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С. С. Шишкин 

ПРОБЛЕМА ПОСТРОЕНИЯ КАТАЛОГА МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ 
ЭРИТРОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА 

Институт медицинской генетики АМН СССР, Москва 

В последние годы существенно рас-
ширились знания о свойствах мем-
бранных белков эритроцитов человека 
( М Б Э Ч ) . Особенно подробно изучены 
23 главных М Б Э Ч , среди которых име-
ются белки, определяющие важнейшие 
функции мембраны. Н а р я д у с этим с 
помощью высокоразрешающего двух-
мерного электрофореза и ряда дру-
гих методов в составе мембран обна-
ружено более 100 минорных белков. 
Прогресс в методах изучения белков и 
кодирующих их генов открывает воз-
можность построения каталога М Б Э Ч , 
что представляется важным этапом в 
исследованиях по молекулярной био-
логии мембран. 

Мембрана эритроцита традиционно 
рассматривается как модель плазма-
тических мембран эукариотических 
клеток, пригодная для изучения общих 
закономерностей строения и функцио-
нирования мембранных структур. Око-
ло 50 % сухой массы эритроцитарной 
мембраны составляют различные бел-
ки [3, 25]. Они выполняют множество 
важных функций, формируют мембран-
ный скелет и определяют форму клет-
ки, обеспечивают транспорт ионов и 
других веществ через мембрану, обра-
зуют рецепторы и антигенные детерми-
нанты (в том числе детерминанты 
многих групп крови) , взаимодействуют 
с компонентами цитозоля и плазмы, а 
т а к ж е между собой и мембранными 
липидами. Соответственно изучение 
молекулярных основ многих функций 
плазматических мембран и, в частно-
сти, выяснение роли конкретных бел-
ков в обеспечении конкретных функ-
ций представляется актуальной проб-
лемой современной молекулярной био-
логии. Известен ряд наследственно 
обусловленных повреждений мембран-
ных белков, приводящих к возникно-

вению анемий [53, 57]. Дефект мемб-
ранных белков предполагается при раз-
личных миопатиях [49] и хорее Ген-
тингтона [15]. Существует гипотеза о 
важном патогенетическом значении по-
вреждения плазматических (в частно-
сти, эритроцитарных) мембран при 
первичной гипертонии [7]. Таким об-
разом, изучение мембранных белков 
эритроцитов не только вызывает обще-
теоретический интерес, но и решает 
важные медицинские задачи. 

Прогресс в разработке методов изу-
чения белков, в том числе появление 
высокоразрешающего двухмерного эле-
ктрофореза по О ' Ф а р р е л л у и комп-
лекса сопутствующих технологии, поз-
волил подойти к систематическому 
анализу белкового состава некоторых 
биологических объектов [19, 62]. На 
рубеже 70-х и 80-х годов была раз-
работана д а ж е стратегия системати-
ческого анализа белков человека [ И , . 
12]. Одним из элементов этой страте-
гии представляется составление ката-
логов белков, входящих в состав от-
дельных видов субклеточных структур 
и целых клеток. 

Целью данного обзора явилось рас-
смотрение путей построения такого 
каталога на примере М Б Э Ч с учетом 
результатов, полученных с помощью 
традиционных подходов. 

Главные и некоторые другие белки 
эритроцитарной мембраны 

Фактическим началом систематиче-
ского изучения М Б Э Ч стала опублико-
ванная в 1971 г. работа [28]. Резуль-
таты раннего этапа исследований обоб-
щены в обзоре [70]. Использовав для 
фракционирования суммарного экст-
ракта М Б Э Ч наиболее эффективную-
для того времени методику — одномер-
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Главные МБЭЧ и некоторые их свойства [16, 32, 34, 42, 75) 

Классифи -
кация Стека 

и соавт. 
Специальные 

названия 
Число копий 

на клетку 
(•Ю-') 

Молекулярная 
масса, кД Функция 

2 
2,1 
2,2 
2 ,3 

3 

4.1а 
4.1в 

4,2 

4.5/1 
4 .5 /2 
4 .5 /3 
4 .5/4 
4 .5 /5 
4 .5 /6 
4.9 

PAS-1 

PAS-3 

PAS-2 

Спектрии 

Анкирин 

Актин 

Гли церальдегид-3 
фосфатдегидро-
геназа 

Субъединицы не-
мышечного тро-
ном иди на 

Глутатиои-S-
трансферазы 

Гликофорин А 

Гликофории В 

Гликофорин С 

2,2 

2,2 
1,1 
1 , 1 
1,1 

12,0 

2,3 
2 , 3 

2 ,3 

1.3 
1.4 
0 ,7 
1,0 
1,3 
1,3 

1 

5,1 

4.1 

4,2 

0,7 

0,35 

иый электрофорез в полиакриламид-
ном геле в присутствии додецилсуль-
фАта натрия ( Д С Н ) , авторы создали 
первую классификацию МБЭЧ. В ее 
основу были положены различия в мо-
лекулярных массах получаемых фрак-
ций. Она включила 10 главных белков, 
окрашивающихся традиционными кра-
сителями, и еще 3 белка (сиалопротеи-
д а ) , выявляющиеся только при окрас-
ке на полисахариды. В последующем 
данная классификация стала общепри-

240 

220 
210 
183 
165 
95 

80 
78 

72 

59 

52 
48 

43 

35 

30 

23 

Полипептидиая 
цепь 131 ам. к 

Полипептидная 
цепь 71 ам. к 

Полипептидиая 
цепь 128 а. к. 

Формирование мембран-
ного скелета; участие 
в образовании формы 
клеток 

То же 
Соединения мембранно-

го скелета с интеграль-
ной частью мембраны 

Транспорт неорганиче-
ских анионов 

Соединения мембранно-
го скелета с собствен-
ной мембраной. Учас-
тие в образовании фор-
мы клеток 

Неизвестна. Связывает 
цитоплазматичеекий 
домен белка 3. 

Компонент с мол. массой 
55 к Д осуществляет 
транспорт моносаха-
ридов и нуклеотидов 

Возможно, формирует 
мембранный скелет, 
связывает актин 

Формирует мембранный 
скелет 

Фермент гликолиза 

Предполагается участие 
в мембранном скелете 

Неясна 

Полиморфные 
определяют 
лежиость к 
или N 

Полиморфные 
определяют 
лежиость к 
или s 

Полиморфные 
определяют 
лежиость к 
Gcrbich 

варианты 
принад-
группе М 

варианты 
принад-
группе S 

варианты 
принад-

группе 

нятои, хотя она дополнялась и уточ-
нялась [42, 48]. 

К настоящему времени большинство 
главных МБЭЧ выделено в высокоочи-
щенном состоянии. Д л я некоторых из 
них построены пептидные карты, до-
менные модели строения и даже пол-
ностью расшифрованы первичные 
структуры. Многие главные белки по-
лучили специальные названия, которые 
широко используются наряду с цифро-
выми обозначениями, принятыми в 
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классификации Фербеикса — Стека. 
Некоторые сведения о 23 главных 
М Б Э Ч с учетом сделанных дополнений 
суммированы в таблице. 

По ранним оценкам главные М Б Э Ч 
составляют около 90 % всей массы 
белковой компоненты мембраны [28, 
70]. Это обстоятельство, а т а к ж е сопо-
ставление результатов фракциониро-
вания М Б Э Ч с помощью одномерного 
электрофореза и данных о свойствах 
отдельных препаративно полученных 
белков позволяют считать, что многие 
фракции на одномерных электрофоре-
граммах образованы индивидуальны-
ми полипептидными цепями [46]. 

Н а р я д у с главными М Б Э Ч в соста-
ве мембран эритроцитов обнаружены 
другие белки, представленность кото-
рых значительно меньше. Например , 
для Na*1", К + -АТФазы она оценивается 
величиной в несколько сотен молекул 
на клетку [3]. В заметно больших ко-
личествах присутствует в эритроцитар-
ных мембранах Са+2 , Мд+ 2 -АТФаза 
[41, 77]. Ее содержание оценивают ве-
личиной в несколько десятых процента 
от общего количества белка. Этот фер-
мент был получен в высокоочищенном 
виде. Он состоит из полипептидных це-
пей с мол. массой 138 к Д и выполняет 
роль кальциевого насоса, активность 
которого регулируется кальмодулином. 
Появилось сообщение о другой Са-
АТФазе с низкой аффинностью [45]. 
Ома образована двумя видами поли-
пептидных цепей с мол. массами 21 и 
23 кД, р! — соответственно 4,9 и 3,9. 
Показано , что, кроме Са + 2 , Mg+2-
АТФазы, еще 4 неидентифицированных 
мембранных белка обладают способ-
ностью к Са+ 2-зависимому связыванию 
кальмодулина (мол. массы 205, 91, 72 
и 42 к Д ) , а 2 других — к Са + 2 -незави-
симому связыванию кальмодулина 
(мол. массы 76 и 24 к Д ) [74]. Один 
из мембранных кальмодулинсвязываю-
щих белков был получен в высокоочи-
щениом состоянии [36]. Он оказался 
гетеродимером, состоящим из субъеди-
ниц с мол. массами 103 и 97 кД. Каль-
модулинсвязывающая способность при-
надлежит меньшей субъединице. Об-
щее количество этого белка на эритро-
цит достигает 0,3-105 молекул. Выде-
лен т а к ж е белок, регулирующий цик-
лазную активность >[20]. Этот гетеро-
димер образован субъедииицами с 
мол. массами 42 и 35 кД. 

Д о последнего времени считалось» 
что в мембранах эритроцитов челове-
ка отсутствует миозин, а имеющийся 
актин находится во взаимодействии со 
спектрином. Однако в 1985 г. две груп-
пы авторов обнаружили и охарактери-
зовали миозин в препаратах М Б Э Ч 
[33, 76]. Молекулярная масса тяже-
лых цепей этого миозина оценена в 
200 кД, а для 2 легких цепей — 25— 
26 и 19,5 кД. По физико-химическим 
и иммунохимическим свойствам эрит-
роцитарный миозин оказался близок к 
тромбоцитарному. Он т а к ж е обладает 
Са 2 + , Mg- ,-2-ATФaзнoй активностью' 
[33]. Содержание миозина на эритро-
цит составляет 0,06 • 105 молекул на 
клетку. 

Значительное число публикаций по-
священо изучению эритроцитарного ре-
цептора инсулина. Этот рецептор уда-
лось частично очистить. Считается, что 
он представляет собой гетеродимер с 
мол. массой около 300 кД, состоящий 
из субъединиц с мол. массами 135 к Д 
(а) и 95 к Д ((3), которые связаны 
между собой дисульфидиыми связями 
[73]. Место для связывания инсулина 
формирует а-цепь, а (3-цепь обладает 
протеинкиназной активностью. 

Из мембран эритроцитов человека 
удалось солюбилизировать активный 
рецептор комплемента [72]. Указан-
ный рецептор является мембранным 
гликопротеидом с мол. массой 175 кД. 

На протяжении ряда лет идет поиск 
эритроцитарных белков, имеющих ан-
тигенные детерминанты, которые оп-
ределяют различные группы крови 
[34, 64]. К а к показано в таблице, в 
качестве носителей детерминант групп 
MN, Ss и Gerbich идентифицированы 
3 главных сиалопротеида — гликофо-
рины А, В, С [16]. Новые генетические 
варианты этих сиалопротеидов найде-
ны у лиц с некоторыми редкими груп-
пами крови [17]. Обнаружено взаимо-
действие трансмембранного гликопро-
теида с мол. массой 30 кД с антитела-
ми против RhD [64]. Антигены груп-
пы Kel l несут мембранный белок с 
мол. массой 93 к Д [63]. Сравнение 
пептидных карт показало, что этот бе-
лок отличается от главного белка по-
лосы 3. Антитела против антигенов 
группы LW выявили диффузную бел-
ковую зону в диапазоне мол. масс от 
47 до 37 кД [56] . Считают, что LW-
антигены содержат существенные для 
проявления этого свойства олигосаха-

4 



ридные цепи, так как обработка эидо-
лликозидазой F приводит к прекраще-
нию связывания антител. 

В препаратах мембран эритроцитов 
обнаружены различные ферментные 
активности, среди которых выявлена 
активность протеинкиназы С [3, 29, 42, 
75]. Вопрос об их происхождении 
(истинные, интегральные компоненты 
мембраны или ассоциированные с 
мембраной цитозольные белки), как 
правило, нуждается в специальных ис-
следованиях. 

На основании данных, полученных с 
помощью традиционных подходов, 
можно заключить, что белковый ком-
понент эритроцитарной мембраны 
представлен большим набором поли-
пептидных цепей, значительно разли-
чающихся по физико-химическим свой-
ствам и количественному содержанию 
в мембране. Это обстоятельство силь-
но затрудняло создание достаточно 
подробного каталога МБЭЧ при тех-
нологии анализа белков, ориентиро-
ванной на последовательное выделение 
и изучение одного за другим белков 
из сложной многокомпонентной систе-
мы. Как отмечалось выше, разработ-
ка проблемы в целом стала возможной 
с появлением иного подхода, который 
обеспечивает параллельное изучение 
множества белков, составляющих 
мембрану. 

Двухмерный электрофорез по О'Фар-
реллу и его использование для пост-

роения каталогов белков 

Поскольку детальное описание тех-
нологии и различных модификаций 
двухмерного фракционирования бел-
ков по О'Фарреллу имеется в ряде об-
зоров и монографий [6, 8, 9, 18], 
представляется целесообразным отме-
тить здесь только основные особенно-
сти этого метода, делающие его при-
годным для систематического анализа 
многокомпонентных белковых смесей. 
Прежде всего данная технология пред-
полагает переведение всех белков (а 
точнее, полипептидных цепей), имею-
щихся в изучаемом объекте, в раство-
ренное состояние. Эта цель обычно до-
стигается созданием раствора с пре-
дельно высокой концентрацией моче-
вины, содержащего также неионный 
детергент. Иногда применяют комби-
нированное воздействие ионного и не-
ионного детергентов, обработку ульт-

развуком и некоторыми гидролитиче-
скими ферментами. В то же время 
предпринимаются всевозможные меры 
для предотвращения модификационных 
изменений анализируемых полипегггид-
ных цепей в ходе их солюбилизации и 
последующего фракционирования [6, 
9, 18]. 

