пролиферацию и клеточный метабо-
лизм. Изменений в чувствительности 
хроматина к Д Н К а з е I нами не было 
выявлено. Чувствительность культиви-
руемых клеток гепатомы Морриса 7777 
к тиреоидным гормонам служит осно-
ванием для дальнейшего использова-
ния таких клеток в качестве модели 
при исследовании молекулярных меха-
низмов действия тиреоидных гормонов. 
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STIMULATING EFFECT OF TRIIODOTHYRO-
NINE ON SYNTHESIS OF DNA, TOTAL PRO-
TEINS, NUCLEAR AND NUCLEAR MATRIX 
PROTEINS IN CULTIVATED CELLS OF 

MORRIS HEPATOMA 7777 

A. T. Adylova, 8. A. Atalihanova 

Institute of Biochemistry, Academy of Sciences 
of the Uzbek SSR, Tashkent 

Intensity of DNA and protein biosynthesis 
was decreased in Morris hepatoma 7777 culti-

vated cells in absense of thyroid hormones. 
Physiological concentrations of triiodothyronine 
increased synthesis of DNA and total proteins 
after lag phase within 12-48 hrs, while synthe 
sis of nuclear and nuclear matrix proteins was 
stimulated already within 2 hrs. This suggests 
that stimulation of nuclear proteins biosynthesis 
occurred prior to the hormone effect on proli-
feration and cell metabolism. Alterations in 
sensitivity of chromatin to DNAase I were not 
observed. Response of the Morris hepatoma 
cells to thyroid hormones may be used in stu-
dies of molecular mechanisms of thyroid hor-
mones action. 

У Д К (>16.74-008.939.6-091.818-074 

С. Б. Лисаковский, Т. Б. Володина, В. Л. Козельцев 

ИЗУЧЕНИЕ ИЗМЕНЕНИЯ БЕЛКОВ СКЕЛЕТНОЙ МЫШЦЫ 
ЧЕЛОВЕКА В ПРОЦЕССЕ АУТОЛИЗА МЕТОДОМ 

ДВУХМЕРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА 

Научно-исследовательская лаборатория биологических структур Минздрава СССР, 
Москва 

Изучению процессов, происходящих 
в мышечной ткани после наступления 
смерти организма, посвящены много-
численные работы, опубликованные на 
протяжении ряда лет. На микроскопи-
ческом уровне описаны следующие из-
менения в сократительном аппарате 
мышечной ткани в посмертном перио-
де: укорочение миофибрилл, приводя-
щее к трупному окоченению [5, 15, 27], 
фрагментация миофибрилл на участки 
по 1—4 саркомера при его разрешении 
[6, 11, 20], деградация Z-лииии [6, 7, 
13, 27] и наступающая после нее дегра-
дация М-линии саркомера [13]. 

Проведенные к настоящему времени 
биохимические исследования по выяв-
лению изменений индивидуальных мы-
шечных белков выполнены в основном 
на мышечной ткани различных живот-
ных, а полученные отдельными автора-
ми результаты весьма противоречивы 
42, 21—23, 25, 29, 30]. Так, в работе 
21] указывается, что посмертные из-

менения приводят к специфической и 
лимитированной деградации миофиб-
риллярных белков, которая сопровож-
дается исчезновением тропонина Т и 
появлением группы полипептидов с 
мол. массой около 30 кД без заметной 
деградации актина и миозина. В то же 
время имеются сведения о деструкции 
тяжелых цепей миозина уже в 1-е сут-
ки посмертного периода [2]. 

Следует также отметить, что подав-
ляющее большинство выполненных ра-
бот проведено с использованием мето-

да одномерного электрофореза в при-
сутствии додецилсульфата натрия 
(ДДСН) , разрешающая способность 
которого значительно ниже двухмерно-
го электрофореза по методу О'Фаррел-
ла. 

Задачей настоящего исследования 
явилось изучение изменения белков мы-
шечной ткани методом двухмерного 
электрофореза в различные сроки по-
смертного периода. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования служила четырех-
главая мышца бедра мужчин 4-й возрастной 
группы со сроком посмертного периода не бо-
лее 15 ч. Образцы ткани для предотвраще-
ния процессов гниения заворачивали в фильт-
ровальную бумагу, смоченную 0,02 % раство-
ром азида натрия, и хранили при комнатной 
температуре (22 °С) во влажной атмосфере. 
Через соответствующие сроки хранения (1, 4, 
б и 11 сут) мышцу помещали в бюксы и за-
мораживали при —20 °С до проведения элек-
трофорегического анализа белков. В отдель-
ных экспериментах использовали биопсийный 
материал прямой мышцы живота человека. 

В работе применяли амфолины рН 5,0—7,0 
и 3,5—10,0 (LKB, Швеция), DDCH, тритон 
Х-100, 2-меркаптоэтанол, агарозу («Serva», 
ФРГ), акриламид, метилеибисакриламид, пер-
сульфат аммония, ТЕМЕД («Reanal», ВНР) , 
мочевину марки ос. ч. (отечественного произ-
водства). 

В качестве белков-маркеров для определе-
ния молекулярной массы использовали миозин 
(тяжелая цепь) кролика, (З-галактозидазу, 
фосфорилазу В, бычий сывороточный альбу-
мин, яичный альбумин, глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеиазу, карбоангидразу, трипсино-
ген, ингибитор трипсина, р-лактоглобулин, 
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Рис. 1. Фракционирование белков мышечной ткани методами одно- и двухмерного 
электрофореза в полиакриламидном геле с линейным градиентом концентрации 

( 9 - 2 5 %). 
ТЦ — тяжелая цепь миозина (200 кД); С — С-белок (150 кД); АН — актинии (100 кД); Л — аль-
бумин (68 кД); АК — актин (42,6 кД); ТМ — тропомиозин (36 кД); ЛЦ1, ЛЦ2, ЛЦЗ — легкие 

цепи миозина (соответственно 26, 20 и 15,8 кД). 

а-лактальбумин («Sigma», США), цитохром с 
(«Serva »). 

Образцы скелетной мышцы для фракцио-
нирования с помощью одномерного электро-
фореза измельчали ножницами и гомогенизи-
ровали в стеклянном гомогенизаторе с при-
тертым пестиком в 50 объемах лизис-буфера 2 
следующего состава: 0,125 М трис-ITCI 
(рН 6,8), 2 % DDCH, 5 % 2-меркаптоэтанол, 
10 % глицерин. Полученный лизат фильтрова-
ли через 2 слоя марли и на каждую дорож-
ку гелевой пластины наносили 20 мкл раст-
вора. 

Одномерный электрофорез проводили по 
методу Лэммли [14] в пластинах геля 
(160X160X1 мм), приготовленных с линей-
ным градиентом концентрации акриламида 
9—25 %. После окончания электрофореза гели 
окрашивали 0,1 % кумасси R-250 в смеси 
10 % уксусной кислоты и 20 % этанола. 

Для идентификации получаемых фракций 
и оценки их молекулярных масс в качестве 
маркерных белков использовали суммарный 
лизат мышцы сердца крысы по методу [3]. 
Д л я приготовления лизата животное забивали 
декапитацией, быстро извлекали сердце, про-
мокали кровь, взвешивали, измельчали нож-
ницами и суспендировали в релаксирующих 
буферах 1 и 2 по методу [31]. Обработанную 
ткань тщательно гомогенизировали в лизис-

буфере 2 на механическом гомогенизаторе до 
конечной концентрации гомогената 2 %, исхо-
дя из первоначальной массы сердца. Получен-
ный раствор белка прогревали 5 мин при 
100°С и хранили в замороженном состоянии. 

Двухмерный электрофорез проводили по 
методу О'Фаррела [18]. 

Гомогенизацию образцов мышечной ткани 
для изоэлектрического фокусирования прово-
дили в 10 объемах лизис-буфера 1 следую-
щего состава: 2 % тритон Х-100, 9,5 М мо-
чевина, 2 % амфолины (смесь рН 5,0—7,0 
и 3,5—10,0 в соотношении 4 : 1 ) , 5 % 2-мер-
каптоэтанол. Для разделения белков в пер-
вом направлении (изоэлектрофокусирование) 
применяли 4 % акриламидиый гель, содержа-
щий 2 % амфолииов (смесь амфолинов рН 
5,0—7,0 и 3,5—10,5 в соотношении 4 : 1 ) , 2 % 
тритон Х-100, 9 М мочевину. Образцы нано-
сили с катодного конца геля. Электрический 
режим фракционирования: преэлектрофорез 
1 ч при 200 В, далее — 17 ч при 500 В. 

Д л я оценки получаемого при изоэлектро-
фокусировании градиента рН были использо-
ваны коммерческие белки-маркеры с извест-
ными изоэлектрическими точками («Sigma»). 
После окончания изоэлектрофокусирования ге-
ли окрашивали по методу [24], сканировали 
на спектрофотометре («Chromoscan», Англия) 
и опредеделяли профиль градиента рН. 
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После окончания фракционирования гели 
первого направления выдерживали в лизис-
буфере 2 в течение 20 мин при комнатной 
температуре и использовали для фракциони-
рования белков во втором направлении, ко-
торое проводили по методу Лэммли. На рас-
стоянии 1 см от края пластины в качестве 
маркеров по молекулярной массе наносили 
лизат сердца крысы. 

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

Правильность оценки молекулярной 
массы (М,) является одним из необ-
ходимых условий исследования изме-
нения белков мышечной ткани при ау-
толизе. В этой связи надежность полу-
ченных данных во многом зависит от 
качества линейного градиента концент-
рации акриламидного геля, создавае-
мого по всей площади пластины. 

