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Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я КО ЛЛЕ ГИ Я 
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E F F E C T OF TETRACYCLINE AND SIL1BORE 
ON L I P I D PEROXIDATION IN RAT LIVER 

T I S S U E OF VARIOUS AGE G R O U P S 

I/. 1/. Lemeshko, E. G. Dorkina, Yu. V. Nihil-
chenko, Yu. K. Vasilenko 

Inst i tute of Biology, S ta te University, Kharkov 

As shown by accumulation of malonic dial-
dehyde and chemiluminescence rate monitoring, 
tetracycline activated both NADPH- and ascor-
bate-dependent lipid peroxidation in liver tissue 
of 1, 3, 12 and 24 m o n t h s old rats. The most 
distinct induction of lipid peroxidation was ob-
served in old animals, which appears to occur 
due to a decrease in efficiency of NADPH-
GSH-clependent enzymatic antioxidant system. 
Silibore prevented the s t imula t ing effect of 
tetracycline on enzymatic and nonenzymatic li-
pid peroxidation, being apparent ly involved in 
hepatoprotective effect. 

УДК 616.633.1:577.152.344.042]-074 

Jl. С. Лобарева, Л. В. Платонова, С. Э. Рабинович, М. В. Палюлина, 
Т. С. Пасхина 

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

И З М О Ч И И О Ч И С Т К И Т К А Н Е В О Г О К А Л Л И К Р Е И Н А 

И К И С Л О Т О С Т А Б И Л Ь Н О Г О И Н Г И Б И Т О Р А Т Р И П С И Н А 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Известно, что моча человека содер-
жит ряд физиологически активных бел-
ков, среди которых присутствуют 
тканевый калликреин [16] и кислото-
стабильный ингибитор трипсина [9, 
26]. 

Калликреин мочи человека (КМЧ) 
[К.Ф. 3.4.21.35] является биохимиче-
ским и иммунологическим эквива-
лентом тканевых калликреинов, при-
сутствующих в слюнных железах и 
слюне, панкреатическом соке, секре-
тах предстательной железы и других 
экскреторных органов [15]. Физиоло-
гическая роль и патогенетическое зна-
чение тканевых калликреинов как 
высокоспецифичных кииииогеназ и 
продессинг-протеииаз, у ч а с т в у ю щ и х 
в образовании биологически актив-
ных факторов (гормонов, ростовых 
факторов и др.), в настоящее время 
интенсивно изучаются [25]. Измере-
ние содержания этих ферментов в 
биологических жидкостях может быть 
использовано с диагностическими це-
лями при определенных заболева-
ниях, например при болезнях почек 
и гипертонических состояниях [7, 8]. 
Калликреин мочи необходим как 
антиген для разработки отечествен-
ного диагностикума для радиоимму-
нологического и иммуиоферментного 
определения тканевых калликреинов. 

Ингибитор трипсина мочи (ИТМ) 
представляет собой продукт ограни-
ченного протеолиза иитер-а-ингибито-

ра трипсина плазмы крови, характе-
ризуется широким спектром антипро-
теазного действия и является мощ-
ным а нти воспалительным фактором 
[17]. Он может быть использован в 
лечении заболеваний, при которых 
происходит ч р е з м е рна я актива ция 
протеолитических систем в организме 
больных. В эксперименте па живот-
ных показано лечебное действие 
ИТМ при бронхиальной патологии 
[10]. Установлены противошоковый 
[11], противовирусный [13] и радио-
защитный эффекты ИТМ [24]. Полу-
чены первые результаты по исполь-
зованию ИТМ как лекарственного 
препарата при экспериментальном 
панкреатите у собак и в условиях 
плазмосорбции у больных аортоарте-
риитом [4]. ИТМ необходим также 
как антиген для разработки высоко-
чувствительных методов определения 
его в моче, что требуется для диагно-
стики некоторых заболеваний почек, 
например, гломерулонефрита, пере-
ходящего в стадию хронической по-
чечной недостаточности [5]. 