Приготовленный таким образом пре-
парат подвергают изоэлектрофокусиро-
ванию в тонкой колонке полиакрила-
мидного геля. Этот гель также содер-
жит мочевину и неионный детергент. 
Во время изоэлектрофокусирования 
(фракционирования в первом направ-
лении) полипептидные цепи разделя-
ются в соответствии с различиями сво-
их изоэлектрических точек (p i ) . Затем 
колонку геля укладывают на торец за-
ранее приготовленной гелевой пласти-
ны и используют в качестве стартовой 
зоны при фракционировании во вто-
ром направлении, которое представля-
ет собой электрофорез в присутствии 
ДСН. Оно обеспечивает разделение 
полипептидных цепей по молекуляр-
ным массам. В конечном счете резуль-
тирующая электрофореграмма пред-
ставляет собой прямоугольную пласти-
ну со множеством пятен-фракций. На 
такой пластине положение каждого 
пятна можно описать в системе пря-
моугольных координат, где по одной 
оси будут отложены величины, произ-
водные от значений pi, а по второй — 
молекулярная масса. Таким образом, 
координаты каждой фракции являются 
важнейшими характеристиками в опи-
сании полипептидных цепей. Именно на 
этой основе появляется возможность 
проводить систематический анализ всех 
(или большинства) белков, составляю-
щих изучаемый объект. Еще одна су-
щественная черта технологии О'Фар-
релла — необычайно высокая разреша-
ющая способность фракционирования, 
которая обеспечивает возможность ра-
боты на уровне индивидуальных бел-
ковых продуктов генной экспрессии. 
Это в свою очередь является методоло-
гическим условием, позволяющим до-
вести систематический анализ белков 
изучаемого объекта до составления 
белкового каталога [11, 12, 62]. 

Первым шагом к созданию белково-
го каталога на основе технологии 
О'Фаррелла считают построение двух-
мерной белковой карты — стандарти-
зированной схемы распределения фрак-
ций на электрофореграммах, получа-
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емых для выбранного объекта [13, 21]. 
Естественно, что построение такой кар-
ты возможно лишь при условии высо-
кой воспроизводимости картин фракци-
онирования и при накоплении опреде-
ленного минимума электрофореграмм. 
В наших работах минимум определял-
сяЗО электрофореграммами [1, 5], по-
скольку основные закономерности рас-
пределения белковых фракций в систе-
ме прямоугольных координат удается 
определить уже на этой стадии. Затем 
построенная карта может и должна 
уточняться по мере накопления резуль-
татов анализа [4]. К настоящему вре-
мени пока не создано универсальной 
системы обозначения фракций на двух-
мерных электрофореграммах. Исполь-
зуемые системы во многом зависят от 
количества детектируемых белковых 
фракций в ходе анализа. С нашей точки 
зрения, при работе с 200—300 фракция-
ми (обычно получаемыми при окраши-
вании гелей кумасси R-250) достаточно 
удобной является система, предложен-
ная для построения двухмерной карты 
белков мозга [21]. Она включает пред-
варительное условное разделение всей 
электрофореграммы на прямоугольные 
фрагменты с обозначением каждого 
фрагмента латинскими буквами. Внут-
ри фрагмента все пятна-фракции ну-
меруются арабскими цифрами, напри-
мер: номер 1 получает фракция с наи-
большей молекулярной массой, а пос-
ледующие номера присваиваются 
фракциям в порядке убывания молеку-
лярной массы; из фракций с одинако-
выми молекулярными массами мень-
ший порядковый номер получает фрак-
ция с меньшим значением pi. Эта си-
стема позволяет проводить сравнение 
разных электрофореграмм одного объ-
екта по фрагментам, что существенно 
облегчает анализ при отсутствии спе-
циального сканирующего и компьютер-
ного оборудования. 

Вместе с тем уже разработан и опи-
сан ряд комплексов оборудования и 
необходимые программы для автомати-
ческого анализа распределения белко-
вых фракций на двухмерных электро-
фореграммах [37, 50]. Наряду с весь-
ма дорогими и сложными системами 
предлагаются сравнительно простые и 
дешевые, но с существенно меньшей 
эффективностью анализа. Отдельные 
задачи можно решать с помощью раз-
работанного в нашей стране комплекса 
об р а ботки в и део и н форм ации СВИТ 

[1, 10]. В целом компьютерный анализ 
качественно повышает точность постро-
ения карты и оказывается особенно 
важным при решении задач по ее дета-
лизации, среди которых первостепенное 
значение имеет идентификация извест-
ных белков с отдельными фракциями. 
Это существенно повышает информа-
ционную ценность карты и открывает 
следующий этап исследований, направ-
ленных на создание каталога. В насто-
ящее время разработано несколько де-
сятков способов идентификации, боль-
шинство из которых рассмотрены в об-
зоре [12]. Естественно, что идентифи-
кация начинается со сравнения моле-
кулярных масс и pi известных белков 
с координатами фракций на карте. 
Определенное значение имеет соответ-
ствие сведений о количественной пред-
ставленности изучаемого белка в ана-
лизируемом образце и интенсивности 
окраски пятна — кандидата в иденти-
фицированные фракции. Все более ши-
рокое применение в идентификации по-
лучает метод иммуноблоттинга [12 ,14, 
51]. Совпадение 3 независимых харак-
теристик (молекулярная масса, pi и 
антигенные свойства) обычно считает-
ся достаточным для идентификации 
фракции на электрофореграмме. 

Имеется еще один важный аспект 
проблемы идентификации. По оцен-
кам авторов работы [12, 14], к настоя-
щему времени из 50 000 полипептидных 
цепей, закодированных в геноме чело-
века, лишь около 3 % охарактеризова-
но в большей или меньшей степени. 
Следовательно, систематический ана-
лиз белков на основе технологии 
О'Фаррелла должен приводить к обна-
ружению большого количества белков, 
ранее не описанных. Изучение свойств 
этих белков рассматривается как сле-
дующий шаг в составлении каталога. 
Фактически началом его реализации 
становится определение молекулярной 
массы и pi (т. е. координат на карте) 
каждого выявленного белкового пятна. 
Дальнейшая детализация химических 
свойств может проводиться различны-
ми методами. В частности, уже разра-
ботаны методы обнаружения небелко-
вых групп в составе выявленных фрак-
ций и изучения особенностей первичной 
структуры, вплоть до полной ее рас-
шифровки [12, 30]. Иногда удается 
выявить функциональные свойства бел-
ка, локализованного на двухмерной 
электрофореграмме путем постановки 
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ферментных тестов [68] или определе-
ния его способности связывать какой-
либо лиганд [40]. Однако установле-
ние функции каждого белка, обнару-
живаемого при систематическом ана-
лизе, — одна из наиболее сложных 
проблем в реализации стратегии пост-
роения белкового каталога. 

Таким образом, создание белкового 
каталога рассматривается как естест-
венное продолжение исследований но 
построению карты с подключением все 
новых методов и подходов для получе-
ния разносторонней информации о каж-
дом обнаруженном виде полипептид-
цых цепей. Соответственно качество 
формируемого каталога во многом бу-
дет определяться адекватностью пост-
роенной двухмерной карты. Объем сбо-
ра информации по каждому виду по-
липептидных цепей, включенных в ка-
талог, может быть в принципе весьма 
различным. Например, как считают ав-
торы работы [12], в него следует вклю-
чать максимум данных, в том числе и 
характеристики генов соответствующих 
полипептидных цепей, и список основ-
ных публикаций. Такой вариант ката-
лога превращает его по существу в эн-
циклопедию белков человека. Создан-
ные к настоящему времени и опублико-
ванные каталоги клеток ITeLa [19], 
фибробластов [30], клеток пигментно-
го эпителия [43] содержат существен-
но меньшую информацию о каждом ви-
де полипептидных цепей. Возможно, в 
перспективе эти каталоги будут рас-
ширены и детализированы. 

Метод О'Фаррелла имеет ряд огра-
ничений, которые затрудняют его ис-
пользование как универсального и при-
водят практически к исключению бел-
ков с определенными физико-химиче-
скими свойствами из систематического 
анализа, основывающегося только на 
этом методе. Указанные ограничения 
связаны в первую очередь со стадией 
изоэлектрофокусирования. Однако не-
которые авторы считают, что введение 
иммобилинов позволит существенно 
расширить возможности анализа [8, 38]. 
При применении традиционных амфо-
линов и их аналогов требуются специ-
альные приемы, чтобы добиться хоро-
шего разделения полипептидных цепей 
с щелочными pi [6, 18]. Плохо подда-
ются изоэлектрофокусированию в геле, 
используемом в оригинальной системе 
О'Фаррелла, полипептидные цепи с 
мол. массой выше 150 кД [6, 18]. Пос-

леднее особенно важно при анализе 
мембранных белков эритроцитов, по-
скольку, как уже отмечалось выше, вы-
сокомолекулярные полипептидные це-
пи составляют значительную долю сре-
ди всех имеющихся в эритроцитарных 
мембранах белков. Существуют и дру-
гие трудности, которые можно видеть 
на примере исследований, направлен-
ных на построение двухмерной карты 
МБЭЧ. 

Двухмерная карта мембранных белков 
эритроцитов человека 

Первые попытки увеличить разре-
шение при фракционировании М Б Э Ч 
за счет использования метода О'Фар-
релла были предприняты в 1978— 
1979 гг. [27, 45, 67]. Они показали, 
что из-за присутствия большого коли-
чества высокомолекулярных и гидро-
фобных полипептидных цепей в анали-
зируемых препаратах вознкают значи-
тельные трудности при изоэлектрофо-
кусировании и интерпретации резуль-
татов. Например, на двухмерных элек-
трофореграммах было выявлено около 
200 фракций, но среди них не удалось 
обнаружить ни спектринов, ни белка 
полосы 3 [67]. Применив разные вари-
анты нанесения образца и исполь-
зовав особые некоммерческие ам-
фолины, удалось получить электро-
фореграммы, содержащие пятна (3-
спектрина, анкирина и белка по-
лосы 3 [45]. Общее количест-
во наблюдаемых пятен превышало 100. 
Сходные данные были опубликованы 
в работе [27]. Опираясь в основном на 
положение пятен на электрофореграм-
мах и их количественную представлен-
ность, авторы выделили пятна актина, 
белка 6 и некоторые другие. С помо-
щью высокочувствительной детекции 
методом серебрения на двухмерных 
электрофореграммах МБЭЧ наблюда-
ли до 600 пятен-фракций [65]. Спект-
рины и другие высокомолекулярные 
полипептидные цепи не выявлялись. 
Практически во всех отмеченных выше 
работах не определялись возможные 
загрязнения препаратов М Б Э Ч цито-
зольными или другими белками и не 
оценивалась вероятность протеолити-
ческой деградации М Б Э Ч в ходе выде-
ления и фракционирования. 

Более детальный анализ результатов 
фракционирования был проведен в ра-
боте [22]. Эти исследователи исполь-
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По оси абсцисс — значения относительной электрофоретической подвижности в первом направле-
нии фракционирования (ОЭП-1); по оси ординат — значения Mr. Латинские буквы — фрагменты 
электрофореграмм, выделенные по методу Камингса, арабские цифры — нумерация пятен внутри 
фрагментов, обозначения в скобках — названия отдельных фракций по номенклатуре Стека и 

соавт. и другие частные названия [1]. 

зовали 3 различные модификации раз-
деления, которые касались стадии изо-
электрического фокусирования и солю-
билизации мембранных белков. Одна 
из них заключалась в использовании 
(наряду с тритоном Х-100) Д С Н для 
приготовления образцов и применении 
равновесного изоэлектрофокусирова-
ния при фракционировании в первом 
направлении. Данная модификация 
обеспечивала присутствие на электро-
фореграммах белка полосы 3, но неко-
торые другие белки не выявлялись. Бы-
ла отмечена определенная вариабель-
н ост ь резул ьтатов ф р а к ц и о н и р о в а н и я. 
Более воспроизводимые результаты 
обеспечивали две другие модификации. 
В этих случаях не применяли ДСН. 
МГЗЭЧ солюбилизировали в высококон-
ц е нт р и ро в а н н ы х растворах мочевины, 
содержащих тритон Х-100. Модифика-

ция, использующая на первой стадии 
равно в е с н о е изоэлектрофокусирование, 
давала меньшее количество фракций на 
р езу л ьти р у ющей эле кт р о фо р ег р а м м е 
по сравнению с модификацией, исполь-
зующей неравновесный элетрофорез в 
градиенте рН. Последняя, отмеченная 
авторами как наиболее удачная мето-
дика, позволяла разделить МБЭЧ на 
250 фракций. Правда, этот вариант 
приводил к отсутствию белка полосы 3 
и неполной представленности белка 
4,2. В целом, по мнению авторов, они 
представили адекватные данные о 
МБЭЧ. Вместе с тем в работе не была 
построена усредненная схематическая 
к а р т и и а распределения м с м б р а н н ы х 
белков на электрофореграммах -
двухмерная карта. В работе |52] было 
получено сходное распределение фрак-
ций с мол. массой менее 45 кД. Опуб-
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ликованы сообщения о поисках моди-
фикаций двухмерного электрофорети-
ческого анализа М Б Э Ч [26, 66]. 

С 1985 г. в Институте медицинской 
генетики АМН СССР начаты исследо-
вания МБЭЧ с применением двухмер-
ного электрофореза. Проводилась ра-
бота по совершенствованию метода вы-
деления эритроцитов и получения пре-
паратов мембран с тем, чтобы снизить 
до минимума присутствие в препаратах 
экзогенных протеиназ и как следст-
в ле — протеолитическую деградацию 
белков. Разрабатывались оптимальные 
р гжимы изоэлектрофокусирования и 
модифицировались способы приготов-
ления образцов. За основу была приня-
та работа [22], в которой использова-
ли неравновесный электрофорез в гра-
диенте рН. Включение в методику очи-
стки эритроцитов стадии осаждения в 
3 % растворе декстрана Т-500 и хрома-
тографии через колонку с микрокри-
сталлической целлюлозой позволило 
получать препараты мембран, не про-
являющие признаков деградации даже 
более чем через 1 сут хранения при 
комнатной температуре [2]. Изучение 
влияния различных детергентов, при-
меняемых для солюбилизации МБЭЧ, 
пФказало, что замена традиционно ис-
пользуемого тритона Х-100 на другой 
нёионный детергент с более длинной 
гидрофобной частью молекулы — три-
трн Х-305 — наиболее существенна для 
наших целей. Это завершило создание 
новой модификации двухмерного ана-
лиза МБЭЧ [1]. Последующий анализ 
около 50 препаратов МБЭЧ, получен-
ных от соответствующего числа людей, 
показал высокую разрешающую спо-
собность, воспроизводимость и присут-
ствие главных мембранных белков. Ре-
зультаты фракционирования оказались 
весьма схожими с данными работы 
[22]. Основываясь на этом, по 30 ти-
пичным электрофореграммам была по-
строена двухмерная карта — усреднен-
ною схематическое распределение фрак-
ций на пластинах геля. 

Д л я анализа результатов фракцио-
нирования применяли мотивирован-
ный метод [21]. Каждую электрофорс-
грамму условно разбивали на 9 прямо-
угольных участков [1], которые обо-
значали латинскими буквами. Д л я каж-
дого пятна определяли координаты, од-
ной из которых служили величины мо-
лекулярных масс, а другой — величи-
ны относительной электрофоретической 

подвижности в первом направлении 
(ОЭП-1). Сравнение электрофоре-
грамм по одноименным прямоуголь-
ным участкам и пятен, имеющихся на 
них (с учетом ОЭП-1 и молекулярной 
массы), позволило выявить постоянно 
встречающиеся пятна. Такими считали 
пятна, обнаруживающиеся более чем 
на 3Д проанализированных электрофо-
реграмм. Общее их число составило 
189, и они были включены в карту (см. 
рисунок). 

