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Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я КО ЛЛЕ ГИ Я 

ВОПРОСЫ 
М Е Г А 1 Л М И М О К О Й 

ХИМИИ 



УДК HI(>.12-008.331.1-021.3-092.9-07:[616.12-008.939.6:577.123.3] + 616.132-008.939.15-39]-074 

E. M. Васильева, А. Г. Зябкина 

А К Т И В Н О С Т Ь А Т Ф А З , С О Д Е Р Ж А Н И Е Ц И К Л И Ч Е С К И Х 

Н У К Л Е О Т И Д О В В С Е Р Д Ц Е И П Е Р Е К И С Н О Е О К И С Л Е Н И Е 

Л И П И Д О В В А О Р Т Е С П О Н Т А Н Н О ГИ П Е Р Т Е Н З И В Н Ы Х К Р Ы С 

ПИИ педиатрии АМН СССР, Москва 

Градиент одно- и двухвалентных ка-
тионов является необходимым услови-
ем для жизнедеятельности клеток. 
Имеется значительное число работ [6, 
9], в которых одной из причин возник-
новения гипертонической болезни 
предполагается нарушение ионного го-
меостаза, в регуляции которого значи-
тельная роль принадлежит циклазиой 
системе клетки. Имеющиеся в литера-
туре данные относительно активности 
АТФмз при эссенциальной гипертеизии 
весьма разноречивы. Так одни авторы 
|9, 14, 291 обнаружили снижение ак-
тивности Na~'~, К+-АТФазьт у крыс со 
спонтанной гипертензией. По данным 
других авторов [12, 15, 26], активность 
указанного фермента возрастала по 
сравнению с нормотензивными живот-
ными. Остается невыясненной и вза-
имосвязь перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) с развитием артериальной 
гипертеизии. 

М е т о д и к а 
Исследовали активность АТФаз у нормо-

тснзивных взрослых крыс линии Вистар-Киото 
(WKY) и спонтанно гипертеизивных крыс ли-
нии Окамото-Аоки (SHR) . В эксперимент бра-
ли крыс-самцов, масса которых к 4 мес со-
ставляла 334dz 10,4 г (WKY) и 3004=7,9 г 
(SHR) , р < 0 , 0 5 . Артериальное давление соот-
ветственно 115,7=1=2,0 и 160,7=1=3,1 мм рт. ст.; 
р < 0 , 0 0 1 . Kpi>ic забивали под легким эфир-
ным наркозом, сердце быстро выделяли и пср-
фузировали по модифицированной методике 
Лаигендорфа. После 25-минутной перфузии 
сердце помещали в среду выделения на ле-
дяную баню и дальнейшие процедуры про-
водили на холоду при 2—4°С. Для выделе-
ния мембранных фракций использовали моди-
фицированные методики Tacla et al. [27] и 
Levitsky et al. [19]. Сердца 3—4 крыс объеди-
няли и гомогенизировали в 4 объемах среды 
выделения, содержащей 100 мМ NaCl в 5 мМ 
гистидиновом буфере рН 7,2 (СВ|) . Гомогепат 
для лучшего разрушения клеток центрифуги-
ровали 30 мин при 60 000 g. Надосадок от-
брасывали, а осадок гомогенизировали в стек-
лянном гомогенизаторе в С В, и центрифу-
гировали при 600 g, 10 мни. Полученный над-
осадок фильтровали через 4 слоя марли и 
центрифугировали 20 мин при 1 1 000 g. Акто-
миозии удаляли, добавляя к надосадку рас-
твор, содержащий 3 М 1<С1, 0,1 мМ ЭГТА, 
€,2 % альбумина, до концентрации KCI 0,6 М. 

Через 30 мин экстракции на холоду, проводи-
мой при медленном помешивании, суспензию 
центрифугировали при 2000 g 20 мни, осадок 
отбрасывали, а надосадок повторно центрифу-
гировали при 1 1 000 g, 20 мин. Полученный 
осадок использовали для выделения фракции 
тяжелого саркоплазматического ретикулума 
(TCP). Надосадочную жидкость делили на 
2 части, одну из них центрифугировали при 
45 000 g 90 мин, осадок суспендировали в 
СВ.2 (5 мМ гистидина, 0,1 мМ ЭГТА, рН 7,2) 
с добавлением 0,01 % тритона Х-100 [8], 
экстрагировали на мешалке 10 мин и вновь 
центрифугировали при 45 000 g 60 мин. Над-
осадок отбрасывали, а осадок дважды про-
мывали 5 мМ гистидиновым буфером рН 7,2 
с последующим осаждением (фракция легкого 
саркоплазматического ретикулума Л CP) . 
Осадок суспендировали в среде хранения, со-
держащей 0,25 М сахарозы, 5 мг/мл альбу-
мина, 5 мМ гистидина, рН 7,2 (СХ|) и хра-
нили при —20 °С до I мес. 