На рис. 1 представлена гелевая пла-
стина с результатом фракционирования 
белков лизата сердца крысы методом 
одномерного электрофореза. Такой пре-
парат дает стандартный набор белко-
вых полос с мол. массами от 220 до 
15 кД, а также позволяет оценить каче-
ство приготовленной пластины. Основ-
ные белковые фракции лизата сердца 
идентифицированы, в литературе при-
водятся сведения об их молекулярных 
массах [3]. 

На этой же гелевой пластине выпол-
нено фракционирование во втором на-
правлении биопсийного образца пря-
мой мышцы живота человека. Окра-
шенные белковые пятна соответствуют 
основным миофибриллярным белкам и 
хорошо совпадают по значениям Мг с 
соответствующими белками лизата сер-
дечной мышцы. Таким образом, фрак-
ционирование во втором направлении 
различных белковых препаратов после 
изоэлектрофокусироваиия совместно с 
препаратом лизата сердца крысы по-
зволяет достаточно точно определить 
величину Мг получаемых белковых пя-
тен. 

В наших экспериментах определение 
Мг основных белковых фракций лизата 
сердца крысы было проведено также 
с использованием индивидуальных бел-
ков-маркеров с известной величиной 
Мг (рис. 2). Значения Мг основных мы-
шечных белков, полученные в экспери-
ментах, совпадают с аналогичными 
данными других авторов [3, 8]. На ос-
новании полученных результатов были 
определены следующие величины Мг 
для основных белков мышцы человека: 
тяжелая цепь миозина — 200 кД, С-бе-

ш т т 

I I т 

Рис. 2. Фракционирование белков сердечной 
мышцы крысы методом одномерного электро-

фореза. 
1, HI — белки-маркеры: а — тяжелая цепь миози-
на (205 кД), в — 0-галактозидаза (116 кД), в — 
фосфорилаза В (97,4 кД), г — бычий сывороточный 
альбумин (66 кД), д — яичный альбумин (45 кД), 
е — глицеральдегид-З-фосфатдегидрогеназа (36 кД), 
ж — карбоангидраза (29 кД), э — трипсиноген 
(24 кД), и — соевый ингибитор трипсина (20,1 кД), 
к — р-лактоглобулин (18,4 кД), л — оь-лактальбу-
мин (И,2 кД), м — цитохром с (12,3 кД); 11 — пре-
парат лизата сердечной мышцы крысы (арабскими 

цифрами обозначены номера фракций). 

лок — 150 кД, а-актинин—100 кД, 
альбумин — 68 кД, актин — 42,6 кД, 
тропомиозин — 36 кД, легкие цепи мио-
зина 1—24,5 кД, 2—18 кД, 3—15 кД, 
тропонин С — 18 кД, что соответствует 
данным литературы [4, 10]. 

В следующей серии экспериментов 
изучали изменение белков скелетной 
мышцы человека при аутолизе мето-
дом одномерного электрофореза в по-
лиакриламидном геле. Результаты этих 
исследований представлены на рис. 3. 
Как видно из приведенных данных, ос-
новные белковые фракции скелетной 
мышцы человека обладают высокой ус-
тойчивостью при храпении изолирован-
ных образцов даже в течение 11 сут. 
Однако, начиная с 6-х суток хранения, 
отмечается появление дополнительной 
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Рис. 3. Одномерный электрофорез белков скелетной мышцы человека в полиакрила-
мидном геле с градиентом концентрации (9—25%). 

I, 4, 7, 9 — белки лизата сердечной мышцы крысы (маркеры). Препараты белков скелетной мыш-
цы человека со следующими сроками автолиза: 2 — менее 15 ч; 3—1 сут; 5 — 4 сут; 6 — 6 сут; 

8 — 11 сут. 

белковой фракции с мол. массой около 
140 кД (на рис. 3 указано стрелками). 
В эти же сроки исчезают две белковые 
фракции с мол. массами около 500 и 
1000 кД, располагающиеся на геле вы-
ше тяжелой цепи миозина. Можно 
предположить, что данные высокомоле-
кулярные белки относятся к так назы-
ваемым промежуточным структурным 
миофиламентам, обнаруженным недав-
но в скелетной мышце. Возможно, что 
эти белки — титин (1000 кД) и иебу-
лин (500 кД) объединяют саркомеры 
мышечной ткани в одно целое, являясь 
своеобразным цитоскелетом [28]. 

О влиянии процесса аутолиза на бел-
ки скелетной мышцы человека мы су-
дили также по результатам двухмер-
ного электрофореза. В этой серии экс-
периментов предварительно проводили 
оценку параметров градиента рН, со-
здаваемого в геле первого направления 
при изоэлектрическом фокусировании. 

На рис. 4 видно, что белки-маркеры 
распределяются по всей длине геля 
первого направления, причем характер 
их распределения соответствует калиб-
ровочной кривой, предоставляемой 
фирмой-изготовителем. В диапазоне 
рН 5,0—8,0 градиент несколько растя-
нут за счет добавления к амфолинам 

широкого диапазона амфолинов 
рН 5,0—7,0, что способствует лучшему 
фракционированию белков в данной 
области. На щелочном конце геля про-
исходит менее четкое деление белков-
маркеров. По-видимому, в щелочной об-
ласти наблюдается разрушение гради-
ента рН, характерное для метода 
О'Фаррелла [19], что приводит к кон-
центрации белков с изоэлектрическими 
точками более 8,5 у щелочного конца 
геля. 

Таким образом, двухмерный электро-
форез по методу О'Фаррелла позволя-
ет фракционировать изучаемые белко-
вые смеси по двум параметрам — от-
носительной изоэлектрической подвиж-
ности в первом направлении и величи-
не Мг во втором. 

При фракционировании лизата ске-
летной мышцы человека на пластине 
удается идентифицировать более 
100 окрашенных кумасси R-250 белко-
вых пятен (рис. 5, см. вклейку). Сбоку 
на пластине в качестве маркеров по 
М,- нанесен лизат сердца крысы, при-
готовленный для одномерного электро-
фореза. Следует отметить, что нам не 
удалось обнаружить отличий в белко-
вом составе при электрофорезе между 
биопсийным материалом и тканью от 
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Рис. 4. Изоэлектрофокусирование в полиакри-
ламидном геле белков-маркеров е известными 
изоэлектрическими точками (денситограмма 
геля первого направления при 570 нм и калиб-

ровочный график). 
По оси абсцисс — расстояние от катода (D СМ), ПО 

оси ординат — рН. 

тел с посмертным периодом менее 
15 ч. В дальнейшем такой материал ус-
ловно принимали за норму и сроки 
экспериментального аутолиза отсчиты-
вали от времени его получения. 

Сравнение полученных электрофоре-
грамм с электрофореграммами скелет-
ных мышц, приведенными в опублико-
ванных ранее работах [9, 10, 17], по-
зволяет определить положение некото-
рых мышечных белков: актина, тропо-
миозина, легких цепей миозина 1, 2, 3, 
тропонина С и др. Тяжелая цепь мио-
зина определяется только в верхнем 
правом углу гелевой пластины на стар-
товой зоне геля первого направления, 
что, по-видимому, связано с трудностя-
ми изоэлектрофокусирования высоко-
молекулярных белков [10]. При иден-
тификации следует принимать во вни-
мание не только положение белковых 
пятен при изоэлектрофокусировании и 
их Mr, но и взаиморасположение бел-
ков и форму самих пятен [1, 17]. 

Все указанные фракции сохранялись 
на электрофореграммах мышечной тка-
ни со сроками аутолиза 1 и 4 сут, при 
этом не изменялись также форма и вза-
имное расположение пятен. Однако к 
4-м суткам становится заметным, а к 
6-м суткам отчетливо видимым 
(рис. 6, а, см. вклейку) тройное пятно 
с мол. массой 140—150 кД, располо-
женное над актиновой фракцией. 
К 11-м суткам хранения образцов раз-
меры пятен и интенсивность их окрас-
ки увеличиваются, а высокое значение 
Мт образующихся полипептидных це-

пей позволяет считать их продуктами 
деградации тяжелых цепей миозина. 

Противоречивость полученных раз-
ными авторами данных о деградации 
тяжелой цепи миозина в процессе ауто-
лиза в значительной степени можно 
объяснить различными условиями со-
хранения биоматериала. Так, при хра-
пении мышечной ткани при 2—10 °С 
тяжелая цепь миозина оставалась со-
храненной по крайней мере в течение 
7 сут [12, 21, 22]. Инкубация в течение 
3 сут при 25 °С также не приводила к 
деградации тяжелой цепи миозина [21]. 
Однако при 37 °С деградацию миозина 
наблюдали уже через 11 ч инкубации 
[30]. Кислые значения рН и повыше-
ние температуры до 37 °С были опти-
мальными условиями для деградации 
миозина при инкубации гомогеиатов 
мышечной ткани [29, 30]. Такие усло-
вия являются оптимальными и для 
действия некоторых эндогенных проте-
ииаз. Так, катепсины D и В из мышцы 
крысы активно расщепляли миозин ске-
летной мышцы кролика с образовани-
ем фрагмента с мол. массой 150 кД 
[26]. 

При анализе электрофореграмм об-
разцов ткани после 6 и 11 сут хране-
ния выявляется гетерогенность пятна, 
соответствующего легкой цепи миози-
на 3. Исчезают также белковые пятна 
в зонах А (68 кД), Б (54 кД) и В (36— 
25 кД; см. рис. 5). После 6 сут хране-
ния в щелочной области на пластине 
выявляются 3 пятна с мол. массой око-
ло 27 кД, два из которых исчезают к 
11-м суткам хранения (на рис. 6 указа-
но стрелками). Появление компонентов 
с мол. массой 27—30 кД многие авторы 
объясняют деградацией тропонина Т 
[16, 21]. 