Вышеприведенное свидетельствует 
о возможности использования КМЧ 
и ИТМ в практической медицине с 
диагностическими или лечебными це-
лями и делает необходимой разра-
ботку простых препаративных мето-
дов выделения фермента и ингибито-
ра из мочи. Известные к настоящему 
времени способы получения КМЧ и 
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ИТМ основаны на предварительном 
концентрировании всех белков мочи 
с их последующим разделением [9, 
161 или па избирательной сорбции 
КМЧ [21] и ИТМ [3, 22, 26] из мочи. 
Эти методы являются достаточно 
трудоемкими, требующими дорогих 
импортных реактивов и, главное, не 
позволяющими выделять из мочи оба 
белка одновременно. Цель настоящей 
работы заключается в разработке 
высокоэффективного препаративного 
метода одновременного выделения 
из мочи калликреина и ингибитора 
трипсина, что представляет собой 
первый этап на пути их дальнейшей 
раздельной очистки. 

М е т о д и к а 
В работе использовали следующие препара-

ты: трипсин («Spofa», Ч С С Р ) , этиловый эфир 
Ы-бензоил-Ь-аргинина (БАЭЭ) («Реахим», 
С С С Р ) , этиловый эфир N-ацетил-L-фенилала-
нил-Ь-аргинина, синтезированный в нашей ла-
боратории в соответствии с методикой [14, 
20J, лиофилизированную алкогольдегидрогена-
зу из д р о ж ж е й («Reanal», Венгрия) , никотин-
амидадениндинуклеотид (НАД) («Reanal», 
Венгрия) , трис- (гидроксиметил) -аминометан 
(Олайнский завод химреактивов, С С С Р ) , хито-
зан (Московский завод химреактивов им. Вой-
кова, ТУ 6-09-05-998—79; С С С Р ) , остальные 
реактивы отечественного производства квали-
фикации х. ч. 

Мочу получали от здоровых добровольцев-
мужчин в возрасте 30—40 лет. 

КМЧ и ИТМ выделяли из мочи по следую-
щей методике. К определенному объему мочи 
добавляли равный объем водопроводной воды 
и сухой хитозан из расчета 5—10 г на 1 л мо-
чи. Смесь подкисляли до рН 5,0—6,0 с по-
мощью 2N НС1 и перемешивали при комнатной 
температуре в течение 1—2 ч, затем мочу де-
кантировали, а сорбент тщательно промывали 
водопроводной водой до полного снижения в 
промывных водах оптической плотности при 
280 им. Сорбированные на хитозане белки 
элюировали 1N аммиаком, 2 - - 3 раза обраба-
тывая сорбент небольшими порциями аммиака 
прямо в объеме или используя для элюции ко-
лонки. Элюаты с рН от 8,0 до 10,0 объединяли 
и концентрировали на мембране UM-10 фирмы 
«Амикон». Эта процедура позволяет извлечь 
КМЧ и ИТМ из мочи практически полностью 

Активность тканевого калликреина в моче 
и элюатах с хитозана определяли по скорости 
гидролиза этилового эфира Ы-ацетил-Ь-фенил-
аланил-Ь-аргинина. Количество отщепляемого 
в процессе ферментативной реакции этанола 
определяли по количеству Н А Д - Н , образован-
ного из Н А Д в реакции, сопряженной с окис-
лением этанола в ацетальдегид в присутствии 
алкогольдегидрогеназы [20]. Активность КМЧ 
выражали в микромолях субстрата, гидроли-
зуемого ферментом за 1 мин в 0,1 М трис-
HCl-буфере рН 8,8—8,9, содержащем 0,15 М 
семикарбазида, 25 °С. 

Активность ИТМ в моче и элюатах с хито-
зана измеряли по торможению гидролиза эти-

лового эфира Ы-бензоил-Ь-аргинина трипсином 
и выражали в условных ингибиторных едини-
цах (ИЕ) [1]. 1 И Е соответствует количеству 
ингибитора, тормозящему гидролиз трипсином 
1 мкмоля субстрата за 1 мин в 0,05 М трис-
HCI-буфере рН 8,0, 25 °С. 

Содержание белка в моче и элюатах опре-
деляли методом [19] после предварительного 
диализа . 

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

В данной работе предложен про-
стой метод одновременного выделе-
ния из мочи двух физиологически 
активных белков — КМЧ и ИТМ. 
Особенностью метода является ис-
пользование хитозана как сорбента 
для извлечения КМЧ и ИТМ из раз-
бавленной мочи при рН 5,0—6,0 и 
комнатной температуре с последую-
щей элюцией обоих белков 1N 
аммиаком. 