Вторую половину надосадка, предназна-
ченную для выделения плазматических мем-
бран, центрифугировали при 22 000 g 30 мин, 
осадок отбрасывали, а полученный надосадок 
инкубировали с 0,1 % додецилсульфатом нат-
рия, 15 мин на холоду. Суспензию центрифу-
гировали при 200 000 g 30 мин. Осадок дваж-
ды промывали гистидиновым буфером 5 мМ 
рН 7,4, суспендировали в среде хранения 
(СХ2), содержащей 0,25 М сахарозы, 10 мМ 
гистидина, 0,2 % альбумина, рН 7,4 и хранили 
при 20 °С. Для определения АТФазиой актив-
ности использовали среды следующих соста-
вов: 30 мМ имидазола, 100 мМ NaCl, 20 мМ 
КС!, 3 мМ MgCl2 , 3 мМ Na2-ATO, рН 7,4 
(общая АТФаза) ; 120 мМ NaCl, 3 мМ MgCI2, 
30 мМ имидазола, 3 мМ уабаииа, 3 мМ Na2-
АТФ рН 7,4 (Са2+, Мд 2 +-АТФаза) . Об актив-
ности № + - К + - А Т Ф а з ы судили по разности 
между активностью общей, Са 2 + , Mg 2 1 -АТФаз. 
Активность Са 2 + -АТФазы определяли по раз-
ности между активностью фермента в среде, 
содержащей 30 мМ имидазола, 30 мМ NaCl, 
0,5 мМ СаС12, 4 мМ MgCl2 , 4 мМ Na a-ATO 
рН 7,0 в присутствии или отсутствии 1 мМ 
ЭГТА [18]. Все растворы готовили на де-
ионизированиой воде. Об АТФазиой актив-
ности судили по приросту неорганического 
фосфата в среде инкубации. Фосфор опреде-
ляли по Лоури — Лопецу, белок—-по Лоури. 

Содержание цАМФ и цГМФ в ткани серд-
ца определяли радиоиммунным методом с при-
менением стандартных наборов фирмы «Амер-
шам». 

Д л я определения продуктов П О Л сразу 
после забоя выделяли аорту, отмывали ее в 
ледяном 0,9 % растворе КС1, гомогенизирова-
ли на холоду сначала в фарфоровой ступке, 
затем в стеклянном гомогенизаторе. На 10 мг 
ткани брали 1 мл 0,1 М фосфатного буфера 
рН 7,6. Дальнейшие определения малонового 
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д и а л ь д е г и д а ( М Д А ) и д и е н о в ы х к о н ъ ю г а т о в 
( Д К ) в г о м о г е н а т е о с у щ е с т в л я л и по м е т о д у 
[7J . С т а т и с т и ч е с к у ю о б р а б о т к у п р о в о д и л и 

с и с п о л ь з о в а н и е м / - к р и т е р и я С т ы о д е и т а . 

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

Как видно на рис. 1, активность 
Са2+- и Na+, К'-АТФаз в плазматиче-
ских мембранах у животных линии 
SHR больше, чем у крыс WKY соответ-
ственно на 163 и 100% (р<0 ,05 ) . 

Считают, что причиной артериаль-
ной гппертепзии является генетический 
д е ф е к т, в ы р а ж е н н ы й в умет i ь ш е н и v \ 
способности организма выводить нат-
рий, что приводит к увеличению об-
щего объема крови и повышению ар-
териального давления и (или) повыше-
нию скорости поступления Са2+ в клет-
ку [6, 9]. На основании полученных 
нами данных можно предположить, 
что генетически детерминированный 
повышенный уровень Na 1 и Са2+ в 
клетке обусловливает изменения в био-
химических механизмах, направленные 
на поддержание ионного градиента па 
допустимом для жизнедеятельности 
клеток уровне. , 

Во фракциях легкого и тяжелого 
саркоплазматического ретикулумов ак-
тивность N+, К+-АТФазы у крыс линии 
SHR также была выше, чем у крыс 
линии WKY, но и у тех, и у других 
животных она была ниже, чем во 
фракции плазматических мембран. 
Присутствие N К ~ ь - А Т Ф а з н о й актив-
ности в этих фракциях подтверждает-
ся публикациями [2 | . 

Данные об активности Na~!~, К+-
АТФазы при артериальной гипертеп-
зии, как уже говорилось выше, весьма 

Р и с . I. А Т Ф а з н а я а к т и в н о с т ь в р а з л и ч н ы х 
ф р а к ц и я х с е р д ц а к р ы с . 