Таким образом, применение метода 
двухмерного электрофореза по О'Фар-
реллу позволяет более детально вы-
явить изменения мышечных белков в 
процессе аутолиза по сравнению с ме-
тодом одномерного электрофореза. 
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ESTIMATION OF HUMAN SCELETAL 
MUSCLE PROTEINS ALTERED DURING 
AUTOLYSIS BY MEANS OF TWO-DIMEN-

SIONAL ELECTROPHORESIS 

S. V. Lisakovsky, Т. V. Volodina, V. L. Ко-
zel'tsev 

Laboratory of Biological Structures, Ministry 
of Public Health of the USSR, Moscow 

More than 100 various fractions were de-
tected in human sceletal muscle proteins analy-
zed by O'Farrell two-dimensional electrophore-
sis. Main proteins were maintained well in in-
dividual preparations of muscle tissue after 
their storage within 4 days at 20°. The protein 
fractions with molecular mass of 140-150 kD as 
well as alteration of other muscle proteins were 
found on electrophoregramms within 6 days of 
storage. 

УДК 612.351. It -f 612.33.015.1] :577.152.3].088.1 

JI. В. Кравченко, E. Э. Кузьмина, В. С. Соболев 

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МИКРОСОМАЛЬНОИ 
ЭПОКСИДГИДРОЛАЗЫ ПЕЧЕНИ И СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ 

ТОНКОЙ КИШКИ КРЫС 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Эпоксидгидролаза (КФ 3.3.2.3), ло-
кализованная преимущественно в мем-
бранах эндоплазматического ретикулу-
ма наряду с цитозольиой глутатион-
траисферазой и грает определяющу ю 
роль в биотрансформации и детоксика-
ции эпоксидов [4, 14]. Последние обра-
зуются в результате окисления в систе-
ме микросомальных монооксигеназ 
различных ксенобиотиков, содержащих 
ароматические, моно- или пол неновые 

структуры (полициклические аромати-
ч е с к и е углеводороды, стирол, в и и и л-
хлорид, афлатоксины), а также в про-
цессе биосинтеза некоторых эндоген 
ных субстратов (стероиды) [7, 19, 22 
23]. Эпоксиды могут поступать в орга-
низм и извне как компоненты пищи, пи-
щевые добавки или загрязнители пище-
вых продуктов. 

Эпоксидгидролаза может превра-
щать высокореактивпые эпоксиды в ме-
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нее опасные дигидродиолы и тем самым 
защищать клетку от их токсического 
действия. Однако в некоторых случаях, 
например в процессе биотрансформа-
ции полициклических ароматических 
углеводородов, эпоксидгидролаза пре-
вращает монофункциональные эпокси-
ды в более реактивные дигидродиол-
эпоксиды, являющиеся инициаторами 
канцерогенеза [1, 20]. 

С помощью разработанных в послед-
ние годы высокочувствительных мето-
дов определения активности эпоксид-
гидролазы установлено ее наличие не 
только в печени, но и в ряде других ор-
ганов и тканей различных видов жи-
вотных [4, 13, 16]. В то же время свой-
ства и функциональное значение эпо-
ксидгидролазы, локализованной вне 
печени, остаются мало изученными. 

Целью настоящей работы явилось 
сравнительное изучение некоторых 
свойств микросомалыюй эпоксидгидро-
лазы печени и слизистой оболочки тон-
кой кишки, которая является основны-
ми «воротами» поступления в организм 
различных чужеродных соединений. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на половозрелых 
крысах-самцах линии Вистар. Микросомы вы-
деляли из печени по методу [11], используя 
в качестве среды выделения 0,154 М КС1, со-
держащий 50 мМ трис-HCl рН 7,4, из сли-
зистой тонкой кишки по методу [211 в 
0,154 М КС1, содержащем 50 мМ трис-НС1, 
20 % (об/об) глицерина, ингибитор трипсина 
из сои (5 мг на 1 г ткани) и гепарин 
(4 ЕД/мл). 

В опытах in vivo изучали действие на 
активность эпоксидгидролазы бензила, траис-
эпоксистильбена, 2-ацетамидофлуорена и бу-
тилокситолуола. Бензил вводили в течение 
5 дней внутрибрюшинно в кукурузном масле 
в дозе 210 мг/кг; транс-упоксистильбен — в 
течение 3 дней внутрибрюшинно в кукурузном 
масле в дозе 400 мг/кг; 2-ацетамидофлуо-
рен — однократно внутрибрюшинно в диметил-
сульфоксидс (ДМСО, 3,5 мл/кг) в дозе 
35 мг/кг; бутилокситолуол — в течение 4 дней 
в дозе 1 г/кг в кукурузном масле внутрь. 
Животные контрольных групп получали экви-
валентные количества растворителя. Число 
животных в каждой группе было не менее 10. 
Крыс, получавших бензил и бутилокситолуол, 
забивали через 24 ч после последнего введе-
ния, остальных — через 48 ч. 

В опытах in vitro бензил, транс-эпокси-
стильбен и бутилокситолуол добавляли в ин-
кубационную среду и конечной концентрации 
1,6 мМ (в 4 мкл /ДМСО) за 5 мин до вне-
сения субстрата (2 мМ). При изучении влия-
ния ингибиторов на активность фермента 
эпоксициклогексен в конечной концентрации 
1,6 мМ (в ДМСО) и 1, 2-эпокси-З, 3, 3-три-
хлорпропаи в конечной концентрации 0,4 мМ 

(в ацетонитриле) добавляли в объеме 4 мкл 
одновременно с субстратом; в случае 2-бром-
4-нитроацетофеиоиа (0,3 мМ в ацетонитриле) 
проводили предварительную инкубацию (до 
внесения субстрата) в течение 10 мии при 
к о м н а т и о i [ температуре. 

В работе использованы химические реакти-
вы фирм «Sigma» (США) и «Koch-Light» 
(Англия). 

А ктиви ость эпоксидгидролазы определил и 
разработанным нами методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии, используя 
в качестве субстрата стиреноксид («Flnka», 
Швейцария). Инкубационная среда (общий 
объем 400 мкл) содержала 0,15 М трис-ITCI 
рН 8,7, 0,1—0,4 мг микросомального белка и 
1 мМ стиреноксида. После инкубации при 
37 °С в течение 15—30 мии продукт гидро-
лиза стиреноксида — фенилэтиленгликоль -
экстрагировали 1 мл я-бутилового спирта с 
добавлением насыщенного раствора сульфата 
аммония и аликвоту бутанольного экстракта 
(5 мкл) подвергали анализу на жидкостном 
хроматографе («Altex», США). УФ-дстектиро-
вание феиилэтиленгликоля осуществляли при 
длине волны 210 им, количественное опреде-
ление его проводили с помощью интегратора 
с использованием внешнего стандарта (фе-
нилэтиленгликоль, «Alclrich», США). 

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

В разных сериях экспериментов ак-
тивность эпоксидгидролазы в микросо-
мах печени варьировала от 6,25 до 
9,67 нмоль/мин на 1 мг белка, в слизи-
стой оболочке тонкой кишки — от 0,38 
до 0,81 нмоль/мин на 1 мг белка. Уро-
вень удельной активности эпоксидгид-
ролазы в микросомах слизистой тонкой 
кишки составлял 4,8—10% от уровня 
активности в микросомах печени, что 
совпадает с данными для крыс [7], но 
намного ниже, чем активность эпоксид-
гидролазы в слизистой тонкой кишки 
кролика (50 % от активности в печени) 
и морской свинки (42 %). 

Кинетические константы действия 
эпоксидгидролазы определяли в коор-
динатах Лайнуивера — Бэрка и Эдн 
Хофсти в пределах изменения концент-
рации субстрата от 0,03 до 0,6 мМ 
(рис. 1, табл. 1). Величины кажущих-
ся Км и Ушах, установленные для эпо-
ксидгидролазы микросом печени, со 
впадают с результатами других авто-
ров, использовавших стиреноксид в ка 
честве субстрата [17]. Для эпоксид 
гидролазы микросом слизистой оболоч-
ки тонкой кишки значение кажущейся 
Км было довольно близко к Км фермен-
та микросом печени, а величина Vmax — 
значительно ниже. Ферментная реак-
ция носила линейный характер в тече-
ние 30 мин инкубации при использова-
нии как микросом печени, так и микро-
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Рис. 1. Зависимость скорости реакции, катализируемой эпоксидгидролазой микросом 
печени (/) и слизистой тонкой кишки (/ / ) от концентрации субстрата. 

а _ п координатах Лайнуивера — Бэрка; б —* в координатах Эди—Хофсти, V — нмоль/мин на 
1 мг белка ,V/S — в нмоль/мин/мг/мМ. 

чени крыс и других видов животных 
[7, 12]. 

Известно, что активность микросо-
мальной эпоксидгидролазы печени по 
сравнению с активностью других, близ-
ких по локализации и функционально-
му предназначению ферментов, напри-
мер UDP-глюкуроиозилтрансферазы, 
изменяется несущественно при воздей-
ствии неионных детергентов [2]. Пред-
ставленные в табл. 2 данные в целом 
подтверждают это. В отличие от авто-
ров работы 115] мы не выявили како-
го-либо активирующего влияния тви-
на-80 па активность эпоксидгидролазы 
в микросомах печени, а в микросомах 
слизистой оболочки кишки высокие кон-
центрации твина-80 в незначительной 
степени подавляли активность фермен-
та. Луброл в концентрациях 0,1 и 0,5 % 
вызывал умеренное дозозависимое воз-
растание активности эпоксидгидрола-
зы в микросомах слизистой кишечника 
и практически не влиял на активность 
фермента в микросомах печени. Лишь 
при высокой концентрации луброла 
(1 %) активность в микросомах слизи-

Т а б л и ц а I 

Кинетические характеристики эпоксидгидролазы микросом печени и слизистой оболочки тонкой кишки 
крыс (субстрат — стиреноксид) 

В координатах Ла |йну ивера — Бэрка В координатах ЭДи — Хофсти 

Источник фермента 
К м , мМ 

V 
ш а х• 

нмоль/мин 
на 1 мг белка 

К м . мМ. 
V 

max' 
нмоль/мин 

на 1 мг белка 

Микросомы печени 0 ,22±0 ,05 14,2±3,0 0 ,18±0,007 13,2±0,02 
Микросомы слизистой тонкой 

кишки 0,10±0,01 0,71 ± 0 , 0 4 (),10±0,01 0,71 ± 0 , 0 5 

сом слизистой тонкой кишки. Линей-
ность ее сохранялась при увеличении 
содержания белка в пробе от 0,025 до 
0,4 мг в случае микросом печени и от 
0,05 до 0,8 мг в случае микросом сли-
зистой кишки. 