Исходя из данных литературы о мо-
лекулярной массе, pi и количественной 
представленности МБЭЧ, а также из 
сравнения с результатами двухмерного 
анализа, полученными другими автора-
ми, мы определили предположительно 
локализацию ряда известных белков 
на карте [1]. С помощью коэлектро-
фореза белок G7 был идентифицирован 
как карбоангидраза. Сравнение элект-
рофореграмм цитозольных белков 
эритроцитов с построенной картой 
МБЭЧ позволило выделить несколько 
белков, имеющих двойную локализа-
цию [1]. По-видимому, данная карта 
МБЭЧ может стать основой для после-
дующих исследований, направленных 
на построение каталога белков челове-
ка. 

Вариант организации каталога МБЭЧ 

В публикации [12] сформулированы 
общие принципы организации каталога 
белков человека и предложен широкий 
перечень характеристик, по которым 
должен быть описан включенный в не-
го белок. Однако последовательность 
рубрик достаточно произвольна, след-
ствием чего могут быть определенные 
затруднения и в планировании иссле-
дований, направленных на создание 
каталога, и в использовании последне-
го на разных стадиях составления. 
В настоящее время имеющаяся инфор-
мация о МБЭЧ не позволяет заполнить 
все рубрики перечня, представленного 
в работе [12], ни для одного из белков. 
Полное завершение каталога для како-
го-либо вида клеток или субклеточных 
структур в данном варианте потребует 
значительного времени. Вместе с тем 
даже незавершенный каталог может 
быть использован и в изучении генети-
ки человека. 

Исходя из указанных соображений 
и учитывая современный уровень зна-
ний о МБЭЧ, описание каждого вида 



полипептидных цепей в каталоге, веро-
ятно, следует строить по немногим 
крупным рубрикам, внутри которых по-
степенно будет расширяться число раз-
личных характеристик (подразделов) . 
В качестве таких рубрик можно пред-
ложить следующие: А) паспортная 
часть; Б) особенности структуры дан-
ного вида полипептидных цепей; В) ха-
рактеристики гена (генов); Г) место и 
функции в клетках; Д ) прикладные 
аспекты; Е) основные публикации. Д а -
лее к а ж д а я рубрика каталога пред-
ставляется в виде набора специфиче-
ских взаимосвязанных подразделов, 
которые во многом будут соответство-
вать перечню, опубликованному в ра-
боте [12]. По мере накопления инфор-
мации и параллельно с заполнением 
имеющихся подразделов система руб-
рик позволит образовывать при необ-
ходимости новые подразделы так, что-
бы сохранялось внутреннее единство 
каталога . 

Изменения, приводящие к патологии, 
вероятно, удобнее не выделять в от-
дельную рубрику или подраздел, а 
лишь специально отмечать в соответст-
вующих подразделах рубрик Б, В, Г. 
Построенное по такому принципу опи-
сание каждого вида полипептидных це-
пей станет как бы структурной едини-
цей, на основании чего будет форми-
роваться банк данных — каталог бел-
ков, составляющих изучаемый объект. 

В качестве примера формирования 
структурной единицы в предлагаемом 
каталоге приводится анализ имеющих-
ся данных по белку, обозначенному на 
карте как С-1 и предположительно 
идентифицированному как а-спектрин. 

А. Паспортная часть 

1. Номер по карте — С-1. 
2. Мол. масса — 240 кД. 
3. О Э П 0,11. 
4. pi — 5,5. 
5. Другие наименования — белок поло-
сы I, а-спектрин. 

Б. Особенности структуры полипептид-
ных цепей 

1. Аминокислотный состав — таблица 
[461. 
2. Аминокислотная последователь-
ность. Из всей полипептидной цепи, 
предположительно состоящей из 2100 
аминокислотных остатков, расшифро-

ваны фрагменты, включающие 1080 ос-
татков, в том числе 595-членный N-
концевой фрагмент. Компьютерный 
анализ показал, что расшифрованные 
последовательности состоят из гомоло-
гических повторов длиной в 106 ами-
нокислотных остатков. Исключение 
представляют первые с N-конца 17 
аминокислотных остатков. Повторы 
рассматриваются как основы для фор-
мирования уникальной вторичной 
структуры, которая в свою очередь 
обеспечивает образование доменов 
[69]. 
3. Д о м е н н а я организация — выделено 5 
доменов, представляющих собой про-
тяженные участки с а -спиральной 
структурой, резистентные к протеолизу 
трипсином (а1Т80 и т. д . ) . Они соеди-
нены нсспирализованными участками, 
по которым идет разрушение трипси-
ном [59] . 
4. Небелковые группы (не обнаруже-
ны). 
5. Полиморфные варианты — обнару-
жены нормальные варианты (у нег-
ров) , выражающиеся в изменениях до-
менной организации, затрагивающие 
домены II и III [54]; обнаружены ва-
рианты домена I, связанные с наследст-
венным эллиптоцитозом [57] и пиро-
пойкилоцитозом [55]. 

В. Характеристики гена (генов) 

1. Хромосомное картирование — лока-
лизован в Iq 22—Iq 25 [47]. 
2. Количество копий на гаплоидный ге-
ном — предположительно один ген 
[23]. 
3. Секвенированная к Д Н К — ссквени-
рован фрагмент у СООН-конца [23] . 
4. Секвенированный ген — секвениро-
ван фрагмент гена [55], имеются дан-
ные об экзон-иитронной структуре. 
5. Полиморфизм генов и фланкирую-
щих последовательностей. 

Г. Место и функции в клетках 

1. Виды клеток, в которых обнаружен 
белок или его м Р Н К — эритроциты, 
клетки эритроидного ряда и другие 
клетки крови [24, 58, 60], миобласты 
и другие мышечные клетки [58], ней-
роны и другие клетки нервной ткани 
[39], эпителий [39] . 
2. Внутриклеточная локализация : пе-
риферический белок плазматической 
мембраны. 
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3. Количество копий на клетку (для 
эритроцитов) — 2,2-105. 
4. Взаимодействие с другими макромо-
лекулами: образует У-образный гете-
эодимер, взаимодействуя с белком В1 
((3-спектрин, белок полосы 2). Эти гете-
эодимеры вместе с белком F4 (актин, 
Зелок полосы 5) формируют молеку-
лярную сетку, выполняющую роль 
мембранного скелета. 
5. Функция: структурный компонент 
лем бра иного скелета, обеспечивает 
юддержание характерной формы кле-
ток. 

Патологические варианты теряют 
способность поддерживать правильные 
межмолекулярные взаимодействия, ре-
зультатом чего становится появление 
клеток аномальной формы (эллипто-
цитоз и др.) . Такие клетки подверга-
ются ускоренной деструкции, что ведет 
к развитию анемии. 

Д. Прикладные аспекты 

1. На уровне анализа физико-химиче-
ских свойств полипептидных цепей 
предложены методы диагностики на-
следственного эллиптоцитоза на основе 
выявления аномалий первичной струк-
туры пептидным картированием и дру-
гими способами [35, 57]. 
2. Па уровне определения функцио-
нальных свойств. 
3. На уровне анализа гена (генов) и 
фланкирующих последовательностей. 

Е. Основные публикации 

I 
2. I 
и: т. д. 

Исходя из сложности структурных 
единиц, необходимых для формирова-
ния каталога МБЭЧ, и предваритель-
ной оценки их числа (около 200), мож-
но думать, что для размещения итого-
вого каталога потребуется достаточно 
мощная ЭВМ. Практическое формиро-
в ание подобного банка данных, очевид-

о, нуждается в целенаправленных ис-
1едованиях биохимиков, молекуляр-

ных генетиков, молекулярных биоло-
гЬв, а также и в работе медиков, и спе-
циалистов по программированию. Вме-
cte с тем есть основания полагать, что 
уже на первых этапах составления 
каталога собранная информация поз-
волит выявить незаполненные подраз-

делы, а следовательно, сориентирует 
исследователей на решение соответст-
вующих актуальных вопросов. 

3 а к л ю ч е н и е 

Проблема построения каталога 
МБЭЧ в целом представляется весьма 
сложной, требующей координирован-
ных усилий исследователей разных 
специальностей. Ее решение сулит зна-
чительный прогресс в понимании осо-
бенностей строения и функционирова-
ния плазматических мембран клеток 
человека. При этом будет охарактери-
зована большая группа белковых про-
дуктов генной экспрессии человека (и 
соответствующих генов), в которую их 
объединяет общая роль, связанная с 
формированием мембранных структур. 
Каталог МБЭЧ не только будет иметь 
чисто научное значение, он может 
стать важным инструментом в изуче-
нии различных форм патологии, прояв-
ляющихся повреждениями плазмати-
ческих мембран, что в свою очередь бу-
дет способствовать расшифровке моле-
кулярных основ патогенеза этих забо-
леваний и разработке новых методов 
диагностики. Созданная в последние 
годы методическая база и конкретные 
результаты изучения МБЭЧ позволяют 
надеяться, что работы, направленные 
на построение каталога МБЭЧ, будут 
расширяться и выведут на качественно 
новый уровень наши знания о МБЭЧ. 
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P R O B L E M S IN C O M P I L I N G O F T H E CA-
TALOGUE FOR HUMAN ERYTHROCYTE 

M E M B R A N E P R O T E I N S 

S. 5. Shish kin 

Ins t i tu te of Medical Genetics, Academy of Me-
dical Sciences of the USSR, Moscow 

Proper t ies of human erythrocyte membrane 
proteins are widely studied recently. Compre-
hensive data were obtained on two main memb-
rane proteins responsible for essential membra-
ne funct ions . Besides, high per formance two-
dernensional electrophoresis and a number of 
other procedures enabled to detect more than 
100 minor proteins in the biomembranes . The 
latest advances in s tudies of proteins and their 
coding genes allowed to compile a ca ta logue 
for erythrocyte membrane proteins, which is of 
impor tance for inves t iga t ions in the field of 
membrane molecular biology. S t ruc tura l organi -
zat ion of the ca ta logue for human erythrocyte 

membrane proteins is discussed. 

Щ КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

УД К «12.128.577.152.34] .088.1+616.153.1:577.152.341 -074 

В. Л. Доценко, Г. А. Яровая, Г. С. Пасхина 

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ А Н А Л И З МЕТОДОВ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
КАЛЛИКРЕИНА И П PEKAJ1Л И КРЕИ НА В ПЛАЗМЕ 

КРОВИ ЧЕЛОВЕКА ( О Б З О Р ) 

Центральный институт усовершенствования врачей Минздрава СССР, Москва 

Калликреин (КФ 3.4.21.8) плазмы 
крови занимает особое место среди 
лротеолитических ферментов, отлича-
ясь широким спектром биорегулирую-
Щих функций. Он является основной 
кининогеназой плазмы крови и вы-
полняет роль ключевого фермента в 
р е гу л я ци и а кт и в ноет и ге м о ко а гул и р у -
ющего каскада , фибринолиза, компле-
мента и ангиотеизин-реииновой систе-
мы [17, 32, 43]. Кроме того, в послед-
ние годы установлено, что калликреин 
плазмы крови катализирует образова-
ние атриапептида [62], энкефалина 
[35], участвует в модификации липо-
иротеидов низкой плотности [48], ре-
гулирует освобождение эластазы из 
гранулоцитов [44], активирует латент-
ную коллагеназу нейтрофилов [61] . 

Калликреин в плазме крови нахо-
дится в основном в виде неактивного 
предшественника — прекалликреина. 

ктивация последнего осуществляет-

ся активными формами фактора Хаге-
мана или под действием некоторых 
клеточных протеиназ [6, 46]. Образо-
вавшийся калликреин быстро ииакти-
вируется, взаимодействуя с содержа-
щимися в плазме крови ингибиторами: 
С1 — инактиватором, аг-макроглобу-
лином и антитромбином III [51, 52] . 
Поэтому в плазме крови здорового че-
ловека активность калликреина чрез-
вычайно низка. Однако она может зна-
чительно возрастать под влиянием мно-
жества факторов, в том числе тех, ко-
торые вызывают контактную актива-
цию фактора Хагемана и прекалли-
креина: поврежденная ткань, кристал-
лы уратов, комплекс антиген — анти-
тело, анионы биополимеров, некоторые 
структурные компоненты микроорга-
низмов и др. [46] . Кроме того, проте-
иназы клеток крови и других тканей, 
поступающие в кровь при некротиче-
ских процессах, фагоцитозе, иммуноло-
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гических и бактериальных атаках, мо-
гут явиться причиной активации пре-
калликреина [6, 46] . 

Несмотря на сложность изучения 
активности калликреин-кининовой си-
стемы и трудности толкования получа-
емых при оценке ее состояния резуль-
татов, в настоящее время можно счи-
тать, что повышение скорости актива-
ции прекалликреииа вносит определен-
ный вклад в патогенез травм, шока, 
воспаления, сердечно-сосудистых на-
рушений и ряда других патологических 
состояний. В связи с этим оценка ак-
тивности калликреина и содержания 

; прекалликреииа является важной для 
характеристики патологического про-
цесса и выработки тактики лечения. 
Интерес к определению уровня активи-
рования системы прекалликреин — 
калликреин ( П К — К ) плазмы крови 
особенно велик в клинике и экспери-
менте при появлении признаков нару-
шения гемодинамики и увеличения 
проницаемости капилляров, связанных 
с наличием в организме очагов остро-
го или хронического воспаления, раз-
витием шока [26, 37, 38, 41, 42] . 

Высокая активность калликреина 
при значительном снижении содержа-
ния прекалликреииа обычно расцени-
вается как показатель активирования 
системы, что при определенном ком-
плексе клинических симптомов дает 
основание для использования соответ-
ствующих лекарственных средств, в 
частности ингибиторов протеиназ ти-
па трасилола , с целью коррекции ак-
тивности фермента, снижения актива-
ции прекалликреииа и нормализации 
гемодинамических нарушений [25, 32, 
47] . 

Активность калликреина, как и 
других сериновых протеиназ, определя-
ют либо по специфическому протеоли-
тическому действию, в данном случае 
кининогеназиому, либо по скорости 
гидролиза синтетических эфиров N-
замещенных аминокислот, в данном 
случае Ы-ацил-Ь-аргининэстеразной ак-
тивности. 

В последние годы для оценки актив-
ности калликреина разработаны ме-
тоды с использованием специфических 
хромогенных пептидных субстратов 
[29, 30] . Появились единичные работы 
по иммунохимическим методам сум-
марного определения прекалликреииа 
и калликреина [31, 55]. 