Хитозан является продуктом щелоч-
ного гидролиза природного полиса-
харида — хитина — и довольно ши-
роко используется в промышленности 
и медицине [6]. Хитозан представля-
ет собой полимер из остатков глюко-
замина, соединенных р-1-И-связыо. 
Известно использование хитозана 
как носителя для иммобилизации ми-
кроорганизмов [18] и ферментов 
[27, 28]; применяется он и для 
о ч ист к и некоторых белков, например, 
лизоцима из куриных яиц [23]. Не-
давно была показана возможность 
и с п о л ьзо в а н и я х и тоз а и а д л я о ч ист к и 
калликреина мочи [12]. 

В настоящей работе хитозан при-
меняли, учитывая его апионообмеп-
пые свойства [6], для извлечения из 
мочи КМЧ и ИТМ — белков, близ-
ких по физико-химическим свойст-
вам и, главное, имеющих низкие 
изоэлектрические точки (ИЭТ) [2, 
21]. Нами показано, что полпота 
сорбции фермента и ингибитора на 
хитозане зависит от рН мочи, коли-
чества добавленного хитозана, вре-
мени сорбции, а также от разбавле-
ния мочи. На рис. 1 приведены дан-
ные по эффективности сорбции КМЧ 
и ИТМ в зависимости от рН. Как 
следует из рис. 1, оптимальная зона 
рН для сорбции фермента и ингиби-
тора 5,0—6,0. В этих условиях оба 
белка сорбируются на хитозане прак-
тически количественно. При более 
высоких или более низких значениях 
рН мочи связывание КМЧ и ИТМ с 
сорбентом снижается. Так, при рН 
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Рис. 1. Зависимость сорбции КМЧ и ИТМ па 
х'итозане от рН мочи. 

Здесь и на рис. 2: / — КМЧ, I / ИТМ. По оси абс-
цисс - рН; по оси ординат здесь и на рис. 2 сорб-

ция белком, % к исходной величине. 

Рис. 2. Зависимость сорбции КМЧ и ИТМ от 
количества хитозана в 1 л мочи. 

По оси абсцисс — количество добавленного хитозана, 
г па 1 л мочи. 

4,0 степень сорбции для фермента 
15%, для ингибитора 5 0 % ; при рН 
7,3 для фермента 50 %, для ингиби-
тора 19 %. Очевидно, хитозан как 
слабый анионообменник связывает в 
диапазоне рН 5,0—6,0 те белки мо-
чи, которые характеризуются низки-
ми ИЭТ, в том числе КМЧ с ИЭТ 
3,5; 3,8; 4,1 [21] и ИТМ с ИЭТ 3,9— 
4,0 [2]. Следует отметить, что 100% 
связывание фермента и ипгиби-
битора с хитозаиом наблюдается 
только из мочи, разбавленной водой 
по крайней мерс в 2 раза. Из нераз-
ведеппой мочи сорбция КМЧ и 
ИТМ не превышает 50 % от исходно-
го, что, по-видимому, объясняется 
высокой ионной силой мочи, пре-
пятствующей связыванию белков с 
сорбентом. Оптимальное количествен-
ное соотношение хитозана и мочи 
5—10 г/л, что обеспечивает 80— 
100 % сорбцию фермента и ингибито-
ра (рис. 2). При уменьшении коли-
чества сорбента до 2 г/л с хитозаиом 
связывается несколько больше поло-
вины исходного ИТМ; при этом поч-
ти нет сорбции КМЧ. Оптимальная 
продолжительность сорбции 2 ч. За 
1 ч с хитозаиом связывается практи-
чески весь фермент и примерно 70 % 
исходного количества ингибитора. 

Хитозан сорбирует всего 7—10% 
от общего количества белка мочи, а 
КМЧ и ИТМ связываются с ним 
практически полностью. Это дает 
возможность даже в больших препа-
ративных опытах получать 80—90 % 
выход фермента и ингибитора при 
10-кратной очистке обоих компонен-
тов (см. таблицу). 