Как видно на рис. 2, оптимум рН для 
микросомальной эпоксидгидролазы 
слизистой тонкой кишки составляет 8,7, 
что соответствует оптимуму рН, уста-
новленному для эпоксидгидролазы пе-

Рис. 2. Влияние рН на активность эпоксид-
гидролазы микросом слизистой тонкой кишки 

(в нмоль/мин на 1 мг белка). 

П р и м е ч а и и е. Представлены средние данные (/И ± т ) 3 определений. 

124 



Т а б л и ц а 2 
Изменения активности эпоксидгидролазы (в % от контроля) в микросомах печени и слизистой оболочки 

тонкой кишки крыс при воздействии неионных детергентов 

Источник фермента 

Детергент и конечная концентрация (%) 

Источник фермента твин-80 луброл BRIJ-35 Источник фермента 

0 ,1 0 , 5 1 ,0 0 ,1 0 , 5 1 ,0 0, 1 0 , 5 1 . 0 

Микросомы печени 
Микросомы слизистой^тонкой 

кишки 

—3 

+ 9 

—3 

+ 2 5 

— И 

—28 

0 

+ 13 

+ 12 

+ 4 4 

+ 3 2 

+ 8 0 

— 10 

+ 5 0 

+ 7 

+ 4 8 

—9 

+ 4 3 

П р и м е ч а н и е . Представлены средние данные 3 определений. 

стой оболочки кишки возрастала на 
80 %, в микросомах печени — на 32 %. 
BRIJ-35 также вызывал умеренное воз-
растание активности эпоксидгидролазы 
в микросомах слизистой тонкой кишки 
независимо от использованной концент-
рации, но не влиял на активность фер-
мента в микросомах печени. Необходи-
мо отметить, что в присутствии детер-
гентов снижался уровень неферментно-
го гидролиза субстрата, что затрудня-
ет оценку полученных результатов. Хо-
тя представленные в табл. 2 данные 
свидетельствуют о более выраженном 
влиянии неионных детергентов на ак-
тивность эпоксидгидролазы слизистой 
тонкой кишки, они не позволяют пред-
положить наличие существенных раз-
личий в структурированности фермента 
в мембранах эндоплазматического ре-
тикулума клеток печени и слизистой 
оболочки тонкой кишки крыс. 

Специфические индукторы или инги-
биторы ферментов широко применяют-
ся в исследованиях по выяснению ро-
ли отдельных ферментов в биотранс-
формации ксенобиотиков, а также при 
изучении механизмов их регуляции. В 
настоящее время установлено, что ряд 
соединений обладает способностью се-
лективно или с большим преимущест-
вом индуцировать эпоксидгидролазу 
печени. К ним относятся бензил — 
сильный индуктор и активатор эпоксид-
гидролазы [17, 18], транс-эпоксистиль-
бен — индуктор микросомальной си-
стемы ферментов метаболизма ксено-
биотиков, отличающийся от таких 
«классических» индукторов, как фено-
барбитал и 3-метилхолантрен [10], 2-
ацетамидофлуорен, вызывающий быст-
рое и избирательное усиление синтеза 
эпоксидгидролазы [6], и антиоксидан-
ты, в том числе бутилокситолуол [9]. 
Бутилокситолуол, по нашим данным, 
скорее всего усиливает синтез фермен-

та в печени, не изменяя его свойств 
(кажущаяся Км для стиреноксида не 

изменялась существенно, в то время как 
Vmax возрастала до 94 нмоль/мин на 
1 мг белка). 

Результаты изучения влияния неко-
торых индукторов на активность эпок-
сидгидролазы микросом печени и сли-
зистой оболочки тонкой кишки крыс 
представлены на рис. 3. В опытах in 
vivo бензил вызывал значительное воз-
растание активности микросомальной 
эпоксидгидролазы как в печени (до 
670 %), так и в слизистой кишки (до 
220 %). При введении транс-эпокси-
стильбеиа и бутилокситолуола актив-
ность эпоксидгидролазы возрастала в 
печени в 5 раз, в слизистой тонкой ки-

II 

600 

300 

200 

10О 

И /234 /234 

щ 
п 

И 123 123 

Рис. 3. Влияние модуляторов на активность 
эпоксидгидролазы микросом печени (а) и сли-
зистой тонкой кишки (б) in vivo (/) и in vitro 

(in. 
По осям ординат — активность фермента (в % от 
контроля). К — контроль, / — бензил, 2 — транс 
эпокснстильбен, 3 — бутилокситолуол, 4 — 2-ацета-

мидофлуорен. Звездочка — р<0,05. 
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Т а б л и ц а 3 

Влияние ингибиторов на активность эпоксидгидролазы микросом печени и слизистой оболочки! тонкой 
кишки крыс 

Ни гибитор 

Микросомы печен и 

нмоль/мин 
на 1 мг белка 

% 
изменения 

Микросомы слизистой тонкой 
кишки 

нмоль/мин 
на 1 мг белка 

% 
изменения 

Контроль (ДМСО) 
Эпоксициклогексен (1,6 мМ) 
Контроль (а цето н и т р и л) 
1,2-эпокси-3,3,3-трихлорпропан 

(0,4 мМ) 
Контроль (ацетонитрил) 
2-бром-4-нитроацетофеион (0,3 мМ) 

6 ,25±0,09 
1,90±0,07 
8 ,00±0,66 

0 ,30±0,08 
6 ,75±0,23 
3 ,49±0,16 

—70 

—96,3 

—48,3 

0 ,38±0 ,02 
0 ,20±0 ,02 
0 ,81±0,04 

0 ,12±0 ,03 
0,50=1=0,02 
0,25=1=0,01 

—47,4 

—85,2 

—50 

П р и м е ч а н и е. Представлены средние данные ( М ± т ) 6 определений. Во всех случаях 
р < 0 , 0 0 1 . 

шки — соответственно на 70 и 20 %. У 
крыс, получавших однократно 2-ацета-
мидофлуорен, активность фермента 
возрастала в печени и слизистой тон-
кой кишки соответственно в 3,8 и 1,6 
раза. 

В опытах in vitro бензил также вы-
зывал значительную активацию эпок-
сидгидролазы как в микросомах пече-
ни (в 5,5 раза), так и в микросомах 
слизистой оболочки кишки (в 3,4 ра-
за), в то время как транс-эпоксистиль-
бен и бутилокситолуол вызывали не-
значительное возрастание активности 
фермента (соответственно на 20 и 
30%) только в микросомах слизистой 
к и шки. 

Для изучения влияния ингибиторов 
на активность эпоксидгидролазы были 
использованы эпоксициклогексен, не-
конкурентный ингибитор, и 1,2-эпокси-
3,3,3-трихлорпропан, бесконкурентный 
ингибитор эпоксидгидролазы, выделен-
ной из печени различных видов живот-
ных [3, 15]. Кроме того, был использо-
ван 2-бром-4-иитроацетофеион, кото-
рый, по данным литературы [5], быст-
ро и необратимо связывается с гисти-
дином, входящим в активный центр 
эпоксидгидролазы печени крыс. Как 
видно из табл. 3, 1,2-эпокси-ЗДЗ-три-
хлорпропан и 2-бром-4-нитроацетофе-
нон в выбранных концентрациях подав-
ляли в равной степени активность эпок-

10 20 30 40 50 60 70 1/S /О 20 30 40 50 60 70I/S 

Рис. 4. Влияние эпоксициклогексеиа на активность эпоксидгидролазы микросом пече-
ни (А) и слизистой тонкой кишки (Б). 

Результаты представлены в координатах Лайнуивера—Бэрка. 1 — без добавления циклогексеиа; 
2, 3 — концентрация циклогексеиа соответственно 0,1b и 0,25 мМ. 
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сидгидролазы в микросомах печени и 
слизистой оболочки ТОМКОЙ кишки. 
Эпоксициклогексен оказывал более 
сильное ингибирующее действие на ак-
тивность фермента в микросомах пече-
ни. При этом установлено, что эпокси-
циклогексен ингибирует активность 
эпоксидгидролазы слизистой тонкой 
кишки, так же как и активность фер-
мента печени по неконкурентному типу 
(рис. 4). Константы ингибирования 
(Ki) эпоксидгидролазы микросом пече-
ни и микросом слизистой тонкой киш-
ки были близки и составляли соответ-
ственно 0,10 и 0,14 мМ. 

Тип ингибирования и величины Ki 
эпоксидгидролазы эпоксициклогексе-
ном определяли в двойных обратных 
координатах при концентрациях субст-
рата 0,02—0,25 мМ и концентрациях 
ингибитора 0,15 и 0,25 мМ. 

Представленные данные позволяют 
считать, что эпоксициклогексен обла-
дает большим сродством к эпоксидгид-
ролазе печени, чем к эпоксидгидролазе 
слизистой тонкой кишки. 