Однако до сих пор не существует ни 
стандартных методов определения к а л . 
ликреина, ни стандартных единиц для 
выражения его активности. Это объяс-
няется рядом причин и, прежде всего, 
относительным сходством физико-хи-
мических и энзиматических свойств 
калликреина и других сериновых про-
теиназ трипсинового типа, что ограни-
чивает использование синтетических, 
субстратов для определения активно-
сти калликреина непосредственно в 
плазме крови, содержащей протеиназы 
с близкой к калликреину субстратной 
специфичностью (ферменты свертыва-
ния крови, фибринолиза, некоторые 
тканевые протеиназы) . Кроме того, 
быстрое связывание калликреина ин-
гибиторами не позволяет корректно 
оценивать содержание прекалликреииа 
по активности калликреина после ак-
тивирования предшественника непо-
средственно в плазме крови, содержа-
щей ингибиторы калликреина. И нако-
нец, степень трудоемкости анализа , 
доступность и стоимость реактивов мо-
гут быть причиной выбора удобных, 
для клинических лабораторий, но не-
адекватных методов определения к а л -
ликреина. 

Н а с т о я щ а я работа посвящена ана-
лизу существующих в настоящее вре-
мя методов оценки активности системы 
П К — К по основным критериям: специ-
фичности, надежности и трудоемкости,, 
а т а к ж е обоснованности выводов о со-
стоянии системы и рекомендаций для 
ее медикаментозной коррекции. Осо-
бое внимание уделено критике мето-
дов, в основу которых положены не-
правильные теоретические предпосыл-
ки и при разработке которых допуще-
ны грубые методические ошибки. 

Хронологически первыми были опи-
саны в литературе биологические ме-
тоды определения активности калли-
креина, основанные на его свойстве 
освобождать из кининогена кинииы, 
которые могут быть количественно из-
мерены по гипотензивному действию, 
способности вызывать сокращение 
изолированных гладкомышечных пре-
паратов или увеличивать проницае-
мость капилляров экспериментальных 
животных [28, 34, 54, 58]. 

Эти методы достаточно широко ис-
пользуются и в настоящее время, по-
скольку они, как любые биологические 
методы, высокоспецифичны, однако 
трудоемки и плохо воспроизводимы. 
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Значительная вариабельность резуль-
татов, получаемых при измерении 
у ровня калликреина, определяется 
р азличной чувствительностью живот-
i ых, отсутствием стандартов калликре-
рна и субстрата. При подобном опре-
делении источником субстрата обычно 
служит прогретая при 60—61 °С в те-
чение 1—2 ч плазма крови, в которой 
vнактивированы прекалликреин, кал-
j икреин, фактор Хагемана, кининазы 
i ингибиторы калликреина. Однако 
грисутствие в прогретой плазме крови 
.других протеиназ (например, плазми-
i;a) не может быть полностью исклю-
чено [59]. Использование очищенных 
препаратов кининогена ограничено из-
за сложности его получения. Кроме то-
го, следует учитывать, что биологиче-
скими методами измеряется активность 
калликреина не прямо, а через актив-
ность кининов. И наконец, длительное 
if трудоемкое тестирование на гладко-
Мышечных препаратах освобождающе-
гося брадикинина по нескольким точ-
кам линейного участка кривой кинино-
оеназной реакции, как того требуют 
правила ферментативной кинетики, 
сдерживают широкое применение ме-
тода. 

Методом, получившим широкое рас-
пространение в клинике, стал метод 
Col man и соавт. [40] для определения 
калликреина, прекалликреииа и инги-
биторов калликреина в одной порции 
плазмы крови. Активность калликреи-
на оценивали по скорости гидролиза 
тозил-И-аргининметилового эфира 
(ТАМЭ). По мнению авторов, спонтан-
ная ТАМЭ-эстеразная активность пла-
змы крови соответствует активности 
свободного калликреина, ТАМЭ-эсте-
разная активность, измеренная че-
|ie3 1 мин после контакта плаз-
мы с каолином, — уровню прекал-
ликреин а- Снижение ТАМЭ-эстераз-
ной активности в последующие 
5 мин соответствует уровню ингибито-
ров калликреина в плазме крови. 

Быстрый и легкий в исполнении, что 
являлось его несомненным достоинст-
вом, метод Colman и соавт., однако, 
содержал существенные недостатки, 
обусловленные применением субстра-
та, гидролизуемого другими протеина-
зами плазмы крови, а также тем, что 
активирование прекалликреииа као-
лином проводилось в присутствии ин-
гибиторов этого фермента. Последнее 
обстоятельство приводило к заниже-

нию показателя уровня предшествен-
ника, а следовательно, и к неверному 
расчету ингибиторного потенциала, 
оцениваемого по разности активностей 
калликроина сразу после активирова-
ния и через 5 мин после добавления 
активатора. 

Имеются данные, свидетельствую-
щие о присутствии других, отличных 
от калликреина, аргининэстераз в ак-
тивированной контактом плазме крови 
[49, 60]. Отмечено несовпадение по 
времени пиков кининогеназной и арги-
нинэстеразной активности при контакт-
ной активации каолином [53, 56]. 

В плазме крови, кроме калликреина, 
к известным ферментам, проявляющим 
аргининэстеразную активность, отно-
сятся тромбин, плазмин, С1а компо-
нент комплемента и фактора свертыва-
ния IXa, Ха, Х1а и ХПа [36, 45]. 

Таким образом, определенный вклад 
в эстеразную активность плазмы кро-
ви после контактного активирования 
могут вносить, помимо калликреина, 
целый ряд других протеиназ, а также 
их комплексы с а2-макроглобулииом. 
Все это позволяет рассматривать эсте-
разную активность плазмы крови по-
сле активирования каолином как сум-
му аргининэстераз, активируемых кон-
тактом и их комплексов с аг-макрогло-
булином [50]. 

Модификации О. А. Гомазкова и 
соавт. [4] и К. Н. Веремеенко и соавт. 
[1] не устранили указанных недостат-
ков метода, поскольку ограничились 
лишь применением других субстратов, 
столь же неспецифичных, как и ТАМЭ. 

Попытки повысить специфичность 
метода путем проведения контактной 
активации в отсутствие ингибитора ак-
тивного фактора XII [55| или замед-
лить процесс ингибирования калли-
креина путем проведения активации 
каолином при 0°С не привели к жела-
емым результатам [57]. Достаточно 
эффективного устранения действия ин-
гибиторов удалось добиться в плазме 
крови, обработанной ацетоном, снижа-
ющим антикалликреиновый потенци-
ал [27]. 

Исследователи, использующие ме-
тод Colman и соавт., правильно от-
мечая тенденции изменения активности 
калликреина, не могли претендовать 
на знание точных величин активности 
фермента и его предшественника. Не-
обходимо отметить, что использование 
данного метода иногда могло приво-
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дить и к прямым ошибкам в трактовке 
полученных результатов. Так, оценка 
количества прекалликреииа по высоте 
пика эстеразиой активности после дей-
ствия каолина может показать более 
высокий его уровень в том случае, ес-
ли такое измерение проводилось на 
фоне сниженного антикалликреинового 
потенциала [11]. 

Увеличение специфичности опреде-
ления калликреина по аргининэстераз-
ной активности было получено введе-
нием в метод процедуры отделения 
прекалликреииа и калликреина от дру-
гих протеиназ плазмы крови с близкой 
субстратной специфичностью. Такие ме-
тоды были предложены группой иссле-
дователей, возглавляемой Т. С. Пасхи-
ной [13, 15, 16]. Методы включают 
предварительную очистку фермента и 
получение фракции белков, содержа-
щей калликреин и его предшественник, 
но свободной от всех других протеиназ 
с близкой субстратной специфичностью 
и ингибиторов калликреина . Предвари-
тельное фильтрование 1 мл сыворотки 
крови при нейтральном рН через анио-
нообменник (ДЭАЭ-сефадекс А-50) 
позволило в одной и той ж е неадсор-
бированной фракции белков оценить 
как активность калликреина , так и ко-
личество его предшественника, выра-
женное в единицах БАЭЭ-эстеразной 
активности фракции, но после ее об-
работки трипсином и подавлении ак-
тивности последнего овомукоидом. 
Простота и точность определения фер-
мента и его предшественника в полу-
ченной неадсорбированной на ДЭАЭ-
сефадексе фракции белков сыворотки 
крови осложнялись в этом методе тре-
бующей времени хроматографической 
процедурой, что уменьшало популяр-
ность метода в условиях клиники. Од-
нако использование этого метода в 
его небольшой модификации [16], 
значительно упрощающей и ускоряю-
щей хроматографический этап, позво-
лило с высокой степенью точности оце-
нить уровень активности системы ПК— 
К у человека в норме (13,8 мЕ/мл 
калликреина и 334 мЕ/мл прекалли-
креииа) и при многих патологических 
состояниях [12, 14, 18, 24]. Оценка ак-
тивности системы у эксперименталь-
ных животных потребовала дополни-
тельных исследований, в связи с видо-
выми различиями в физико-химических 
свойствах фермента и его предшествен-
ника [5] . 

В последние 10 лет в отечественных 
клинических лабораториях п о л у ч ил 
распространение биологический ме-
тод определения ряда компонентов 
калликреин-кининовой системы, в том 
числе калликреина, предложенный 
М. С. Суровикиной [20, 21]. Метод ос-
нован на измерении скорости специфи-
ческой для калликреина кининогеназ-
ной реакции. Однако при разработке 
данного метода автором был допущен 
ряд грубейших ошибок, связанных с 
пренебрежением основными правила-
ми ферментативной кинетики, бездо-
казательными утверждениями, непра-
вильными теоретическими предпосыл-
ками и вытекающими из них ошибоч-
ными выводами, что полностью обесце-
нивает результаты, получаемые авто-
рами, использующими данный метод 
[ 2 , 3 , 8] . 

М. Д . Суровикина предлагает взять 
за основу оценки активности калликре-
ина эндогенную кининогеназную реак-
цию, т. е. реакцию отщепления бради-
кинина калликреином исследуемого 
образца плазмы крови от кининогена, 
присутствующего в том же образце. 

Определение трех форм калликреи-
на (свободной, суммарной и прекалли-
креииа) по данному методу начинает-
ся с подготовки образца плазмы крови^ 
которая состоит в длительном (в тече-
ние 3 ч) прогревании при 56°С и низ-
ком рН или прогревании более корот-
кий промежуток времени (15—30 мин) 
при 61 °С. При такой обработке, как 
утверждает автор, происходит инакти-
вирование ингибиторов калликреина и 
ферментов, разрушающих брадикинии, 
но полностью сохраняются кининоген, 
прекалликреин и калликреин [20] . Од-
нако какие-либо доказательства этим 
утверждениям в публикациях автора 
полностью отсутствуют. Между тем 
практике многих лабораторий мира в 
качестве субстрата (кининогена) ча-
сто используется прогретая в течение 
2—3 ч при 56—60 °С плазма крови че-
ловека или лабораторных животных 
для изучения кининогеназной реакции 
калликреина [15, 39, 54]. При этом 
приводятся доказательства , что обра-
ботанная таким образом плазма крови 
не содержит или почти не содержит 
активных кининогеназ и их активато-
ров и именно поэтому может исполь-
зоваться в качестве субстрата. Таким 
образом, у ж е на первых этапах «мето-
да эндогенного кининогенеза» возника-
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ют сомнения в правильности оценки 
автором наличия и состояния компо-
нентов калликреин-кининовой систе-
мы в прогретой плазме крови. 

Далее , определяя активность калли-
креина до и после обработки плазмы 
крови каолином, автор оценивает уро-
вень кининогена по количеству бради-
кинина, освобождаемому из эндоген-
ного кининогена как свободным кал-
ликреином, так и калликреином, обра-
зовавшимся из предшественника при 
контактной активации. При этом «сни-
женный» кининогеиез, по терминоло-
гии М. С. Суровикииой, обусловлен 
низкой активностью калликреина и 
низким уровнем прекалликреииа, а 
« п о в ы ш е н н ы й » кининогеиез, с в я з а н с 
высокой активностью фермента [10, 
2 0 , 2 1 ] . 

Между тем «сниженный» характер 
кининогеназиой реакции в условиях 
эндогенного кининогенеза может быть 
обусловлен совершенно другими при-
чинами. Если допустить, что при тепло-
вой инактивации плазмы крови часть 
калликреина и прекалликреииа все-таки 
сохраняется, то, проводя кининогеназ-
ную реакцию на эндогенном субстра-
те, нельзя быть уверенным в том, что 
реакция идет при насыщении фермен-
та субстратом. В таких условиях «сни-
женный» кининогеиез может быть ре-
зультатом не низкой активности фер-
мента, а сниженной концентрации ки-
ниногена. Более того, «сниженный» 
кининогеиез может оказаться резуль-
татом именно высокой активности кал-
ликреина, быстро истощающего субст-
рат еще в организме. Это положение 
подтверждает и сам автор опытами с 
добавлением в реакционную смесь пре-
парата высокомолекулярного кинино-
гена (200 мкг на 1 мл пробы) [21] . 
При этом количество освобождаемого 
брадикинина резко возрастает: на 70, 
НО, 135 и 260 % в тех образцах плаз-
мы, где до этого уровень кининогенеза 
был снижен соответственно на 10, 25, 
44 и 6 6 % . Эти данные полностью дис-
кредитируют метод, так как свидетель-
ствуют о том, что измерение скорости 
кининогенезной реакции ведется в от-
сутствие насыщения субстратом фер-
мента, т. е. в условиях, не отвечающих 
основному правилу корректной фер-
ментативной кинетики. Реакция осво-
бождения брадикинина следует кине-
тике не нулевого, а первого порядка, а 
следовательно, для оценки активности 

фермента требуется расчет концентра-
ции субстрата. Измерение активности 
фермента в условиях, предлагаемых 
М. С. Суровикииой, недопустимо и 
ошибочно. Таким образом, терминоло-
гия («сниженный» или «ослабленный», 
«повышенный» или «усиленный» кини-
ногеиез) в данном случае бессмыслен-
на, поскольку автор использует не-
адекватный метод и неверно трактует 
его результаты. Глубоко ошибочные 
выводы, к которым приходит автор, 
дезориентируют не только исследовате-
лей, но и практических врачей, по-
скольку автор метода рекомендует 
«терапевтическую коррекцию всех ф а з 
нарушения кининогенеза», а именно: 
назначение ингибиторов калликреина 
при «усиленном» кининогенезе и пре-
паратов тканевого калликреина при 
«ослабленном» [10, 19, 22, 23]. Такие 
рекомендации, могущие принести пря-
мой вред больному, являются непо-
средственным следствием необъектив-
ного метода исследования и неграмот-
ной трактовки результатов его приме-
нения. 

Кроме того, в публикациях М. С. Су-
ровикииой часто встречаются ошибоч-
ные утверждения о неидентичности ак-
тивных центров калликреина, катали-
зирующих образование брадикинина 
из кининогена и аргининэстеразную ре-
акцию [19] . Такое представление пол-
ностью противоречит известным дан-
ным мировой литературы о структуре 
активного центра и механизме дейст-
вия калликреина и других сериновых. 
протеиназ. 