IIM плазматические мембраны, JICP— легкий сар-
коплазматический ретикулум, TCP —• тяжелый сарко-
плазматичсткий ретикулум. Здесь и на рис. 2 и 3: / — 

Са2+, Mg2+-ATOa3a, 2 - - Са*+-АТФаза, 3— Na+, K+-
АТФаза. Светлые столбики — нормотеизивмые крысы; 
заштрихованные — спонтанно гипертензивные. Звез-
дочка —• р<0,05 относительно иормотензивмой группы 
животных. По оси ординат • - в мкмоль Ф н на I мг 

белка за I ч. 

разноречивы: одни авторы обнаружи-
ли так называемый натрийуретический 
гормон, ингибирующий Na+, К'-АТФ-
азу и считают, что активность Na ] , К+-
АТФазы при гипертензии снижена |9, 
14]. По данным других авторов | 10, 
12, 15, 26], активность Na1 , К+-
АТФазы у животных линии SHR в 
1,5—2 раза выше, чем у крыс линии 
WKY. Возможно, что у крыс линии 
SI 1R преобладают механизмы долго-
срочного контроля за активностью 
ферментов, поддерживающих ионный 
гомеостаз клетки [15]. Это может осу-
ществляться путем индукции биосинте-
за фермента, в частности, за счет уве-
личенного биосинтеза альдостерона в 
надпочечниках, что обнаружено у крыс 
линии SHR [5, 22, 24]. Возможна 
т а к ж е д е м а с к и р о в к а латентно й ф о р -
мы фермента [2, 10], которая активи-

руется микромолярными концентрация-
ми Са2+ [11]. Существуют данные о 
значительном увеличении вымывания 
К1 из аорты крыс SI1R [17], а как из-
вестно, К + конкурирует с уабаином, 
препятствуя его связыванию с фермен-
том. Это также может являться причи-
ной повышения активности Na+, К1-
АТФазы. 

Активность Са2+, А^2 +-АТФазы у 
животных линии SHR во фракции 
ЛСР на 121 % (р<0 ,01) была выше, 
чем у крыс WKY. В то же время ак-
тивность Са2+-АТФазы во фракциях 
ЛСР и TCP была снижена по сравне-
нию с иормотеизивными животными. 
Известно, что в связывании Са21 сар-
коплазматическим ретикулумом при-
нимают участие 2 независимых друг 
от друга компонента, с малым и очень 
высоким сродством к Mg2+. Посколь-
ку последний, по-видимому, обеспечи-
вает транспорт Са2-1" [4], снижение 
Са2+-АТФазы может привести к ком-
пенсаторному увеличению активности 
Са2+, М§2+-АТФазы, что согласуется 
с данными [29] о снижении у крыс 
SHR способности к связыванию Са2-1-. 

Исследование уровня циклических 
иуклеотидов показало, что содержание 
цАМФ в ткани сердца KpbicSHR (рис. 
2) значительно выше по сравнению с 
иормотеизивными животными (па 
191%; р<0,05) , тогда как количество 
цГМФ было несколько снижено. Рядом 
авторов [1, 23, 281 показано, что 
цАМФ увеличивает содержание Са2+ и 
Na+ в цитоплазме. Имеются сведения, 
что ионы натрия сами по себе увеличи-



Рис. 2. Содержание циклических нуклеотидов 
в сердце крыс. 

По оси ординат — в пмоль на 1 мг ткани. 

Рис. 3. Содержание малоиового диальдегида 
(МДА) и диеновых конъюгатов ( Д К ) в аорте 

крыс. 
По оси ординат — в мкмоль па 1 мг белка. 

вают уровень цАМФ в 2,5 раза. Одна-
ко цАМФ может вызывать дозозависи-
мое увеличение активности Na+ , К+-
АТФазы [21], а также стимулировать 
захват Са2Н" саркоплазматическим ре-
тикулумом [1]. Эти данные, свиде-
тельствующие об увеличенном содер-
жании ионов Na и Са2+ в клетке при 
спонтанной гипертензии, согласуются 
с нашими данными о параллельном 
(компенсаторном) увеличении количе-
ства цАМФ и активности К+-
АТФазы в плазматической мембране и 
Са2+-, М ^ - А Т Ф а з ы во фрак-
ции ЛСР сердца у крыс ли-
нии SHR. При этом нельзя, 
однако, исключить влияния гипертро-
фии сердца per se, имевшее место у 
находившихся в данном исследовании 
взрослых крыс с длительной стойкой 
гипертеизией, что требует дальнейше-
го изучения. 