Таким образом, результаты, получен-
ные при сравнительном изучении неко-
торых свойств эпоксидгидролазы в мик-
росомах печени и слизистой оболочки 
тонкой кишки крыс Вистар позволяют 
сделать вывод о том, что оба фермента 
являются схожими по кинетическим 
характеристикам, имеют одинаковый 
оптимум рН 8,7 и, по-видимому, не раз-
личаются по структурированности в 
мембранах эндоплазматического рети-
кулума. Отмечается положительная 
корреляции между изменениями ак-
тивности эпоксидгидролазы в микросо-
мах печени и слизистой тонкой кишки 
при воздействии различных модулято-
ров как in vivo, так и in vitro, что по-
зволяет предположить существование 
общих механизмов регуляции активно-
сти обоих ферментов. 

Хотя удельная активность эпоксид-
гидролазы в слизистой оболочке тон-
кой кишки не превышает 5—10 % от 
активности, определяемой в печени, ее 
значение для биотрансформации эгюк-
сидсодержащих соединений, попадаю-
щих в организм алиментарным путем, 
может быть существенным. Это опре-
деляется тем, что с пищей постоянно 
поступают значительные количества 
консервантов, антиоксидантов, остат-
ков пестицидов и других чужеродных 
веществ, которые могут поддерживать 
индуцированное состояние эпоксидгид-

ролазы. При этом следует иметь в виду 
и быстрое обновление клеток слизистой 
кишечника и связанную с этим быструю 
реакцию ферментов метаболизма ксе-
нобиотиков на чужеродные вещества 
[24]. Есть все основания полагать, что 
в определенных ситуациях значитель-
ная часть эпоксидов подвергается гид-
ролизу при прохождении через желу-
дочно-кишечный тракт, что может при-
водить к изменению их фармакокиие-
тики и конечных эффектов. 
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A COMPARATIVE STUDY OF MICROSOMAL 
EPOXIDE HYDROLASE OF RAT LIVER AND 

SMALL INTESTINE 
L. V. Kravchenko, E. E. Kuz'mina, V. S. Sobolev 
Institute of Nutrition, Academy of Medical 

Sciences of the USSR, Moscow 
Activity of epoxide hydrolase was studied 

in microsomes of rat liver and small intestinal 

mucosa with styrene oxide as substrate using 
high performance liquid chromatography. Spe-
cific activity of epoxide hydrolase in microso-
mes from small intestine constituted 5-10% 
of the activity in liver microsomes. Both these 
enzymes had similar kinetic parametrs, the 
same pH optimum around pH 8.7; their activity 
was altered only slightly in presence of anionic 
detergents. The enzyme activity was increased 
in liver and small intestine after administra-
tion of benzil, trans-stilbene oxide, 2-acetamido-
fluorene and butylated hydroxytoluene. 1,2-epo-
xy-3,3,3-trichloropropane and 2-brom-4-nitro-
acetophenon inhibited similarly epoxide hydro-
lase in hepatic and intestinal microsomes. Cyc-
lohexene oxide inhibited both these enzymes by 
the non-competitive type, exhibiting the higher 
affinity to liver epoxide hydrolase. 
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Ю. А. Владимиров 

РОЛЬ АКТИВАЦИИ ПОЛ ИМОРФНО-ЯДЕРНЫХ Л ЕЙ КОЦИТОВ 
КРОВИ В РАЗВИТИИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО УВЕИТА 

Кафедры биофизики и глазных болезней 11 МММ им. Н. И. Пирогова 

В возникновении и развитии многих 
заболеваний человека и животных 
важная роль принадлежит активации 
процессов перекисного окисления ли-
пидов (ПОЛ) клеточных мембран и 
липопротеидов крови [6]. Это в пол-
ной мере относится к ряду заболева-
ний органа зрения [2, 4, 12], в том 
числе к у вентам [.'б, 8]. 

В развитии локальных и генерали-
зованных воспалительных реакций 
принимают участие полиморфно-ядер-
ные лейкоциты (ПМЛ) крови и дру-
гие фагоциты [22], функциональная 
активность которых при этом увеличи-
вается. Активация фагоцитов сопряже-
на с так называемым «респираторным 
взрывом», который сопровождается 
генерацией активных форм кислорода 
(АФК): супероксидного анион-ради-
кала, перекиси водорода, гидроксиль-
ного радикала, синглетного кислорода 
[20] и других прооксидантов, что ле-
жит в основе бактерицидного [23] и 
цитотоксического эффекта [22] акти-
вированных фагоцитов. В процессе 
развития локального воспаления про-
исходят хемотаксис ПМЛ в зону вос-
паления, их инфильтрация через стен-
ку сосудов в ткань и лавинообразное 
выделение клетками цитотоксических 
продуктов — инициаторов ПОЛ [17], 

что создает локальный перевес над их 
ингибиторами. 

Таким образом, чрезмерное увели-
чение функциональной активности 
ПМЛ, приводящее к накоплению про-
дуктов их активации и сопровождаю-
щееся повышением уровня ПОЛ, мо-
жет повлечь за собой повреждение 
нормальных тканей и расширение зо-
ны воспаления [22]. 

Целыо настоящей работы явилось 
исследование изменения функциональ-
ной активности ПМЛ крови в ходе 
развития и течения экспериментально-
го токсико-аллергического увеита кро-
ликов. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены на кроликах по-
роды шиншилла массой 2,5—3,5 кг. Для полу-
чения модели токсико-аллергического увеита 
животные были 4-кратно подкожно иммунизи-
рованы нормальной лошадиной сывороткой 
из расчета 1 мл на 1 кг массы еженедельно. 
На 10-е сутки после последней иммунизации 
в переднюю камеру глаза вводили разре-
шающую дозу антигена — 0,1 мл сыворотки. 
Пик воспаления в виде переднего увеита на-
блюдали на 3-й сутки после введения анти-
гена. Оценку степени тяжести симптомов про-
водили по 4-балльиой системе [10]. При этом 
учитывали воспалительные изменения конъюн-
ктивы (инъекция), роговицы (инфильтрация, 
«запотелость» эндотелия, врастание сосудов в 
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роговицу), радужки (отек, гиперемия, депигмен-
тация, задние синехии), экссудат в передней 
камере глаза, помутнение хрусталика, внут-
риглазное давление, определяемое пальпатор-
по. Исчезновение офтальмологических показа-
телей воспаления происходило через 23— 
25 сут. Животные были разделены на 4 груп-
пы. У кроликов 1-й группы (/г = 5), которая 
служила контролем, был вызван увеит по 
описанной выше схеме. Животные 2-й группы 
(я = 4) за 3 сут до введения антигена в пе-
реднюю камеру глаза получали антиоксидант 
дибунол per os ежедневно однократно в дозе 
60 мг/кг [13]. Животным 3-й группы (п — 4) 
внутримышечно вводили пипольфен (0,15 мл 
2,5 % раствора) в качестве препарата с силь-
ными антиокислительными свойствами [9]. 
После введения антигена кролики 2-й и 3-й 
групп продолжали получать дибунол и пи-
польфен в течение 7 сут. Животным 4-й груп-
пы (п = 2) в течение первых 3 сут после вве-
дения антигена в переднюю камеру глаза инъ-
ецировали внутримышечно пирогенал [7] в 
количестве 20 М П Д (минимальная пироген-
ная доза) . Однократное введение 20 МПД ин-
тактным кроликам вызывало повышение функ-
циональной активности ПМЛ крови в 2— 
2,5 раза. Один кролик на протяжении всего 
эксперимента получал внутримышечно инъек-
ции циклофосфана (10 мг/кг 1 раз в 4 сут). 
ПМЛ крови выделяли по методу [15]. Функ-
циональную активность ПМЛ измеряли мето-
дом л ю м и н о л з а в и с и м о й хемилюминесценци и 
(ЛХЛ) [14]. В измерительную кювету хеми-
люминометра вводили 5-Ю5 клеток и 0,1 мл 
5 ,6 -Ю - 4 М раствора люминола, объем сус-
пензии доводили до 5 мл раствором Хеикса 
(рН 7,45). Для стимуляции клеток в пробу 
добавляли 0,4 мл суспензии сульфата бария 
(20 мг/мл). Измерения проводили при 37 °С. 

Уровень ПОЛ в гомогенатах тканей глаза 
определяли по накоплению ТБК-активных про-
дуктов [3]. Антиокислительную активность 
плазмы крови измеряли методом хемилюми-
несценции [11]. Содержание общих липидов в 
гомогенатах тканей определяли с помощью 
набора «Био-Ла-Тест» (ЧССР). 

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

После введения антигена в перед-
нюю камеру глаза кролика развива-
ется иммунное воспаление в виде пе-
реднего увеита с вовлечением в про-
цесс роговицы и передних слоев хру-
сталика. В табл. 1 приведены суммы 
баллов (для двух глаз), которые от-
ражают степень выраженности воспа-
лительных изменений в ходе течения 
увеита. В контрольной группе живот-
ных увеит достигал наибольшей тяже-
сти по всем симптомам к 3-м суткам 
после введения антигена. В это время 
наблюдали резко выраженную сме-
шанную инъекцию глазного яблока, 
слезотечение, диффузную инфильтра-
цию роговицы и ее отек, выпот в перед-
нюю камеру желтовато-белого цвета, 
отложение экссудата на передней кап-

Т а б л и ц а 1 
Степень выраженности воспалительных измене-
ний (в баллах) в ходе течения экспериментально-

го увеита у кроликов (M^ztri) 
_ 
д Срок определения показателя, 

Условия о н сутки 

3-й 7-е 12-е 30-е 

Увеит (конт-
роль) 5 4 2 ± 4 3 7 ± 4 28 ± 3 2 3 ± 2 , 5 
Дибунол 4 2 1 ± 3 12±3 4 ± 2 , 5 3 ± 2 
Пипольфен 4 28 ± 3 18d=2,5 11±2 6 ± 1 
Пирогенал 2 58 ± 2 61 ± 2 , 5 

П р и м е ч а н и е . Во всех случаях р < 0 , 0 5 
по сравнению с контролем. 