В последнее время исследования ак-
тивности системы П К — К непосредст-
венно в плазме крови обогатились се-
рией новых методов, использующих в 
качестве субстрата трипептидный хро-
могенный паранитроанилид (N-Pro-
Phe-Arg-pNA или Bz-Pro-Phe-Arg-
pNA), имитирующий в последователь-
ности аминокислот структуру участка 
кининогена, непосредственно примыка-
ющего к расщепляемой калликреином 
связи [29, 30, 57]. В этом случае спе-
цифичность определения активности 
калликреина и его предшественника' 
после соответствующего активирующе-
го воздействия, несомненно, выше, чем 
при использовании любого другого 
синтетического субстрата, хотя и здесь 
отсутствует абсолютная субстратная, 
специфичность [7]. Во избежание ин-
гибирования калликреина в процессе 



активирования его из предшественника 
предлагается проводить активирование 
прекалликреииа в присутствии инакти-
ваторов ингибиторных систем плазмы 
крови [7, 9, 27]. Возможный дефицит 
компонентов контактной фазы актива-
ции (кининогена, фактора Хагемана) , 
не позволяющий проводить прямое ак-
тивирование прекалликреииа такими 
активаторами, как каолин, эллаговая 
кислота или сульфат декстрана, неко-
торые авторы советуют восполнять с 
помощью добавления в инкубационную 
среду экзогенной активной формы фак-
тора Хагемана [7, 27]. Последнее об-
стоятельство несколько осложняет ме-
тод, однако делает его результаты бо-
лее точными и строгими в интерпрета-
ции. 

Имеются работы, рекомендующие 
для повышения специфичности метода 
с применением хромогенного субстра-
та и удаления ингибитора калликреи-
на использовать предварительную ста-
дию ионообменной хроматографии 
плазмы крови [33], как это было пред-
ложено ранее при определении актив-
ности калликреина по аргининэстераз-
ному действию [13, 15]. 

Есть основание утверждать, что ме-
тоды с использованием пептидных суб-
стратов будут широко применяться не 
только в научно-исследовательских, но 
и в клинических лабораториях, так как 
являются в настоящее время наименее 
трудоемкими при достаточно высокой 
специфичности и воспроизводимости. 
Основным фактором, сдерживающим 
применение этих методов, можно счи-
тать высокую стоимость субстратов и 
отсутствие отечественных аналогов. 

Итак, большой интерес к системе 
П К — К со стороны исследователей и 
клиницистов, обусловленный ее чрез-
вычайно важной ролью в регуляции ге-
мокоагуляции и проницаемости сосу-
дов, привел к появлению большого ко-
личества методов исследования. Одна-
ко в основе предлагаемых методов не 
всегда находятся четко сформулиро-
ванные экспериментально подтверж-
денные предпосылки, согласующиеся 
с теоретическими основами биохимии, 
в частности ферментативной кинетики. 
Отсутствие критического анализа при 
выборе метода исследования привело к 
появлению огромного числа работ с 
несопоставимыми, а часто и с неверны-
ми результатами, на основании кото-

рых авторы приходят к ошибочным вы 
водам и опасным рекомендациям. 
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C O M P A R A T I V E ANALYSIS O F ASSAYS FOR 
E S T I M A T I O N O F KALLIKREIN AND PRE-
KALLIKREIN IN H U M A N BLOOD PLASMA 

V. L. Dotsenko, G. A. Yarovaya, T. S. Pashkina 

Centra l Ins t i tu te for P o s t g r a d u a t e Tra in ing of 
Physicians , Moscow 

Main procedures developed for es t imat ion of 
kallikrein activity and of content of its pre-
cursor are rewieved; critical compara t ive ana-
lysis of their principles is presented. Specifi-
city, a d v a n t a g e s and l imita t ions of these pro-
cedures are discussed. General rules of enzy-
mat ic kinetics are considered in connection with 
development and applicat ion of these procedu-
res. Some caut ions are discussed consider ing 
w r o n g conclusions and recommendat ions , based, 
on the da ta obtained by means of the inade-
quate methods . 
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НЕКОТОРЫЕ ФАКТОРЫ СЛИЗИСТОЙ ЗАЩИТЫ 
ГАСТРОДУОДЕНАЛЬНОЙ СИСТЕМЫ В РАЗЛИЧНЫЕ СРОКИ 

ПОСЛЕ УШИВАНИЯ ПРОБОДНЫХ ЯЗВ 

Кафедра госпитальной хирургии (зав. — проф. Ю. Н. Белокуров) Ярославского меди-
цинского института 

Этиология и патогенез гастродуоде-
шальных язв до настоящего времени 
т о ч н о не известны, однако можно счи-
тать бесспорной связь развития язвен-
ной болезни с нарушениями протеоли-

тической активности желудочного сока 
и содержимого двенадцатиперстной 
к и ш к и и резистентности слизистой обо-
л о ч к и этих органов. 

Агрессивность желудочного секрета 
?в основном зависит от активности про-
теолитической системы соляная кисло-
т а — пепсин. Резистентность тканей 
обеспечивается барьером, состоящим из 
3 компонентов. Первые 2 к о м п о н е н т а -
слой слизи и покровпый эпителий — вы-
делил Hol lander в 1962 г., третий ком-
понент — строму желудка и двенадца-
типерстной кишки — обнаружил в 
1967 г. Г1. Д . Рабинович. Защитную 
функцию в основном выполняет слизь 
покровного эпителия, которая образует 
на внутренней поверхности желудка 
•сплошной слой, тесно связанный с се-
дернирующими клетками нитями, по-
груженными в их цитоплазму. 

Слизистая защита двенадцатиперст-
ной кишки менее совершенна, т ак как 
слизь здесь вырабатывается только 
•специализированными клетками. Ос-
новную защитную роль слизи играют 
находящиеся в ней углеводсодержащие 
биополимеры, особенно фукогликопро-
теиды, способные связывать соляную 
кислоту, образовывать вязкие пленки 
и обладающие антипептической ак-
тивностью [1 —13]. 

В литературе нам не встретилось ис-
следований слизистой защиты у боль-
ных, оперированных по поводу пробод-
ных гастродуоденальных язв, в раз-
ные сроки после операции, а это может 
пролить свет на причину рецидивов и 
наметить пути профилактики послед-
них. 

Целью работы явилось изучение за-
щитных факторов гастродуоденальной 
системы в ближайшем послеопераци-
онном периоде и в отдаленные сроки 

после ушивания прободных язв на ос-
новании изучения баланса углеводсо-
держащих биополимеров. 

М е т о д и к а 

Дли изучения баланса углеводсодержащих 
биополимеров исследовали кровь, что позво-
лило судить о состоянии общего обмена гли-
копротеидов, и мочу, гликопептиды которой 
представляют собой всосавшиеся в кровь и 
выделенные почками продукты распада фуко-
гликопротеидов желудочно-кишечной слизи. 
Общее содержание этих биополимеров оцени-
вали по концентрации гексоз, связанных с бел-
ками, количество фукогликоиротеидов — по 
концентрации фукозы, а сиалогликопротеиды — 
по содержанию сиаловых кислот. 

Концентрацию гексоз определяли антроио-
вым методом: 1 мл мочи разводили 9 мл 
0,1 и. NaOH, 0,5 мл из раствора наслаивали 
на 5 мл холодного антрона, концентрация ко-
торого 200 мг %, кипятили 5 мин, затем 
охлаждали . К 1 мл сыворотки крови добав-
ляли 4 мл 96 % этилового спирта, д в а ж д ы 
центрифугировали по 15 мин при 3500 об/мин 
(центрифуга ОПн-3) , осадок разводили 3,9 мл 
физиологического раствора, из полученного 
раствора 0,5 мл наслаивали на 5 мл холод-
ного антрона, кипятили 5 мин, затем охлаж-
дали. Концентрацию общей фукозы определя-
ли цистеиновым методом: 1 мл мочи разво-
дили 9 мл 0,1 н. NaOH, по 1 мл раствора 
помещали в 2 пробирки, которые ставили в 
морозильную камеру на 20—30 мин, после 
чего добавляли 4,5 мл х. ч. серной кислоты, 
кипятили 3 мин, после охлаждения в 1 про-
бирку добавляли 0,1 мл 3 % раствора цистси-
на. К 0,4 мл сыворотки крови добавляли 5 мут 
96 % этилового спирта, центрифугировали 
15 мин при 1500 об/мин, к полученному осад-
ку вновь добавляли 5 мл спирта и снова цен-
трифугировали, осадок растворяли в 5 мл 
0,1 и. NaOH. По 5 мл раствора помещали в 2 
пробирки и добавляли по 0,5 мл 0,1 п. NaOH, 
по 1 мл раствора помещали в 2 пробирки, 
которые ставили в морозильную камеру на 
20—30 мим, после чего добавляли 4,5 мл сер-
ной кислоты, кипятили 3 мин, после охлаж-
дения в 1 пробирку добавляли 0,1 мл 3 % 
раствора цистеина. Фукоза с добавлением ци-
стеина зреет 1,5 ч. Показатели сиаловых кис-
лот определяли следующим образом: к 2 мл 
мочи добавляли 15 мл 9 6 % этилового спир-
т а , ц е н т р и ф у г и р о в а л и 15 м и н п р и 3 5 0 0 о б / м и н , 
осадок разводили 1 мл дистиллированной во-
ды и добавляли 1 мл раствора Биаля (100 мг 
орцина растворяют в 40 мл концентрирован-
ной НС1, добавляют 2 мл 1 % раствора FeCl3, 
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Т а б л и ц а 1 

Показатели концентрации гексоз (в ммоль/л), связанных с белком, фукозы и сиаловых кислот в пос-
леоперационном периоде в сыворотке крови больных, перенесших ушивание прободных язв ( М ± т ) 

Показатель Контроль 

Послеоперационный период 

1 — 2 сут 5 —7 сут 10 — 11 сут 

Гек 
Си< 
Фу 

созы 
ловые кислоты 
коза 

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

8 6 , 6 9 ± 6 , 7 5 

5 3 0 , 8 2 ± 7 , 4 4 * 
216,31 ± 4 , 2 7 * * 

8 1 , 8 9 ± 6 , 5 1 * * 

532 ,46±7 ,34* 
220 ,25±6 ,91 ** 

82,34=h4,78** 

533 ,88±8 ,17* 
223 ,45±7 ,56* 

83,24 ± 6 , 6 2 * * 

П р и м е ч а н и е. Достоверность вычисляли по отношению к норме: одна звездочка — р<. 
< 0 , 0 0 1 , две — р < 0 , 0 5 . 

дистиллированную воду до 50 мл) , кипятили 
5 мин, охлаждали , добавляли 5 мл амилового 
-спирта и центрифугировали до разделения 
фракций. 0,5 мл сыворотки крови разводили 
I мл дистиллированной воды, добавляли 1 мл 
20 f/0 трихлоруксусной кислоты, центрифугиро-
в а л и 10 мин при 1500 об/мин, к полученному 
о с а д к у добавляли 1 мл дистиллированной во-
ды и 1 мл раствора Биаля , кипятили 15 мин, 
!пос|ле охлаждения добавляли 5 мл амилового 
спирта и центрифугировали до разделения 
фракций. Сиаловые кислоты определяются в 
верхнем слое. 

Показатели концентрации углеводсодержа-
щнк биополимеров определяли на спектрофо-
тометре фирмы «Carl Zeis» ( Г Д Р ) . Гексозы, 
с в я з а н н ы е с белками, определяли при длине 
волны 580 нм, сиаловые кислоты — при 
590 нм, а фукозу — при 396 и 430 нм. Кровь 
<бр^ли утром натощак из локтевой вены. Д л я 
исследования мочи собирали ночную двенад-
цатичасовую порцию с 21 до 9 ч. Полученные 
цифровые данные обрабатывали методом ва-
риационной статистики, достоверность резуль-
татов определяли по таблице Стьюдента. 

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

Показатели углеводсодержащих 
биополимеров изучены у 67 человек 
(64 мужчин и 3 женщины). Возраст 
пациентов на момент обследования со-
ставил 18—62 года. У 56 больных яз-
ва локализовалась в пилородуоденаль-
нои зоне и у 12 — в желудке. Д л я 
контроля обследованы 15 здоровых 
.лиц. 

В раннем послеоперационном пери-
оде обследованы 26 больных, в 1—2, 
5 - 7 и 10—11-е сутки после ушивания 
прободных язв у них определяли кон-
центрацию гликопротеидов в сыворот-
ке крови (табл. 1). 

При прободении гастродуодеиаль-
иых язв защитные свойства слизистой 
оболочки желудка резко нарушены — 
в раннем послеоперационном периоде 
снижена концентрация гексоз, незна-
чительно снижена концентрация фуко-
зы, а содержание сиаловых кислот 
увеличено. По-видимому, столь резкое 

нарушение механизмов слизистого 
барьера привело к быстрому прогрес-
сированию язвенного дефекта и перфо-
рации. К 10—11-м суткам послеопера-
ционного периода, т. е. к моменту вы-
писки больных из хирургического ста-
ционара, происходило постепенное 
увеличение в сыворотке крови углевод-
содержащих биополимеров, однако это 
увеличение было незначительным и 
концентрация гликопротеидов остава-
лась нарушенной по сравнению с кон-
трольными показателями (разница 
статистически достоверна— р<0,005). 
Это необходимо учитывать при даль-
нейшем лечении больных, которые из 
хирургического стационара должны 
переводиться в гастроэнтерологические 
отделения для проведения курса про-
тивоязвенной терапии. 

У 41 пациента гликопротеиды в сы-
воротке крови и в моче изучены через 
1 —12 лет после операции. У больных 
(19), перенесших ушивание прободной 
язвы и считающих себя здоровыми 
(жалоб они не предъявляли, диету не 
соблюдали, рецидива заболевания не 
выявлено), концентрация гликопепти-
дов в сыворотке крови и в моче была 
в пределах нормы. Это свидетельству-
ет о том, что у них полностью восста-
новилась защитная функция слизистой 
оболочки желудка и двенадцатиперст-
ной кишки, а перфорация явилась 
следствием действия неблагоприятных 
факторов (стресс, физическое перена-
пряжение, прием салицилатов, гормо-
нов), отрицательно влияющих на сли-
зистый барьер гастродуоденальной си-
стемы [1, 8, 11]. 

При рецидиве заболевания после 
ушивания прободной язвы у 22 чело-
век (рецидив язвы подтвержден фиб-
рогастроскопией) концентрация гли-
копротеидов в сыворотке крови и в мо-
че изменялась в соответствии с перио-
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дами течения язвенной болезни (табл. 
I 2) [ 2 - 7 , 9, 12, 13]. 
5 В отдаленные сроки после ушивания 

прободных язв у больных с рецидивом 
заболевания при обострении язвенной 
болезни отмечалось снижение концен-
трации фукозы в моче, а при улучше-
нии состояния больных в процессе ле-
чения количество фукозы возрастало. 
Концентрация фукозы в сыворотке 
крови при обострении заболевания ос-

V тавалась близкой к норме, а при улуч-
шении состояния больных увеличива-

я лась. Показатели гексоз и сиаловых 
6 кислот в период обострения язвенной 

ю- болезни в моче были близки к нор-
мальным значениям, а при улучшении 

V состояния пациентов незначительно 
увеличивались. В крови при обостре-

а нии язвенной болезни показатели гек-
§ соз снижались, а сиаловые кислоты 

незначительно увеличивались, при сти-
хании процесса оба показателя повы-
шались. 