В связи с тем, что исследование 
АТФазной активности и содержания 
циклических нуклеотидов проводили 
на перфузируемом сердце, во избежа-
ние искажения данных образование 
продуктов ПОЛ изучали в гомогенате 
аорты тех же крыс. Оказалось, что об-
разование ДК и МДА у крыс линии 
SHR снижено по сравнению с крысами 
WKY. Однако это правомерно только 
для средних значений. Было установ-
лено, что по образованию ДК и МДА 

нормотензивные крысы WKY делятся 
на 2 подгруппы: с высокой и низкой 
способностью к ПОЛ. Причем уровень 
продуктов ПОЛ во 2-й подгруппе был 
даже ниже, чем у крыс SHR (рис. 3). 
Образование ДК и ЛАДА в 1-й под-
группе крыс WKY в несколько раз 
превышало аналогичные показатели у 
крыс S1IR. Мы полагаем, что это мож-
но объяснить следующим: в экспери-
менте использовали крыс линии WKY, 
из которых была выведена линия спон-
танно гипертензивных животных. У 
крыс линии WKY существует наслед-
ственная предрасположенность к ги-
пертензии, но таковая не развивается. 
Не исключено, что при определенных 
неблагоприятных условиях у крыс ли-
нии WKY со сниженными процессами 
ПОЛ могла бы развиться гипертеизия. 

В этой связи следует иметь в виду, 
что в нормальной клетке процессы 
ПОЛ являются физиологически необ-
ходимыми, так как благодаря им окис-
ленные фосфолипиды становятся до-
ступными действию фосфолипаз. Уста-
новлено, что перекиси липидов снижа-
ют поглощение Са2+ саркоплазматиче-
ским ретикулумом и уменьшают актив-
ность Са21 -АТФазы [25]. цГМФ акти-
вирует Са-фосфорилазу, увеличивая 
количество свободных жирных кислот 
в клетке, ингибирует активность Na~b, 
К+-АТФазы [3]. Эти данные согласу-
ются с нашими результатами об одно-
временном более высоком уровне 
цГМФ, активации ПОЛ и снижении 
активности Na-, К+-АТФазы у крыс 
WKY по сравнению с животными ли-
нии SHR. Поскольку в случае с крыса-
ми SIIR речь идет о долговременной 
адаптации организма к высокому уров-
ню артериального давления, можно 
предположить, что снижение интенсив-
ности ПОЛ у этих животных па позд-
них стадиях артериальной гипертензии 
играет положительную роль, давая 
возможность клеткам интенсивно ре-
гулировать нарушенный ионный ба-
ланс за счет активации транспортных 
АТФаз. В то же время снижение обра-
зования МДА может косвенно указы-
вать на угнетение биосинтеза сосудо-
расширяющих простагландина Е2 и 
простациклина, что усугубляет разви-
тие гипертензии [13]. 
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ACTIVITY OF ATPASES, CONTENT O F CYC-
LIC NUCLEOTIDES IN HEART T I S S U E AND 
LIPID PEROXIDATION IN AORTA O F 

SPONTANEOUSLY HYPERTENSIVE RATS 

E. M. Vasil'eva, A. G. Zyabkina 

Insti tute of Pediatrics, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Activities of Na+,K+- and Ca2+, Mg 2+-
ATPases as well as content of с AMP were 
increased in heart t issues o>f spontaneously hy-
pertensive rats as compared with normotensive 
animals. On the other hand, the rate of lipid 
peroxidation was decreased in aorta of the 
hypertensive rats . 
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В Л И Я Н И Е A J I J I O K C A H A I N V I T R O Н А А К Т И В Н О С Т Ь 
Н Е К О Т О Р Ы Х Ф Е Р М Е Н Т О В Ф О С Ф О Р Н О Г О О Б М Е Н А 

Институт биохимии АН Армянской ССР, Ереван 

Аллоксан и стрептозотоции исполь-
зуют при моделировании диабета в 
экспериментах на животных. Изучены 
вызываемые аллоксаном нарушения в 
некоторых звеньях углеводио-фосфор-
ного обмена в тканях, происходящие 
вследствие перерождения р-клеток 
островков Лангергаиса [1, 6, 12, 14]. 
Наряду с диабетогенным действием на 
ранних этапах после введения аллокса-
на могут отмечаться неспецифические 

изменения отдельных звеньев метабо-
лизма, что, по-видимому, связано с 
влиянием аллоксана на внутриклеточ-
ные механизмы окислительного обме-
на [5, 8, 13]. In vivo аллоксан восста-
навливается в клетках в диалуровую 
кислоту, повторное окисление которой 
кислородом приводит к образованию 
таких цитотоксических свободных ра-
дикалов, как О*; или ОМ * [7, 10, 
11]. Через 3 ч после введения аллокса-
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