Стадия сорбции КМЧ и ИТМ на 
хитозане с последующей элюцией IN 

аммиаком и концентрированием элю-
атов па мембране UM-10 является 
общей в схеме очистки калликреина 
и ингибитора трипсина. Далее с по-
мощью аффинных сорбентов (контри-
ка л-сефарозы для КМЧ и химотрип-
сип-сефарозы для ИТМ) осуществля-
ется раздельная очистка фермента и 
ииг и б и то р а. X р о м а тог р а ф и я э л ю а т а 
с хитозана и а контрикал-сефарозе 
11 оз во л я ет отдел и т ь К МЧ, с в язы в а -
ющийся с сорбентом, от ИТМ, оста-
ющегося в растворе. Последующая 
очистка КМЧ на ДЭЛЭ-сефарозе и 
гель-фильтрация па сефадексе G-100 
позволяют получить гомогенный пре-
парат КМЧ, очищенный в 1050 раз с 
35 % выходом (от исходной активно-
сти). Хроматография фильтрата, по-
лу чем мо го п ос л е связывания К М Ч, 
па химотрипсин-сефарозе с последу-
ющим обессоливанием позволяет по-
лучи ть высокооч и щейны й п реп а р ат 
ингибитора с удельной активностью 
66 ИЕ/мт белка и с 70 % выходом от 
исходной активиости. 

Таким образом, используя в качест-
ве сорбента хитозан, удается из-
влечь из мочи почти количественно 
КМЧ и ИТМ с 10-кратной очисткой 
каждого компонента. Расход хитоза-
на всего 5—10 г на 1 л мочи, причем 
использовать его можно многократ-
но, отмывая водой и высушивая. 
Представляя собой довольно крупные 
пластинки неправильной формы, хи-
тозан очень быстро оседает, что об-
легчает работу по отмыванию сорбен-
та и сводит к минимуму потери па 
этой стадии. Аффинная и ионообмен-
ная хроматография в ходе дальней-
шей раздельной очистки КМЧ и 
ИТМ дает возможность получить вы-
сокоочищенные препараты фермента 
и ингибитора с хорошим выходом. 
Следует также отметить, что хитозан 
извлекает из мочи гораздо меньше 
пигмента, чем другие сорбенты, ис-
пользуемые для получения КМЧ и 
ИТМ, поэтому уже после аффинной 
хроматограф и и препарат ы фермента 
и ингибитора не окрашены, что за-
метно облегчает дальнейшую очистку. 
В известных препаративных спосо-
бах получения КМЧ с помощью си-
ликагеля [21] и ИТМ с помощью 
QAE-сефадекса [3] авторы вынужде-
ны для удаления пигмента вводить 
дополнительную стадию очистки: в 
первом случае — хроматографию на 
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Очистка тканевого калликреина и кислотостабильного ингибитора трипсина из мочи с помощью 
хитозана 
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И с х о д н а я моча 100 7759 100 903 100 0 ,12 1 5400 100 0 , 7 1 
Очищенный препа-

рат (сорбция на хи-
тозане , элюция 1 N 
аммиаком, концент-
рирование на мембра-

12 не UM-10) 0 , 3 555 7 720 80 1,3 10 4800 90 8 , 7 12 

* Активность определяли по гидролизу этилового эфира Ы - а ц е т и л - Ь - ф е н и л а л а н и л - Ь - а р -
г и ним а. 

>,:* Активность определяли по торможению гидролиза этилового эфира Ы-бензоил-Ь-арги-
нина трипсином. 

TSK геле G300 SWG, во втором 
на полиамиде. 

Исследования показали перспек-
тивность использования хитозана как 
дешевого отечественного сорбента 
для одновременного крупномасштаб-
ного получения из мочи двух физио-
логически активных белков — КМЧ 
и ИТМ, которые могут быть исполь-
зованы в практической медицине как 
для приготовления лекарственных 
препаратов, так и с диагностически-
ми целями. 
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EFFECTIVE P R O C E D U R E FOR SIMULTA-
NEOUS ISOLATION AND PURIFICATION 
OF TISSUE KALLIKREIN AND ACID STAB-

LE TRYPSIN INHIBITOR FROM URINE 
L. S. Lobareva, L. V. Plcitonova, S. E. Rabi-

novich, M. V. Palyulina, T. S. Paskhina 

Inst i tute of Biological and Medical Chemistry, 
Academy of Medical Sciences of the USSR. 