суле хрусталика. Радужка была резко 
изменена, отечна, гиперемирована, ржа-
вого цвета. Зрачок был неправильной 
формы из-за грубых задних синехий, 
реакция зрачка на свет отсутствовала. 
Внутриглазное давление было повы-
шено. На 7-е сутки клинические про-
явления увеита были почти такими 
же, как и на 3 -Й сутки. С 12-Х C V T O K 

наблюдали признаки затухания вос-
палительного процесса. К 30-м сут-
кам офтальмологические показатели 
воспаления у кроликов исчезли. Од-
нако остались осложнения: депигмен-
тация радужки, грубые задние сине-
хии, помутнение хрусталика, измене-
ние внутриглазного давления, выра-
женное врастание сосудов в роговицу, 
что нашло отражение в сумме баллов. 

Предварительное введение живот-
ным антиоксидантов дибунола и ии-
польфена обусловило более легкое 
течение увеита. Так, на 3-й сутки на-
блюдали менее выраженный отек ро-
говицы, небольшое количество экс-
судата в передней камере, не было из-
менений со стороны хрусталика, повы-
шение внутриглазного давления было 
кратковременным. Последующее лече-
ние способствовало быстрому затуха-
нию воспалительного процесса и при-
вело к меньшему числу осложнений. 
К 12-м суткам воспалительные изме-
нения радужки и роговицы почти ис-
чезли. Осталась лишь конъюнктиваль-
ная и перикорнеальная инъекция. К 
30-м суткам отмечали незначительное 
врастание сосудов в роговицу и зад-
ние синехии, рисунок радужки был не-
сколько сглажен. 

Инъекции пирогенала, наоборот, 
привели к развитию тяжелой формы 
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Типичная кинетика развития хемилюминесцен-
ции ПМЛ крови при стимуляции сульфатом 

бария. 
По оси абсцисс — время (в мни); по оси ординат— 
интенсивность хемилюминесценции клеток (в отн. 
ед.), которую определяли как разность между мак-
симальным уровнем активированной и спонтанной 
ЛХЛ. 1 — ПМЛ интактных кроликов; 2 — ПМЛ 
кроликов на 6-м часу после внутримышечного вве-
дения 20 МПД пирогенала; 3 — ПМЛ кроликов с 

увеитом. Стрелка — момент введения активатора 

увеита с резко выраженным геморра-
гическим компонентом. Наблюдались 
сильная гефема и понижение внутри-
глазного давления, а также признаки 
атрофии глаза. Отмечалось резкое 
ухудшение общего состояния живот-
ных. Животные погибли на 8-е сутки 
увеита, по-видимому, из-за множест-
венных кровоизлияний и в другие ор-
ганы. 

На рисунке показана кинетика раз-
вития хемилюминесценции ПМЛ кро-
ви интактных кроликов, кроликов с 
увеитом, а также на 6-й час после 
введения пирогенала. 

В табл. 2 представлены результаты 
измерения интенсивности ЛХЛ ПМЛ 
в течение эксперимента. Д о иммуниза-

ции интенсивность ЛХЛ составляла 
7 2 ± 2 1 усл. ед. В ходе иммунизации 
функциональная активность ПМЛ уве-
личивалась примерно в 2 раза, что, по-
видимому, было следствием образова-
ния при повторной иммунизации им-
мунных комплексов ( И К ) , которые 
активируют систему комплемента. Ак-
тивация системы комплемента вызыва-
ет генерацию медиаторов воспаления, 
оказывающих стимулирующее воздей-
ствие на фагоциты [22]. Кроме того, 
ИК сами способны активировать 
ПМЛ [18]. Так, при введении антиге-
на в переднюю камеру глаза иммуни-
зированного кролика происходит об-
разование и отложение в стенках со-
судов глаза большого количества ИК 
[26]. Хемотаксис ПМЛ в зону с боль-
шим градиентом хемоаттрактанта 
(ИК) , их активация, сопровождаю-
щаяся значительным увеличением про-
дукции различных прооксидантов, 
приводят к развитию воспаления сосу-
дистой оболочки глаза [16, 24]. 

При подавлении иммунного ответа 
на введение лошадиной сыворотки 
циклофосфаном развития увеита не 
происходило. Циклофосфан не изменя-
ет функциональную активность фаго-
цитов [25], но препятствует образова-
нию ИК за счет торможения пролифе-
рации В-лимфоцитов. У кролика, по-
лучавшего инъекции циклофосфана, 
активность клеток оставалась почти 
одинаковой на протяжении всего эк-
сперимента и составляла 9 0 ± 1 0 усл. 
ед. При развитии увеита (к 7-м сут-
кам) уровень функциональной актив-
ности ПМЛ был приблизительно в 3,5 
раза выше нормы и оставался доволь-
но высоким, несмотря на затухание 
воспалительного процесса к 20-м сут-
кам заболевания. Введение дибунола 

Т а б л и ц а 2 
Интенсивность хемилюминесценции ПМО крови (в отн. ед.) в ходе развития экспериментального увеи-

та у к р о л и к о в о м у т ) 

условия опыта 
Число 

Перед 
иммуни-
зацией 

Период 
иммуни-

зации 
Введение 
антигена 

3-й сутки 
увеита 

7-е сутки 
увеита 

20-е сутки 
увеита 

\ условия опыта живот-
ных срок от начала эксперимента, сут 

0 28 3! 34 38 51 

Увеит (конт-
роль) 

Дибунол 
Пипольфен 

5 
4 
4 

72±21 
68 =Ь 18 
75 ± 2 0 

142±25 
127±20 
146 ± 2 5 

148±24 
7 5 ± 14* 

106±21 

231 ± 2 8 
58±12* 

105±23* 

247±20 
5 1 ± 13* 

124± 19* 

193±21 
98±11* 

133±21 

П р и м е ч а и и е. Звездочка — р < 0 , 0 5 по сравнению с контролем. 



и липольфеиа достоверно снижало по 
сравнению с контролем интенсивность 
ЛХЛ ПМЛ крови. 

Таким образом, между изменением 
функциональной активности ПМЛ 
крови и клиническими проявлениями 
увеита существует тесная корреляция. 
Введение антиоксидантов снижает 
функциональную активность ПМЛ, с 
одной стороны, и улучшает течение и 
исход заболевания — с другой. И, на-
оборот, дополнительная стимуляция 
ПМЛ пирогеналом приводит к резко-
му ухудшению клинического течения 
увеита и состояния всего организма. 

При развитии локального воспале-
ния происходят увеличение активно-
сти фагоцитов, их хемотаксис в зону 
воспаления, инфильтрация через стен-
ку капилляров в ткань и локальная 
секреция прооксидаитов в очаг воспа-
ления [22]. Выделенные клетками 
АФК и другие прооксиданты иниции-
руют ПОЛ и вызывают повреждение 
клеточных мембран. Следовательно, 
уменьшение активности фагоцитов или 
элиминация их цитотоксических про-
дуктов должны оказать положитель-
ное влияние на характер течения за-
болевания. Аккумуляция фагоцитов в 
стекловидном теле, вызванная локаль-
ной инъекцией гемоглобина или си-
стемы ксантин — ксантиноксидаза — 
плазма крови, сопровождалась раз-
витием увеита [16, 24], а введение 
аитилейкоцитарного глобулина или 
препарата, вызывающего лейкопению, 
предотвращало развитие стромальных 
поражений в васкуляризации роговицы 
при герпетическом кератите [21]. 

В нашей работе для лечения увеи-
та были использованы дибунол и 
пипольфен. Защитное действие этих 

Т а б л и ц а 3 

Накопление ТБК-активных продуктов (в нмоль 
на I мг липидов) в сосудистой оболочке глаза 
при экспериментальном увейте и при его лечении 

дибунолом 

Условия опыта 

Ткань 

Условия опыта радужка 
(п = 6) 

сосудистая 
оболочка 

(п = 6) 

Увеит 1,75+0,37* 3,67+0,40* 
Дибунол 0 ,97+0,13 2 ,43+0,18 
Интактные живот-

ные 0,71+0,11 2 ,06+0,15 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — р < 0 , 0 5 по 
сравнению с интактными животными. 

антиоксидантов, по-видимому, обус-
ловливается двумя причинами: во-пер-
вых, увеличением содержания антиок-
сидантов в тканях глаза (что относит-
ся скорее к липофильному антиокси-
данту дибунолу) и защитой липидов 
тканей от ПОЛ; во-вторых, перехва-
том АФК, продуцируемых ПМЛ (что 
в большей степени относится, по-види-
мому, к водорастворимому пипольфе-
ну). Действительно, количество ТБК-
активных продуктов в тканях сосуди-
стой оболочки глаза у кроликов с 
увеитом, леченных дибунолом, оказа-
лось достоверно ниже такового у ин-
тактных животных (табл. 3). Введе-
ние антиоксидантов сопровождалось 
не только ингибированием ПОЛ тканей 
организма, но и увеличением суммар-
ной аитиокислительной активности 
плазмы крови. Так, при введении ди-
бунола и пипольфена на 7-е сутки 
увеита антиокислительная активность 
плазмы крови была выше на 12,5 % 
по сравнению с соответствующими по-
казателями для животных, не полу-
ч а в ш и х а и т и о к с и д а и тов. 