У больных с рецидивом язвенной бо-
I лезни слизистый барьер после перфо-
3 рации язвы не восстановился, что при-
| вело к рецидиву заболевания или неза-
8 ращению ушитой язвы, поэтому изу-

чение углеводсодержащих биополиме-
| ров в раннем послеоперационном пе-

риоде и в отдаленные сроки после 
ушивания прободных гастродуоденаль-

о ных язв позволяет судить об эффектив-
ности хирургического лечения и ста-
вить показания для повторных опера-
ций. 
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S O M E P R O T E C T I V E FACTORS O F GASTRO-
D U O D E N A L M U C O S A L M E M B R A N E WITH-
IN V A R I O U S P E R I O D S AFTER P E R F O R A T -

ING ULCER S U R G I C A L T R E A T M E N T 

L. A. Muravyova, Ye. Yu. Volkov 

Medical School, Yaroslavl 

Per fora t ion of ulcer occurred a f te r disct inct 
impai rments in protective mechanisms of gas-
tric mucosal membrane ; this sugges t ion was cor-
roborated by s tudies of glycoprotein content in 
blood serum of pa t ien ts with pe r fo ra t ing gas t ro -
duodenal ulcer within the ear ly postopera t ion 
period. Studies of the glycoprotein in blood 
se rum and urine within theh later periods a f te r 
the operat ion showed tha t the mucosal protec-
tive barr ier was completely restored in some 
pat ients , thus protect ing aga ins t the ulcer 
exacerbat ion, while recurrence of the disease 
was observed in the pat ients with deter iora ted 
protective mechahn i sms in gas t r ic mucosal 
membrane . 

В. В. Фролькис, JI. H. Богацкая, С. Я. Новикова 

ИНГИБИТОРЫ БИОСИНТЕЗА БЕЛКА 
И РАЗВИТИЕ Д И С Л И П О П Р О Т Е И Д Е М И Й У КРОЛИКОВ 

Л а б о р а т о р и я биохимии Института геронтологии АМН СССР, Киев 

Среди большого числа факторов, 
определяющих развитие атеросклеро-
за , особое место занимают дислипо-
тротеидемии ( Д Л П ) , характеризую-

щиеся изменениями в содержании, со-
ставе и соотношении отдельных липи-
юв и липопротеидов ( Л П ) крови [5] . 

В связи с этим многочисленные по-
пытки лечения атеросклероза в клини-
ке и эксперименте основывались на 
использовании средств, снижающих 
уровень липидов крови. 

Вместе с тем установлено, что в 
возникновении нарушений метаболиз-
ма липидов и Л П , приводящих к раз-
витию атеросклероза, важную роль 
играет избыточная продукция печенью 
п кишечником апо-белков, особенно 
апо-В-белков — основного структурно-
го компонента Л П низкой плотности 
( Л П Н П ) [6]. Это обусловливает по-
пытки влиять на развитие дислипо-
гротеидемий и атеросклероза путем 
направленного снижения концентра-
ции апо-В-белков. Одним из подходов 
h решению этой задачи может быть 
Использование ингибиторов биосинте-
за белка. Последние, как было пока-
зано ранее, влияя на обмен белков и 

ппидов, существенно увеличивают 

продолжительность жизни экспери-
ментальных животных [7] . 

Все изложенное выше определило 
задачу настоящего исследования -
изучить влияние оливомицина, ипги-
бирующего биосинтез белка на этапе 
транскрипции, и стрептомицина, бло-
кирующего этап трансляции [1] , на 
развитие экспериментально вызван-
ных Д Л П . 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 47 молодых полово-
зрелых кроликах-самцах массой 2—3 кг. Ис-
пользованы 2 модели: 1-я — разовая нагруз-
ка холестерином (ХС) для развития острой 
алиментарной Д Л П и 2-я — длительная на-
грузка ХС для развития экспериментального 
атеросклероза. ХС вводили с помощью зонда 
в 10 % растворе подсолнечного масла из рас-
чета 0,25 г на 1 кг массы. В I серии опы-
тов животные были разделены на 3 группы: 
кролики 1-й группы (8) получали нагрузку 
ХС, животным 2-й группы (6) в течение 3 
дней до нагрузки ХС пероральио вводили 
стрептомицин, разведенный молоком, из рас-
чета 0,5 на 1 кг массы, кролики 3-й группы 
(10) в течение 3 дней до нагрузки ХС получа-
ли стрептомицин внутримышечно из расчета 
0,057 г на 1 кг массы 3 раза в день. Кровь 
брали из краевой вены уха непосредственно 
до введения ХС и спустя 2, 6, 18, 24 и 48 ч 
после нагрузки ХС. 
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Влияние стрептомицина на развитие алиментарной гиперхолестеринемии у кроликов 
в условиях разовой нагрузки холестерином. 

По оси ординат изменение содержания вещества по отношению к исходному уровню (в %); 
по оси абсцисс — время (в ч). А — апо-В-содержащие ЛП; Б — общий ХС; В — ХС ЛПВП; / — 
нагрузка ХС; 2 — нагрузка ХС на фоне перорального введения стрептомицина; 3 — нагрузка ХС 

на фоне внутримышечного введения стрептомицина. 

Во II серии опытов животные 1-й группы 
(10) в течение 4 мес получали ХС, кроликам 
2-й группы (8) на фоне длительной нагрузки 
ХС парентерально вводили оливомицин из 
расчета 50 мкг на 1 кг массы, животные 3-й 
группы (5) получали только оливомицин. 
Кровь брали из краевой вены уха к а ж д ы е 4 
иед. Животных забивали под иембуталовым 
наркозом (0,15 мг на 1 кг массы), осуще-
ствляя морфологический контроль. 

В плазме крови определяли общий ХС и 
ХС различных классов Л П — ЛГ1 очень низ-
кой плотности ( Л П О Н П ) , Л П высокой плот-
ности ( Л П В П ) , — выделенных методом двой-
ной преципитации |3] , триглицериды [8], не-
эстерифицированные жирные кислоты 
( Н Э Ж К ) [9], апо-В-содержащие Л П [4], про-
центное содержание фракций Л П методом 
электрофореза в агарозиом геле с последую-
щей денситометрией [2]. В тканях определя-
ли содержание ХС, триглицеридов, Н Э Ж К и 
Л П методами, указанными выше, после пред-
варительной экстракции липидов по методу 
[10]. 

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

Однократная нагрузка ХС, как вид-
но на рисунке, приводит к выражен-
ной гиперлипопротеидемии и гиперхо-
лестеринемии. Так, уже через 2 ч пос-
ле введения ХС концентрация апо-В-
содержащих ЛГ1 возрастает на 58 % 
по сравнению с исходным уровнем. Че-
рез 18 ч она достигает максимума 
(270 % от исходного уровня) , затем 
несколько снижается, оставаясь доста-
точно высокой и через 48 ч после на-
грузки (на 255 % выше исходного 
уровня) . В то ж е время концентрация 
ХС достигает максимальных значений 
через 24 ч, сохраняясь на достаточно 
высоком уровне и через 48 ч. П а р а л -
лельно с увеличением концентрации 
общего ХС нарастает и уровень ХС 
Л П В П . Максимальное увеличение его 

(на 3 9 % ) отмечается через 24 ч пос-
ле нагрузки. 

Пероральиое введение стрептоми-
цина предотвращает острое развитие 
острой алиментарной гиперлипопро-
теидемии и гиперхолестеринемии. Из 
рисунка видио, что максимум повы-
шения апо-В Л П приходится уже не 
на 18-й, а на 24-й час, а их уровень 
возрастает только на 4 8 % . В значи-
тельно меньшей степеми повышается 
и концентрация общего ХС, наиболее 
высокий уровень которого обнаружи-
вается т а к ж е через 24 ч, но превыша-
ет исходный только на 33 %. Исходя 
из механизма действия стрептомицина 
[1] , можно предположить, что полу-
ченный эффект связан с блокировани-
ем в кишечнике синтеза апо-белков„ 
участвующих в формировании липо-
протеидиых частиц. 

Влияние стрептомицина на уровень 
Л П и ХС особенно четко проявилось 
при его внутримышечном введении. 
Стрептомицин пе только полностью 
предотвратил развитие острой алимен-
тарной гиперхолестеринемии, по и 
привел к снижению исходного уровня 
апо-В ЛГ1 и общего ХС в среднем на 
20—25 %. Полученный эффект в дан-
ном случае, по-видимому, связан с 
влиянием ингибитора не только па ки-
шечник, по и па печень. Исследование 
ткани печени через 24 ч после на-
грузки ХС показало, что у животных,, 
получавших стрептомицин, по сравне-
нию с животными, которым вводили 
т о л ь к о Х С , с у щ е с т в е н н о с н и ж е н о к а к 
содержание ХС (с 2,84=0,3 до 1,7=1= 
± 0 , 2 мг на 1 г ткани, т. е. на 3 9 % ) „ 
так и апо-В Л П (с 0 ,65+0 ,06 до 0,38=1= 
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z t )„04 мг па 1 г ткани, т. е. на 42 %)• 
Этому соответствует и максимальный 
«прирост концентрации ХС в крови че-
рез 24 ч после разовой нагрузки. 

Таким образом, введение ингибито-
ра биосинтеза белка стрептомицина 
препятствует развитию гиперхолесте-
ри 1емии и гиперлипопротеидемии, вы-
зы ваемой однократной холестериио-
вол нагрузкой. 

Три длительном введении ХС (в те-
чение 4 мес) в качестве ингибитора, 
•биосинтеза белка был использован 
оливомицин. Из данных, представлен-
ных в табл. 1, видно, что у кроликов 
в процессе длительной нагрузки раз-
вивается выраженная гиперхолестери-
иемия, гипертриглицеридемия, гипер-
липопротеидемия, т. е. признаки, ха-
р а кте р и з у ющи е а те р о ге и и у ю Д Л П . 
Так, в 1-й группе животных через 
4 Нед после начала эксперимента со-
держание общего ХС крови повышает-
ся на 221 %, через 12 мед — н а 351 %, 
оставаясь на таком же высоком уров-
не до конца эксперимента. Значитель-
но возрастает концентрация ХС 
Л П Н П : через 12 нед после начала на-
грузки их уровень составляет 250,1 ± 
± 1 1 , 4 мг/дл, что на 320 % выше ис-
ходного показателя. Концентрация ХС 
ЛШОНП максимально (в 6 раз) уве-
личивается через 16 нед. Следует от-
метить некоторое увеличение содержа-
ния ХС Л П В П , которое достигает мак-
симальных значений через 8 нед пос-
ле начала эксперимента. Однако на 
12-й неделе его уровень начинает сни-
жаться и к 16-й неделе возвращается 
к исходному. Неравномерное распре-
деление ХС между фракциями Л П 
приводит к з и а ч ительи ому нараста-
нию коэффициента атерогенности, ха-
р а кте р и з у ю ще го а те р о ге и ну ю с и ту а -
цнК) в организме [5 | . В процессе на-
грузки ХС происходит диссоциация в 
изменении фракций Л П : снижение 
процентного содержания Л П В П и по-
вышение уровня ЛГИ Ш . Выражен-
ность изменений достигает максималь-
ных значений через 16 нед. Абсолют-
ное содержание апо-В Л П к этому 
сроку увеличивается почти в 5 раз по 
«сравнению с исходным уровнем. На-
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Т а б л и ц а 2r 

С о д е р ж а н и е л и п и д о в ( в м г / г ) в р а з л и ч н ы х т к а н я х у кроликов в у с л о в и я х нагрузки ХС и о л и в о м и ц и н о м 
(М±т) 

Исследуемые вещества Контроль 
(/1 = 5) 

Нагрузка ХС 
(гс= 1 0) 

Нагрузка XC 
и оливомицином 

(п = 8) 

Нагрузка 
оливомицином 

(п = 5) 

Х о л е с т е р и н ( о б щ и й ) : 
п е ч е н и 3 , 0 ± 0 , 2 1 2 , 7 ± 0 , 9 * 5 , 4 ± 0 , б 3 , 1 ± 0 , 2 
с е р д ц а 3 , 1 ± 0 , 3 8 , 0 ± 0 , 7 * 4 , 3 ± 0 , 3 3 , 0 ± 0 , 4 
м о з г а 5 , 9 ± 0 , 3 1 0 , 5 ± 1 , 2 * 5 , 7 ± 0 , 4 5 , 6 ± 0 , 7 
а о р т ы 2 , 9 ± 0 , 1 5 , 2 ± 0 , 6 * 3 , 4 ± 0 , 2 3 , 1 ± 0 , 3 

Т р и г л и ц е р и д ы : 
п е ч е н и 2 , 8 ± 0 , 1 2 , 9 ± 0 , 3 2 , 6 ± 0 , 1 2 , 7 ± 0 , 3 
с е р д ц а 2 , 5 ± 0 , 2 2 , 4 ± 0 , 3 2 , 5 ± 0 , 3 2 , 4 ± 0 , 4 
м о з г а 2 , 8 ± 0 , 3 3 ,1 ± 0 , 5 2 , 9 ± 0 , 4 2 , 7 ± 0 , 4 
а о р т ы 3 , 3 ± 0 , 3 3 , 2 ± 0 , 4 3 ,1 ± 0 , 2 3 , 0 ± 0 , 2 

Л П Н П и Л П О Н П ( с у м м а р н о ) : 
п е ч е н и 0 , 9 ± 0 , 1 1 , 2 ± 0 , 3 0 , 8 ± 0 , 0 9 0 , 7 ± 0 , 0 9 
с е р д ц а 0 , 7 8 ± 0 , 0 8 0 , 8 9 ± 0 , 0 9 * 0 , 5 9 ± 0 , 0 8 0 , 5 8 ± 0 , 0 8 
м о з г а 0 , 5 7 ± 0 , 7 0 , 9 7 ± 0 , 0 6 М 1 0 , 6 1 ± 0 , 0 7 0 , 6 0 ± 0 , 0 7 
а о р т ы 0 , 6 7 ± 0 , 0 8 0 , 8 6 ± 0 , 0 7 * 0 , 5 3 ± 0 , 0 7 0 , 3 9 ± 0 , 0 5 ^ 

Н Э Ж К : 
п е ч е н и 6 , 0 ± 0 , 9 6 ,4=fc0 ,7 5 , 4 ± 0 , 6 6 , 4 ± 0 , 7 
с е р д ц а 3 , 6 ± 0 , 8 5 , 4 ± 0 , 6 * 4 , 5 ± 0 , 5 3 , 8 ± 0 , 5 
м о з г а 7 , 2 ± 0 , 9 7 ,1 ± 0 , 8 6 , 3 ± 0 , 7 7 ,1 ± 0 , 9 
а о р т ы 5 , 7 ± 0 , 6 5 , 8 ± 0 , 7 5 , 6 ± 0 , 6 5 , 3 ± 0 , 6 

П р и м е ч а н и е . З в е з д о ч к а — / ? < 0 , 0 5 п о с р а в н е н и ю с к о н т р о л е м . 