Moscow 

A simple preparat ive procedure is developed 
for s imultaneous isolation from urine of t issue 

kallikrein and acid stable trypsin inhibitor. 
The procedure involved adsorytion of these pro-
teins on chitosan at pH )5-6 and the subsequent 
elution with I N NIT4OH, which enabled to ob-
tain the enzyme and inhibitor with a yield of 
80-90 % and to purify 10-fold each of these 
components. Use of chitosan facilitated and 
simplified distinctly the large scale isolation 
from urine of the kallikrein and trypsin inhi-
bitor, required for medicinal and diagnost ic 
purposes. 
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В Л И Я Н И Е П О Н И Ж Е Н Н Ы Х Т Е М П Е Р А Т У Р Н А С О С Т А В 

Ж И Р Н Ы Х К И С Л О Т В П Л А З М А Л О Г Е Н Н Ы Х И Д И А Ц И Л Ь Н Ы Х 

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

Институт физиологии и экспериментальной патологии высокогорья АЫ Киргизской ССР, 
г. Фрунзе 

При воздействии различных факто-
ров внешней среды (гипоксия, тепло, 
холод и др.) и при патологических 
состояниях (сердечно-сосудистые за-
болевания, голодание, гепатиты, ко-
литы и др.) в тканях появляются 
биологически активные метаболиты 
глицерофосфолипидов — продукты 
перекисного окисления липидов, про-
стагландины, плазмалогенные фор-
мы фосфолипидов [1, 8]. Плазма-
логенным формам фосфолипидов от-
водят некую, пока неясную, роль в 
формировании адаптивного ответа 
[2, 3, 5—7]. Возможно, это связано 
с тем, что плазмалогены повышают 
стабильность и текучесть мембран, 
снижают их поверхностный потен-
циал [1| . Арахидоновая кислота, вхо-
дящая в структуру плазмалогенов, 
служит субстратом для синтеза вы-
сокоактивных простаглаидииов, тром-
боксаиов, непосредственно участву-
ющих в процесс адаптации [jl]. 
Дальнейшее изучение структуры фос-
фолипидов, а также соотношения в 
них плазмалогенных и диацильных 
форм, их жирнокислотиого состава, 
возможно, внесет ясность в понима-
ние функциональной роли плазмало-
генов при воздействии на организм 
различных условий среды. 

В данной работе мы изучали жир-
покислотпый состав плазмалогенных 
и диацильных форм фосфатидилэта-
ноламина (ФЭ) и фосфатидилхолина 
(ФХ) в ткани печени крыс при 

акклиматизации к различным пони-
женным температурам. 

М е т о д и к а 

Белые лабораторные крысы-самцы массой 
130,±10 г были разделены на группы: конт-
рольную, содержавшуюся при 25 °С (п — 6) , и 
подопытные группы, подвергавшиеся 2-недель-
ной экспозиции при 10°С (/г = 6) и 3 °С (п = 6) 
соответственно. За 1 мес до начала экспери-
мента и в течение всего времени экспозиции 
животные получали стандартный сухой корм 
ad libitum. Животных декапитировали. Липи-
ды из ткани печени извлекали по методу [4]. 
Для разделения диацильной плазмалогенной 
форм фосфолипидов плазмалогены разрушали 
парами ИС1, а образовавшуюся смесь альдеги-
дов, диацильной и лизо-форм фосфолипидов 
разделяли методом тонкослойной хроматогра-
фии [9]. Жирные кислоты ( Ж К ) метилировали 
и анализировали методом газожидкостной хро-
матографии на фоне средней полярности Саг-
bowax 20 М, при температуре колонок 180°С. 
Площадь полученных пиков подсчитывали на 
регистрирующем интеграторе И-02. Получен-
ные пики идентифицировали путем сравнения 
времен удержания исследованных образцов со 
стандартными Ж К или по таблицам времен 
удержания. 

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

Из табл. 1 видно, что 2-педельная 
акклиматизация крыс к 10 °С вызва-
ла увеличение доли ненасыщенных 
Ж К в диацильной форме ФЭ с 43,2 
до 72,8 % (в процентах к сумме 
Ж К ) . Насыщенные и менее нена-
сыщенные Ж К С20:0 И С20:2, С О С Т а В Л Я -
ющие при 25 °С примерно 2 1 % , за-
меняются при 10 °С полинеиасыщен-
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