Защищая липидную фазу мембран 
клеток и липопротеидов от ПОЛ и 
элиминации АФК, продуцируемых ак-
тивированными ПМЛ, антиоксиданты, 
кроме того, могут, по-видимому, ока-
зывать влияние на количество цирку-
лирующих в русле крови ПМЛ [1]. 
Так, было обнаружено (табл. 4), что в 
процессе развития токсико-аллергиче-
ского увеита количество лейкоцитов 
в крови кролика увеличивается вплоть 
до 7-х суток развития заболевания. 
Аналогично через 6 ч после введения 
пирогенала параллельно увеличению 
удельной активности ПМЛ происходи-
ло увеличение и количества клеток в 
русле крови (примерно в 2 раза). Вве-
дение антиоксидантов дибуиола и пи-
польфена, наоборот, вызывало умень-
шение не только активности, но и ко-
личества циркулирующих ПМЛ. 

Таким образом, при эксперимен-
тальном токсико-аллергическом увей-
те выявлены активация ПАДЛ крови и 
повышение уровня ПОЛ в тканях гла-
за и связь этих процессов с клиниче-
скими проявлениями заболевания. 
Применение антиоксидантов улучшает 
клиническую картину заболевания и 
одновременно подавляет функциональ-
ную активность ПМЛ крови. 
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I Т а б л и ц а 4 

Изменение общего числа лейкоцитов и числа ПМЛ в периферической крови (в тыс/мм:*) в ходе разви-
тия экспериментального увеита ( Л ? + т ) 

Исследуемый 
показатель 

У С Л О В И Я 
опыта 

Ч
ис

ло
 ж

и-
во

тн
ы

х 

Перед 
иммуни-

зацией 

Период 
иммуни-

зации 
Введение 
антигена 

3-й сутки 
увеита 

7-е сутки 
увеита 

1 2-е сутки 
увеита 

Исследуемый 
показатель 

У С Л О В И Я 
опыта 

Ч
ис

ло
 ж

и-
во

тн
ы

х 

срок от начала эксперимента, сут 
Исследуемый 
показатель 

У С Л О В И Я 
опыта 

Ч
ис

ло
 ж

и-
во

тн
ы

х 

0 28 31 34 38 43 

Число ПМЛ Увеит 5 3 , 0 ± 0 , 1 4 ,5+0 ,2 4 ,0+0 ,2 5 , 8 + 0 , 3 6 , 5 + 0 , 3 5 , 3 + 0 , 2 
(контроль) 

5 , 3 + 0 , 2 

Дибунол 4 3 ,2±0 ,1 4 , 5 + 0 , 2 2 ,8+0,1* 4 ,0+0,2* 4 ,3+0 ,3* 3 ,4+0,2* 
Пипольфен 4 3,1 ± 0 , 1 4 ,2+0 ,2 3 ,2+0 ,2 5 , 1 + 0 , 3 5 ,3+0,3* 4 , 8 + 0 , 2 

Общее число Увеит 5 6,6=±:0,2 8 , 0 + 0 , 3 7 , 9 + 0 , 3 9 , 0 + 0 , 4 10,7+0,7 8 , 1 + 0 , 5 
лейкоцитов (контроль) 

9 , 0 + 0 , 4 8 , 1 + 0 , 5 

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

П р и м е ч а н и е. Звездочка — /?<0,05 по сравнению с контролем. 
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ROLE OF POLYMORPHONUCLEAR LEUKO-
CYTES ACTIVATION IN DEVELOPMENT O F 

EXPERIMENTAL UVEITIS 

G. J. Klebanov, 1. V. Babenkova, Yu. O. Tesel-
kin, O. S. Komarov, Yu. A. Vladimirov 

II Medical School, Moscow 

Increase in functional activity of blood poly-
morphonuclear leukocytes and in the rate of 
lipid peroxidation in eye tissues was found in 
rabbits with experimental uveitis. Preadmi-
nistration of antioxidants pipolphen and ionol 
led to considerable improvement of the uveitis 
clinics, to inhibition of lipid peroxidation in 
eye tissues and to decrease of the leukocytes 
in circulation. 
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Энзимотерапия тромбозов основыва-
ется на использовании экзогенных 
протеаз — активаторов плазминогена, 
специфически катализирующих пре-
вращение плазминогена в плазмин, 
который в свою очередь лизирует фи-
бриновый тромб. Наиболее широкое 
применение среди активаторов плаз-
миногена нашла урокиназа (КФ 
3.4.21.31) — серииовая протеаза, вы-
деляемая из мочи человека или полу-
чаемая клонированием гена почки че-
ловека [10, 13]. При лечебном исполь-
зовании урокиназы требуется тщатель-
ный контроль за ее активностью в кро-
ви и других биологических жидкостях. 
Классический метод определения ак-
тивности по Аструпу и его модифика-
ции [2, 4], основанные на лизисе фиб-
ринового геля в присутствии плазми-
ногена, непригодны для этих целей. В 
сыворотке крови содержатся белки 
(аг-макроглобулин, ai-антитрипсин, аг-
антиплазмин и др.), ингибирующие 
проявляемый урокииазой опосредо-
ванный фибринолиз [16]. Обнаруже-
ние урокиназы в сыворотке крови так-
же затруднено по причине связывания 
этим ферментом белков-ингибиторов с 
константой, совпадающей с таковой у 
антител [9]. Секреция урокиназы со-
провождается одновременным высво-
бождением из клеток ее ингибиторов 
[14]. Поэтому многие закономерности 
образования и секреции урокиназы 
тканями человека и животных остают-
ся неизученными ввиду отсутствия ме-
тодов ее определения на фоне ингиби-
торов. 

Целью настоящего исследования 
явилась разработка метода, позволяю-
щего осуществлять количественное 
определение урокиназы в сыворотке 
крови человека в присутствии вьтсоко-
и низкомолекулярных ингибиторов 
фермента различной химической при-
роды. В основу метода положена сорб-
ция комплексов урокиназа — ингиби-

тор из анализируемых проб иммуно-
сорбеитом на основе антител к уроки-
назе. 

М е т о д и ка 

Антитела к урокиназе человека получали 
иммунизацией кроликов препаратом фирмы 
"Green Cross" (Япония), который дополни-
тельно очищали от белковых примесей на ко-
лонке с моноклоиальными антителами к уро-
киназе (любезно предоставлена С. П. Дома-
гатским, ВКНЦ) . 20 000 ME фермента в пол-
ном адъюванте Фрейнда вводили внутрикож-
но в 30 различных точек тела, на 54-й день 
реиммунизировали внутримышечным введени-
ем такой же дозы урокиназы; спустя 9—14 
дней получали аитисыворотки и проверяли их 
титры. Титр антисыворотки выражали показа-
телем ее разведения, обеспечивающего 50 % 
иигибирование 50 ME урокиназы. К 100 мкл 
аитисыворотки в соответствующем разведении 
добавляли 10 мкл урокиназы, после инкуба-
ции в течение 1 ч при 37 °С определяли фиб-
ринолитическую активность (ФА) фермента 
методом, описанным ниже. В качестве контро-
ля использовали преиммуиную сыворотку кро-
ви кроликов. Аитисыворотки, обладающие тит-
ром не ниже 1 : 2000, инактивировали в тече-
ние 30 мин при 56 °С и лиофильио высуши-
вали. Иммуиосорбент готовили сополимериза-
цией белков аитисыворотки изобутиловым эфи-
ром хлоругольиой кислоты ("Merck", ФРГ) в 
0,2 М ацетатном буфере (рН 5,4) при 20 % 
концентрации белка [1]. Готовый иммуиосор-
бент хранили при 4 °С в 0,05 М трис-НС1-бу-
фере (рН 7,6) с 0,14 М NaCl (рабочий буфер) 
и 0,02 % азидом натрия. 

Активность урокиназы определяли в поли-
стиреновых пробирках (12X75 мм) в 3 этапа. 
На 1-м этапе к 5—10 мкл сорбента (связы-
вает 50 % индикаторной дозы урокиназы — 
ИДУ), суспендированного в 300 мкл рабочего 
буфера с 0,1 % бычьим сывороточным альбу-
мином, вносили 10—100 мкл анализируемых 
образцов сыворотки или стандарта (0,5— 
50 ME на пробу). После инкубации в тече-
ние 6 ч (время, минимально достаточное для 
достижения равновесного состояния) при 20 °С 
и постоянном встряхивании добавляли 4 мл 
рабочего буфера и центрифугировали п|>и 
2000 g в течение 10 мин при 4°С. При боль-
ших объемах образцов сыворотки или высо-
ких концентрациях ингибиторов урокиназы 
процедуру отмывки сорбента повторяли. На 
2-м этапе к осадкам добавляли 250 мкл ИДУ 
(1—5 ME на пробу) и инкубировали в течение 
ночи при тех же условиях. Чувствительность 
определения зависит от количеств сорбента и 
ИДУ (рис. 1), поэтому количества этих ингре-
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Рис. 1. Калибровочные графики определения 
урокиназы. 

По оси абсцисс — содержание урокиназы (в МЕ на 
пробу); по оси ординат — связывание (в %). А — 
10 мкл иммуносорбента, п Д У — 2,5 МЕ на пробу; 
Б — 5 мкл иммуносорбента, ИДУ — 1,0 МЕ на про-

бу. 

диентов и объем вносимого образца в опытах 
варьировали. На 3-м этапе после центрифу-
гирования в надосадочной жидкости опреде-
ляли остаточную ФЛ ИДУ. Анализ ФА осно-
ван на превращении ферментом плазминогена 
в плазмин с последующим гидролизом фибри-
на, равномерно распределенного в агаровом 
геле. Все реактивы готовили на рабочем буфе-
ре. 10 мл расплавленного 3,3 % агара ("Dif-
со", США) смешивали при 45 °С с 15 мл 0,9 % 
фибриногена и 0,5 мл тромбина (0,3 ЕД/мл, 
Каунас). Фибрин-агаровый гель формировали 
на пластиковой чашке Петри (диаметр 9 см), 
предварительно покрытой высушенной пленкой 
агара. В чашку вставляли матрицу с 19 от-
верстиями и пробивали лунки (диаметр про-
бойника 4 мм; рис. 2). Образцы вносили в 
объеме 20 мкл. По истечении с начала энзи-
модиффузии при 37 °С достаточного количе-
ства времени (5—18 ч) измеряли площадь зон 

• • 

9 f 

Рис. 2. Зависимость площади лизиса фибрина 
в агаровом геле от содержания урокиназы 

(фото). 