мг/дл и 336 ,85± 18,6 мэкв/л, то после 4 раза, в мозге и аорте — в 2,5 раза 
4-месячной нагрузки ХС эти показате- по сравнению с контрольной группой,, 
ли достигали 70,83=ь6,5 мг/дл и то у кроликов, получавших оливоми-
686,7±20,6 мэкв/л соответственно. ции, достоверных изменений не обиа-

В то же время во 2-й группе кроли- ружеио. Такая же закономерность вы-
ков (получавших оливомицин на фо- явлена и при изучении концентрации 
не длительной нагрузки ХС) абсолют- апо-В Л П и Н Э Ж К . Содержание три-
ный уровень общего холестерина зна- глицеридов не изменяется во всех 
чительно и достоверно ниже по срав- группах животных, 
нению с 1-й группой. Одновременно Таким образом, полученные данные 
с этим обнаружено достоверное сии- свидетельствуют о том, что использо-
жеиие концентрации Л П Н П и содер- ванные в работе ингибиторы биосин-
жащегося в них ХС через 16 нед пос- теза белка независимо от точки при-
ле введения антибиотика. Существен- ложения их действия предотвращают 
но, что коэффициент атерогениости в развитие Д Л П и атеросклероза у экс-
этих условиях не только не возрастал, периментальиых животных. Как изве-
но даже снижался по сравнению с ис- стио, решающую роль в синтезе и ка-
ходным уровнем. таболизме Л П играют печень и ки-

Таким образом, введение ингибито- шечник. Можно предположить, что по-
ра биосинтеза белка на фоне длитель- лученные нами результаты связаны с 
ной нагрузки ХС предотвращает раз- ингибированием синтеза апо-В-белков 
витие атерогенной Д Л П . в этих органах. Подтверждением это-

Развитие экспериментального ате- го положения является тот факт, что 
росклероза сопровождается измене- под влиянием используемых нами ан-
ниями липидного состава не только тибиотиков достоверно снижается со-
крови, по и различных тканей, в том держание апо-В Л П в печени. Вместе 
числе сосудов, что является основным с тем имеют значение и нарушения ад-
патогенетическим звеном развития сорбции ХС в кишечнике, изменения 
атеросклероза. Из данных, представ- функции специфических рецепторов и 
ленных в табл. 2, видно, что введение других возможных механизмов дейст-
ХС на фойе нагрузки оливомицином вия стрептомицина и оливомицииа. 
препятствует процессу накопления ли- Это подтверждается данными, свиде-
пидов в тканях. Если в 1-й группе кон- тельствующими о существенном сни-
центрация ХС в печени увеличена в жении уровня ХС крови под влияни-
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антибиотика неомйцина [11] . По-
ченгные результаты дают основания 
1 поиска средств, з адерживающих 
витие атеросклеротического про-
са, среди веществ, избирательно 
кирующих синтез апо-В-белков в 
ени и кишечнике. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

Ашмарин И. П., Клюнарев Л. А. Ингиби-
торы синтеза белка. — Л., 1975. 

2 Киряков А., Тинтерова 3., Стоянова С. // 
/ / Съвр. мед. — 1977. — Т. 28, № 4. — 
С. 2 9 - 3 5 . 
Киряков А., Тинтерова 3. / / Л а б . дело — 
1979. — No 7. — С. 398—402. 

4. Климов A. И., Ловягина Т. П., Банькоо-
ская 3. Б. II Там же. — 1966. — № 5. — 
С. 276—280. 

5. Климов А. И., Никульчева Н. Г. Липо-
протеиды, дислипопротеидемии и атеро-

клероз. — Л., 1984. 
6. Репин В. С. II Бюл. Всесоюз. кардиол. 

I а у ч. центра .— 1986. — № 1. — С. 116—118. 
7. <£> роль кис В. В., Богацкая Л. Н., Ступи-

на А. С. и др. / / Продление жизни: про-
гнозы, механизмы, контроль. — Киев. 
1979.— С. 148—164. 

8. Carlson L. A.// J. Atheroscler. R e s . — 
1963 .—Vol . 3, N 4 . — P . 334—336. 

9 . Dunconbe W. G.// Clin. chim. Acta .— 
1964 — Vol. 8, N 2 . — P. 122—125. 

10. Folch G., Lees M., Sloane S. G. / / J. biol. 
C h e r n . — 1 9 5 7 . — Vol. 226, N 1. — P . 497— 
509. 

11. Samuel P., Steiner A.// Proc. Soc. exp. 
Biol. (N. Y.). — 1959. — V o l . 100, N 1.— 
P. 193—195. 

Поступила 08.02.89 

I N H I B I T O R S O F P R O T E I N B I O S Y N T H E S I S 
AND D I S L I P O P R O T E I N E M I A S IN RABBITS 

V. V. Frol'kis, L. N. Bogatskaya, S. N. Novi-
kova 

Ins t i tu te of Gerontology, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Kiev 

Acute a l imentary hypercholesterolemia, deve-
loping af te r a s ingle load with cholesterol, and 
exper imental atherosclerosis , caused by long-
term load ing with cholesterol, were studied in 
young rabbits . Olivomycin, adminis tered simul-
taneous ly with long- term cholesterol loading, 
and s t reptomycin, injected within 3 days be-
fore cholesterol loading, were used as inhibi-
tors. These antibiotics prevented hypercholeste-
rolemia, hyperl ipoproteinemia and atherosclero-
sis development . The da ta obtained s u g g e s t tha t 
the d r u g s used inhibited development of athero-
sclerosis via selective blockade of apoB pro-
teins synthesis in liver and intest inal t i ssues 
of the exper imental animals . 

<£} КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

УДК 616-008.931:577.152.28]-008.64-055.5/.7-07 

Т. В. Миренбург, Т. В. Лебедева, К. Д. Краснопольская, О. Б. Барцева, 
В. М. Козлова, В. А. Бахарев 

БИОХИМИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА МУКОСУЛЬФАТИДОЗА 

Институт медицинской генетики АМН СССР, Центр охраны здоровья матери и ребенка 
Минздрава СССР, Москва 

Мукосульфатидоз (МС) — редкое 
аутосомно-рецессивпое заболевание, 
характеризующееся множественной не-
достаточностью сульфатаз (арилсуль-
фат аз А, В, и С, идуронатсульфатазы, 
гепаран-Ы-сульфатазы, N-ацетилгалак-
тозамин-6-сульфатсульфатазы) [9] . 
Заболевание х а р а ктер изуется выра-
женным клиническим и биохимиче-
ским полиморфизмом, что, по-видимо-
му, является следствием генетической 
гетерогенности МС, при котором пер-
вичный биохимический дефект остает-
ся нерасшифрованным [8]. Из имею-
щихся в литературе описаний можно 
выделить по крайней мере две клини-
ческие формы, различающиеся по сро-
ку манифестации заболевания — позд-
нюю инфантильную и неонатальную 
[6, 8, 9, 16]. Клинический фенотип 
включает тяжелую неврологическую 
симптоматику, поражение скелета и 

изменение внешности больного по ти-
пу гаргоилизма, ихтиоз, т. е. сумми-
рует симптомы, индуцированные не-
достаточностью сульфатаз , участвую-
щих в деградации гликосфипголипи-
дов, гликозаминогликанов и стерои-
дов. Наличие гено- и феиокопий и вы-
раженный клинический полиморфизм 
делают практически невозможной кли-
ническую диагностику МС, который 
достоверно диагностируется только 
методами современной биохимии. 
В мировой литературе описано немно-
гим более 20 случаев МС, что не соот-
ветствует истинной частоте заболева-
ния, которое часто ошибочно диагно-
стируется как недостаточность одной 
из сульфатаз либо вообще не диагно-
стируется [9] . В настоящей работе 
представлены результаты биохимиче-
ской диагностики МС, осуществляемой 
как постнатально (у пробанда) , так и 
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пренатально (у плода) при повторной 
беременности в отягощенной семье. 

М е т о д и к а 

Материалом для исследования являлись би-
ологические жидкости — моча, сыворотка, ам-
ниотическая жидкость, полученная путем ам-
ниоцентеза на 21-й неделе беременности, и 
клетки — лейкоциты, культуры кожных и эм-
бриональных фибробластов, а т а к ж е культура 
клеток амниотической жидкости. Выделение 
лейкоцитов и культивирование фибробластов 
осуществляли описанными ранее методами [2, 
6] . Клетки амниотической жидкости культи-
вировали по методу [13] с длительностью ин-
кубации 21—28 дней. ТСХ олигосахаридов мо-
чи проводили на пластинках со слоем сили-
кагеля («Мегк», Ф Р Г ) . Количественное содер-
жание и спектр экскретируемых гликозамино-
гликанов (ГАГ) определяли, как описано ра-
нее [5]. Электрофоретическое фракционирова-
ние ГАГ осуществляли на ацетатцеллюлозных 
пленках (целлогель, «Serva», Ф Р Г ) . В рабо-
те использовали стандарты ГАГ («Seikagaky 
Kogio», Япония) стандарт гепарансульфата 
получали, как описано ранее [4]. Двухмер-
ный электрофорез ГАГ в моче и амниотиче-
ской жидкости осуществляли после преципи-
тации ГАГ из биологических жидкостей 5 % 
цетилпиридинийхлоридом (ЦПХ) или 0,05 % 
альциановым синим в 0,05 М натрий-ацетат-
ном буфере (рН 5,8), содержащем 50 мМ хло-
ристого магния в системе пиридин — уксусная 
кислота — вода (10:1:89 по объему) рН 6,0 
(I направление) и 0,1М уксуснокислый барий 
(II направление) . Преципитацию ГАГ альциа-
новым синим из амниотической жидкости про-

водили без переваривания белков. Преципитн-
рованные ГАГ перерастворяли в дистиллиро-
ванной воде и в объеме 1—3 мкл наносили в 
левый нижний угол пленки на расстоянии 
2,0 см от обоих краев; перед разделением во 
II направлении на 1,0 см правее точки нане-
сения в объеме 1,5 мкл наносили смесь стан-
дартов ГАГ (по 0,5 мкг к а ж д о г о ) . Условия 
электрофореза : градиент потенциала 7,5 В/см. 
время разгонки 45 и 90 мин .соответственно 
для I и II направления. Окраску и денсито-
метрию электрофореграмм проводили по ме-
тоду [11]. Флюориметрическое титрование-
ГАГ амниотической жидкости проводили, как 
описано ранее [1], после преципитации и пе -
рерастворения в бидистиллированной воде 
(рН 5,6) и в 0,1 н. серной кислоте (рН 2,0). 

Внутриклеточное накопление ГАГ опреде-
ляли радиоизотопным методом и выражали в-
виде коэффициента накопления (Кн), т . е . в̂  
виде отношения количества 3 5 S-TAr в иссле-
дуемых клетках к их количеству в нормаль-
ных клетках на 4-й день культивирования с 
меткой [3]. 

Активность арилсульфатаз А и В опреде-
ляли с помощью хромогенного субстрата, п-
нитрокатехолсульфата фирмы «Koch-Light» 
(Англия). Концентрацию освобожденного п-
нитрокатехола измеряли стандартным методом 
[10]. Активность ift-D-гексозаминидаз и (3-D-
галактозидазы определяли с помощью произ-
водных 4-метилумбеллиферона (4МУФ) 
(«Koch-Light») по методу [9, 14]. Концент-
рацию освобожденного 4МУФ измеряли н а 
спектрофлюориметре «Hitachi-850» (Япония) 
при А , т , о а б = 360 нм, Х ф Л = 450 нм. Активность 
ферментов выражали в наномолях продуктов, 
реакции на 1 мг белка за 1 ч инкубации. Ак-
тивность renapan-N-сульфатазы определяли, 

Т а б л и ц а 1 
Активность лизосомных ферментов в клеточном гомогенате пробанда и его родителей 

Арилсульфатаза А Арилсульфатаза В Гепаран-Ы-сульфа-
таза 

Гомогенат и обсле- со 2 2 
дованный * ж ? О « ^ S 

нмоль/ч на 1 мг % от нмоль/ч на 1 мг % от о 
белка нормы белка нормы 

° X ч © 

я 
о 

Лейкоциты: 
пробаид А. 4 , 7 (114) 4 ,1 1 ,8 (53 ,3 ) 3 , 9 — — 

новорожденная 
М. 7 1 , 0 (334) 2 1 , 0 7 9 , 7 (92 ,3 ) 8 2 , 0 — — 

отец 2 8 , 5 (114) 2 5 , 0 4 7 , 0 (53 ,3 ) 8 6 , 0 — — 

мать 5 3 , 6 (114) 4 7 , 0 4 1 , 2 (53 ,3 ) 7 8 , 0 — — 

Данные литерату- 2 4 , 8 ( 7 0 — 2 7 0 ) 15 ,0 0 ( 3 9 — 1 9 1 ) 0 — — 

ры [6] 1 ,8 ( 3 2 — 1 0 6 ) 3 , 0 5 , 4 ( 4 8 — 4 6 8 ) — — — 

Кожные фибро-
1,8 ( 3 2 — 1 0 6 ) 5 , 4 ( 4 8 — 4 6 8 ) 

бласты: 
пробаид А. 8 2 , 3 (578 ,8 ) 14 ,0 2 9 , 0 ( 8 0 , 1 ) 3 6 , 0 0 , 7 (5 ,6) 1 2 , 5 
новорожденная 

М . 1 0 7 , 3 ( 5 0 7 , 5 ) 2 1 , 0 9 5 , 7 (141 ,8 ) 6 7 , 0 — — 

Данные литерату- 4 0 , 0 ( 3 2 5 — 2 0 0 0 ) 3 , 4 0 ( 9 4 — 4 4 3 ) 0 
ры [6] 0 ( 9 0 — 5 1 6 ) 0 5 , 4 ( 1 1 4 — 4 5 6 ) до 5 0 , 0 

Клетки амниотиче-
5 , 4 ( 1 1 4 — 4 5 6 ) 

ской жидкости 
М . 9 5 , 0 (328) 2 9 , 0 3 7 , 0 (79 ,2 ) 4 7 , 0 3 , 8 (5 ,8 ) 6 6 , 9 

П р и м е ч а и и е. В скобках приведена величина активности в норме, полученная в этом 
ж е эксперименте. 
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ис 
к а 
К( 

юльзуя ^Б-гепарин («Amersham», Англия) в 
lecTBc субстрата, как описано ранее [10]. 
нцентрацию белка измеряли по методу [7]. 