лизиса фибрина. Активность урокиназы выра-
жали в международных едирицах (МЕ), ис-
пользуя для построения калибровочных кри-
вых урокиназу фирмы "Green Cross". Для 
построения графиков использовали преобра-
зование log-logit. Для повышения чувствитель-
ности иммуносорбционного метода в ряде 
опытов к фибриногену добавляли плазммиогеи 
(12,5—200 мкг/мл), выделенный из сыворотки 
крови человека с помощью лизин-сефарозы 
("Sigma", США) по методу [7]. 

При изучении возможности определения 
урокиназы иммуносорбционным методом в 
присутствии ее высоко- и низкомолекуляр-
ных ингибиторов стандартные количества уро-
киназы инкубировали в течение 1 ч при 37 °С 
с цельной сывороткой крупного рогатого ско-
та, 0,05 мМ ингибитором трипсина из соевых 
бобов, 0,5 М беизамидином, 0,5 М аргинином, 
0,05 М е-аминокапроновой кислотой. 

Исследовали содержание иммунореактив-
ной урокиназы в сыворотке крови человека. 
Кровь получали от 20 здоровых доноров-муж-
чин (21—48 лет) на станции переливания кро-
ви клинической больницы № 6 Минздрава 
СССР (Москва), сыворотку хранили при 
—40 °С до использования. В качестве контро-
ля была взята смесь индивидуальных сыво-
роток, выдержанная в течение б ч при 20 °С 
при избытке иммуносорбента. Данные обра-
батывали статистически с применением /-кри-
терия Стыодента. 

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

Урокиназа, подобно другим высоко-
молекулярным антигенам, в комплек-
се с ингибиторами сохраняет сродство 
к поликлональным антителам иммуно-
сорбента. На 1-м этапе анализа анти-
ген как в свободном виде, так и в 
комплексе с ингибиторами присоеди-
няется к сорбенту; свободные ингиби-
торы удаляются при отмывке сорбен-
та. На 2-м этапе остаточная емкость 
сорбента насыщается ИДУ. На 3-м 
этапе по фибрииолитическому тесту 
определяется доля несвязавшейся 
ИДУ, которая отражает количество 
урокиназы, присутствующей в образце 
или стандарте на 1-м этапе. 

В соответствии с принципом метода 
были получены калибровочные графи-
ки (см. рис. 1). Ингибироваиие свя-
зывания ИДУ в зависимости от коли-
чества урокиназы описывается линия-
ми с крутым наклоном, причем с 
уменьшением ИДУ и мест связывания 
чувствительность определения значи-
тельно возрастает. Зная удельную ак-
тивность высокомолекулярной формы 
урокиназы (200 000 МЕ/мг) [15], мо-
жно рассчитать, что предел чувстви-
тельности иммуносорбционного метода 
сопоставим с таковым радиоиммуиоло-
гических методов определения высоко-
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Рис. 3. В л и я н и е 
п л а з м и и о г е н а на 
п р е д е л ы чувстви-
тельности опреде-
л е н и я Ф А И Д У . 
По оси абсцисс — 
содержание плазми-
иогена (в мкг/мл); 
по оси ординат — 
активность урокиназы 

(в МЕ/мл). 

молекулярных антигенов и составляет 
0,25 нг на пробу. Зона лизиса в фи-
брин-агаровом геле зависит в конеч-
ном счете от количества плазмина, об-
разуемого урокиназой из его зимоге-
на. Такое ферментативное сопряже-
ние позволяет значительно повысить 
чувствительность обнаружения уроки-
назы по фибринолизу путем внесения 
дополнительных количеств плазмиио-
гена (рис. 3). При том количестве 
плазмииогена, который присутствует в 
коммерческом препарате фибриногена 
из-за их взаимного сродства | 12], чув-
ствительность определения ФА состав-
ляет приблизительно 0,02 МЕ на про-
бу (1 МЕ/мл); при внесении насыщаю-
щих количеств плазмииогена этот по-
казатель снижается на порядок. Сле-
дует отметить также преимущества ко-
личественной визуализации ФА на фи-
брин-агаровом геле. Строго радиаль-
ная диффузия фермента объективизи-
рует процесс измерения образующего-
ся прозрачного кольца на матовом 
фоне (см. рис. 2). Плотность фибрин-
агарового геля позволяет осуществ-
лять любые манипуляции по переме-
щению чашек. При нанесении на чаш-
ку вместе с пробами внутренних стан-
дартов температура и продолжитель-
ность инкубации не лимитированы; 

5 10 20 50 

Р и с . 4. В л и я н и е в ы с о к о м о л е к у л я р н ы х (а) и 
н и з к о м о л е к у л я р и ы х (б) и н г и б и т о р о в на к а л и б -

р о в о ч н ы е г р а ф и к и о п р е д е л е н и я у р о к и н а з ы . 
По оси абсцисс — содержание урокиназы (в МЕ/ 
мл); по оси ординат — связывание (в %). J — сы-
воротка крови крупного рогатого скота; 2 — 0,05 мМ 
ингибитор трипсина из соевых бобов; 3 — рабочий 
буфер; 4 — 0.5 М бензамидин; 5 — 0,5 М аргииин; 

' в — 0,05 М е-амииокапроновая кислота. 

при этом с удлинением инкубации чув-
ствительность анализа ФА ИДУ возра-
стает. 

Результаты иммуносорбционного оп-
ределения урокиназы в присутствии 
ее ингибиторов различной природы 
иллюстрирует рис. 4. Сыворотка кро-
ви крупного рогатого скота была взя-
та как источник высокомолекулярных 
ингибиторов урокиназы [ 11], основ-
ным из которых является аг-макрогло-
булин, образующий с ферментом 
ковалентную тиоэфирную связь [9]. 
Ингибитор трипсина из соевых бобов 
представляет собой другой высокомо-
лекулярный (мол. масса 21 000) ин-
гибитор, взаимодействующий с уроки-
назой нековалентно [8]. В качестве 
представителей низкомолекуляриых 
ингибиторов, действующих по типу 
конкурентного ингибироваиия, были 
исследованы бензамидин, аргинин, 
е-аминокапроновая кислота [6]. Ка-
либровочные графики в присутствии 
всех перечисленных соединений и сы-
воротки крови оказались близки или 
идентичны. 

Возможность анализа урокиназы им-
муносорбциониым методом в присут-
ствии ингибиторов позволила опреде-
лить содержание фермента в сыворот-
ке крови здоровых людей. Уровень 
иммунореактивной урокиназы составил 
166+8,9 МЕ/мл (индивидуальные ва-
риации от 107 до 260 МЕ/мл). После 
предварительной иммуиосорбции сы-
воротка крови утрачивала иммунокон-
куреитность в условиях определения 
активности урокиназы. 

Клиническое значение определения 
активности урокиназы в крови и дру-
гих биологических жидкостях до сих 
пор не оценено. Измерение этого по-
казателя может оказаться диагности-
чески и прогностически важным не 
только при тромбозах или иных нару-
шениях свертывающей системы крови. 
Биосинтез и секреция урокиназы осу-
ществляются ограниченным числом 
нормальных тканей, главным образом 
почками [3]. Урокиназа может быть 
тканеспецифическим белком почки, а 
его уровень в крови или моче — био-
химическим тестом на функциональное 
состояние почек. Неопластическая 
трансформация клеток различного тка-
невого происхождения сопровождается 
значительным увеличением содержа-
ния и секреции активаторов плазми-
иогена, что служит биохимическим 

135 



маркером неопластического состояния 
клеток как in vivo, так и in vitro [5]. 
Следовательно, определение активно-
сти урокиназы может иметь важное 
значение у онкологических больных. 

Необходимо подчеркнуть, что поло-
женный в основу метода иммуносор-
бционный принцип позволяет измерять 
в крови уровень не только урокиназы, 
но и других протеаз, ингибируемых 
сывороточными белками. 
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IMMUNOSORPTION PROCEDURE FOR ESTI-
MATION OF UROKINASE 

V. A. Jsachenkov, O. P. Vakulina, V. A. To-
milin 

Institute of Biomedical Technology, Ministry of 
Public Health of the USSR, Moscow 

An immunosorption procedure is developed 
for quantitative estimation of plasminogen acti-
vator of the urokeinase type in human blood 
serum. The procedure involved sorption of uro-
kinase from blood serurn using polyclonal anti-
bodies to the enzyme as a sorbent at the first 
step of the assay. Concentration of the immu-
noreactive urokinase in a preparation correlated 
with the absorbed fraction of standard uroki-
nase added into the sample at the second step 
after washing of the sorbent. The residual fibri-
nolytic activity of the standard dose was de-
tected in fibrin-agar gel. Results of the assay 
were not altered in presence of high molecular 
(bovine blood serum, soy bean inhibitor of 
trypsin) and low molecular inhibitors of uro-
kinase (benzarnidine, arginine, e-aminocapronic 
acid). Sensitivity of the assay constituted 
0.05 IU/sample (2.5 IU/ml, 0.25 ng/sample) 
and might be increased by a decimal order af-
ter addition of plasminogen into fibrin-agar 
gel. Content of urokinase in blood serum of 
healthy men (21-48 years old) was equal to 
166=fc8.9 IU/ml with individual variations from 
107 to 260 IU/ml. 
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