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

В «отягощенной» семье А. имелось 
двое больных детей, один из которых 
(мальчик) умер до обследования в 
возрасте 4 лет 5 мес. Пробанд — де-
вочка в возрасте 4 лет 9 мес. Росла и 
развивалась в пределах возрастной 
нормы до 2,5 года, когда у нее появи-
лись судорожные подергивания конеч-
ностей. Д а л е е ребенок стал терять 
приобретенные навыки, нарастало от-
ставание в психомоторном и речевом 
развитии, появились сухость кожи и 
ихтиоз. В момент обследования ин-
теллект снижен до стадии идиотии, 
спастический тетрапарез , эписиндром, 
ихтиоз, изменения скелета (протрузия 
грудины, эквино-варуспая деформация 
стоп), гепатосплеиомегалия. Старший 
брат имел аналогичное заболевание и 
умер во время эпилептического при-
ступа. 

При обследовании пробаида А. А. 
биохимическими методами с целью ис-
к л ю ч е и и я наследственных ф о р м л е й -
кодистрофий в моче не выявлено ги-
перэкскреции олигосахаридов и гипер-
экскреции ГАГ — 210 ед. Ц П Х на 1 г 
креатинина (при возрастной норме до 
213 ед. ЦПХ на 1 г креатинина) . Ис-
следование спектра экскретируемых 
ГАГ с помощью одно- и двухмерного 
электрофореза (рис. 1, см. вклейку) 
выявило гиперэкскрецию гепарансуль-
фата (ГС/ХС«1 ,0 , в норме Г С / Х С ^ 
^ 0 , 1 ) . Определение активности лизо-
сомных ферментов в лейкоцитах и 
фибробластах выявило недостаточ-
ность арилсульфатазы А (соответст-
венно 4,1 и 14 % от нормы), арилсуль-
фатазы В (3,9 и 3 6 % ) , в фибробла-
стах — снижение активности гепаран-
N-сульфатазы (12 ,5% от нормы), тог-
да как величины активности гексоза-
минидазы и p-D-галактозидазы оказа-
лись в пределах нормального ряда. 
В табл. 1 представлены результаты 
определения активности лизосомных 
ферментов в гомогенате лейкоцитов 
родителей пробанда, эти данные сви-
детельствуют о наличии гетерозигот-
ных проявлений дефекта на фермент-
ном уровне. Результаты биохимиче-
ского обследования наряду с К Л И Н И -

ЧЕСКОЙ картиной заболевания позво-
лили диагностировать МС у пробаи-

да. Исследование внутриклеточного 
накопления 3 5S-TAr выявило отклоне-
ние от нормы: Кн составил 1,8. 

В момент обследования мать про-
банда была беременна, и семье пред-
ложили дородовую диагностику. На 
21-й неделе беременности произведен 
трансабдоминальиый амниоцеитез, по-
лучен образец амниотической ж и д к о -
сти и выращена культура ее клеток.. 
При исследовании спектра гликозами-
ногликанов амниотической жидкости 
выявлена гиперэкскреция кератан-
сульфата и гепарансульфата, ко-
торые в норме не содержатся 
(рис. 2, см. вклейку). В культуре 
клеток амниотической жидкости ак-
тивность арилсульфатаз А и В была 
снижена, но аномалий в уровне вну-
триклеточного накопления 3 5 S - T A r 
практически не выявлено (Кн = 1 , 1 ) . 
Таким образом, данные биохимиче-
ских исследований не позволяли од-
нозначно интерпретировать генотип 
плода как гомо- или гетерозиготного-
носителя МС. Ситуация усугублялась 
поздним сроком беременности у мате-
ри пробаида к моменту обследования 
(невозможность динамического на-
блюдения) и отсутствием данных ли-
тературы о дородовой диагностике 
МС. Семье было рекомендовано пре-
рвать беременность в связи с низкой 
остаточной активностью арилсульфа-
тазы А в культуре клеток амниотиче-
ской жидкости и измененным спект-
ром ГАГ в амниотической жидкости.. 
Ж е н щ и н а не явилась в указанный 
срок для прерывания беременности, а 
на 31-й неделе беременности в резуль-
тате преждевременных родов у нее 
родилась девочка с массой тела 1 кг 
800 г, у которой в течение 4 мес по-
степенно был получен и исследован 
разнообразный биохимический мате-
риал. При исследовании образцов мо-
чи в 2-недельном и 4-месячном воз-
расте гиперэкскреции ГАГ не выяв-
лено. 

В спектре экскретируемых ГАГ у 
новорожденной М. произошли некото-
рые изменения. В возрасте 2 нед па 
электрофореграмме выявлялся гепа-
раисульфат (см. рис. 1), тогда как в. 
4-месячном возрасте этот ГАГ па элек-
трофореграмме отсутствовал. На 1,5-м 
месяце жизни у М. была взята биоп-
сия кожи и выведена культура кож-
ных фибробластов, в которой опреде-
лена активность лизосомных фермен-
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Т а б л и ц а 2 

Х а р а к т е р и с т и к а г о м о - и г е т е р о з и г о т н о г о ф е н о т и п а МС 

Активность лизосомных ферментов, в % от нормы 

Генотип 

п К 
V с 

я 
н =* о си Си 

«га 
и 
< 
и 

арилсульфатаза А арилсульфатаза В 
гепаран-
N-суль-
фатаза 

Ц
П

Х
-т

 
Ц

П
Х

-г
 

та
та

 

1Г) 

к лейкоци-
ты 

кожные 
фибро-
бласты 

лейкоци-
ты 

кожные 
фибро-
бласты 

кожные 
фибро-
бласты 

Г о м о з и г о т а 
Т е т е р о з и г о т а 

2 1 0 

2 1 3 

1 , 8 

1 , 1 

4 , 1 

2 1 , 0 

2 5 , 0 

4 7 , 0 

1 4 , 0 

2 1 , 0 

3 , 9 

8 2 , 0 

8 6 , 0 

7 8 , 0 

3 6 , 0 

6 7 , 0 

1 2 , 5 

6 7 , 0 

тов (см. табл. 1) и исследовано вну-
триклеточное накопление 3 5S-FAF, ока-
завшееся нормальным. Наконец, в 4-
месячном возрасте был получен обра-
зец крови, выделены лейкоциты, в го-
могенате которых определена актив-
ность лизосомных ферментов (см. 
табл. 1). Выявлено практическое тож-
дество уровня активности сульфатаз в 
лейкоцитах М. и ее родителей. Это по-
зволило окончательно интерпретиро-
вать М. как гетерозиготную носитель-
ницу МС. 

Диагноз МС у пробаида А. А. бази-
ровался на обнаружении недостаточ-
ности 3 сульфатаз , аномального вну-
триклеточного накопления 3 5 S T A r в 
фибробластах и изменении спектра 
экскретируемых ГАГ. Клиническая 
картина заболевания не противоречи-
ла диагнозу [6] . Особенностью биохи-
мического фенотипа данной формы 
МС являлось наличие выраженных 
признаков дефекта у гетерозигот по 
активности арилсульфатазы А в лей-
коцитах. Формы МС со столь низкими 
уровнями остаточной активности арил-
сульфатазы А в лейкоцитах гетерози-
гот в литературе не описано [6, 8, 16]. 
Родители пробаида по национально-
сти азербайджанцы, происходят из од-
ного села. Хотя родство между ними 
при сборе родословной не установле-
но, эндогампость брака наряду с ярко 
выраженной тенденцией мусульман-
ского населения Азербайджана к за-
ключению кровно-родственных браков 
позволяют с высокой долей вероятно-
сти предполагать, что оба родителя 
являются гетерозиготными носителя-
ми одной и той же мутации. Разли-
чия в уровне активности арилсульфа-
тазы А в лейкоцитах (почти двукрат-
ные) матери и отца пробаида могут 
быть, связаны с беременностью, кото-

рая влияет на активность лизосомных 
ферментов [12, 17]. 

Сложность интерпретации генотипа 
плода по данным биохимического об-
следования в описываемом случае оп-
ределялась различием в уровнях ак-
тивности арилсульфатаз А и В в раз-
личном биологическом материале -
лейкоцитах и фибробластах. У обли-
гатиых гетерозигот мы исследовали 
только лейкоциты. Когда выяснились 
различия в уровнях остаточной актив-
ности арилсульфатаз между лейкоци-
тами и фибробластами у пробаида, 
для выведения клеточной культуры 
гетерозигот (с целью интерпретации 
результатов дородовой диагностики) 
уже не оставалось времени. Не распо-
л а г а я данными о гетерозиготных уров-
нях активности арилсульфатаз в фиб-
робластах, мы сочли остаточную ак-
тивность арилсульфатазы А в культи-
вируемых клетках амниотической жид-
кости слишком низкой, исходя из дан-
ных литературы, для фибробластов, и 
рекомендовали абортировать плод. 
Данные о спектре ГАГ в амниотиче-
ской жидкости и внутриклеточном на-
коплении 3 5Б-ГАГ были противоречи-
выми и не могли быть использованы 
в дородовой диагностике. Практиче-
ски мы не смогли однозначно верифи-
цировать генотип М. по гену МС до 
тех пор, пока не исследовали актив-
ность лейкоцитарных арилсульфатаз , 
которая оказалась тождественной та-
ковой в лейкоцитах отца. Биохимиче-
ские характеристики гомо- и гетерози-
готного фенотипов выявленной нами 
формы МС сведены в табл. 2. 

Полученные результаты следует 
учитывать при медико-гепетическом 
консультировании семей, отягощенных 
МС. Практические рекомендации, вы-
текающие из этого опыта, можно 
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сформулировать как необходимость 
исследования биохимического феноти-
па в культурах кожных фибробластов 
не только у гомозигот, но и у гетеро-
зигот, прежде чем идти на дородовую 
диагностику МС. 
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Biochemical anomal ies in proband involved1 

al te ra t ions in the spectrum of g lycosaminogly-
cans (GAG) excreted with urine as well as a 
decrease in activity of lysosomal su l f a t a ses 
(a ry l su l fa tases A and B, heparan-N-su l fa tase ) 
in homogena tes of leukocytes and cult ivated 
f ibroblasts . In heal thy parents of the proband 
activity of the su l fa tases was lower than in con-
trol donors but higher as compared with the 
proband. Antenata l d iagnos t ics of mucosulfa t i -
dosis w a s carried out in fetus du r ing the 
repeated pregnancy. The fo l lowing biochemical 
anomal ies were noted: a l tera t ion in the GAG 
spec t rum in amniot ic fluid, decrease in acti-
vity of lysosomal su l fa t a ses in cult ivated cells 
of the amniot ic fluid. The p regnancy lead to 
a p rematu re birth at 3 1 n d week of a girl. No 
a l te ra t ions were observed in the spectrum of 
GAG's excreted with ur ine and in intracel lular 
accumulat ion of 3 5S-GAG in the newborn child. 
Measurement of su l fa t a ses activity in leukocy-
tes enabled to ident i fy conclusively that the 
child was a heterozygot ic bearer mucosulfat i -
dosis. 
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С. М. Красовская, Л. В. Платонова, С. JI. Дземешкевич 

ИЗУЧЕНИЕ УСТОЙЧИВОСТИ БИОПРОТЕЗОВ 
КЛАПАНОВ СЕРДЦА К Г1POTEOJI ИТИЧЕСКОМУ 
ВОЗДЕЙСТВИЮ КОЛЛАГЕНАЗЫ И ЭЛАСТАЗЫ 

Всесоюзный научный центр хирургии А М Н СССР, Институт биологической и медицин-
ской химии АМН СССР, Москва 

Биопротезы клапанов сердца, соз-
данные на основе свиного аортально-
го клапана , завоевали прочное поло-
жение в кардиохирургии наряду с 
другими заменителями, как искусст-
венными, так и биологическими [5, 9] . 
Успех хирургического вмешательства 
в£> многом зависит от долговечности 
функционирования биопротеза, а дол-
говечность в свою очередь определя-

ется свойствами используемых био-
материалов и качеством их обработки 
перед имплантацией. В связи с этим 
мы изучали устойчивость ткани аор-
тального клапана свиньи па различ-
ных этапах подготовки к имплантации 
в отношении протеолитического воз-
действия специфических ферментов — 
коллагеназы и эластазы — с учетом 
того факта , что основными составля-
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ющими биологической части протеза 
клапана сердца являются коллаген и 
эластин [18]. 

М е т о д и к а 

В работе использовали панкреатическую 
эластазу свиньи (Ferak, Г Д Р ) , бактериальную 
коллагеназу (Fluka, Швеция) . Степень загряз-
нения препарата эластазы трипсином оценива-
ли, используя этиловый эфир М-беизоил-Ь-ар-
гинина (Koch-Light , Англия) [7]; присутствия 
трипсина в препарате панкреатической эласта-
зы не выявлено. Удельная активность панкреа-
тической эластазы по гидролизу иитрофеии-
лового эфира Ы-бутилоксикарбонил-Ь-аланина 
(Reanal , ВНР) составляла 840 нмоль на 1 мг 
препарата [23]. Очистку бактериальной колла-
геназы от белковых примесей, выявленных в 
препарате при диск-электрофорезе, проводили 
гель-фильтрацией на сефадексе G-100. Актив-
ность коллагеназы, которую определяли, ис-
пользуя меченый коллаген | 1 | , после хрома-
тографической очистки составляла 40 000 имп/ 
/мин на 1 мг препарата. 

Материалом для исследования служили аце-
тоновые порошки, полученные из следующих 
тканей: нативной ткани аортального клапана 
свиньи (Н-ткань) ; ткани аортального клапана, 
обработанного террилитином (Т-ткань); тка-
ни клапана, обработанного террилитином и 
глутаровым альдегидом (ТГА-ткань; собствен-
но биологическая часть протеза) по методике 
[4]. Кроме того, в работе использовали аце-
тоновые порошки нативного эластина из шей-
ной связки крупного рогатого скота, получен-
ного по методу [14]; эластина, обработанно-
го глутаровым альдегидом, а т а к ж е измель-
ченные пленки нативного коллагена из кожи 
теленка [3] и коллагена, обработанного глу-
таровым альдегидом. Ацетоновые порошки 
ткани клапана и эластина получали таким об-
разом: измельченную ткань последовательно 
заливали 3 объемами (по массе) этанола и 
ацетона на 1 ч, высушивали при 37 °С и из-
мельчали на шаровой мельнице. 

Изучали кинетику взаимодействия различ-
ных количеств Н-, Т- и ТГА-тканей аорталь-
ного клапана свиньи, коллагена и эластина 
с коллагеназой и эластазой в возрастающих 
концентрациях соответственно путем определе-
ния количества белка методом [17] и амин-
ного азота методом [12] в гидролизатах, по-
лученных при следующих условиях: 10—300 мг 
ацетонового порошка из ткани клапана, 5— 
20 мг эластина или 5—20 мг коллагена су-
спендировали в 2 мл 0,05 М боратного буфе-
ра (рН 8,5). Д о б а в л я л и ферменты в количе-
стве 10—300 мкг эластазы и 5—10 мкг кол-
лагеназы; пробы инкубировали при 37 °С 5— 
120 мин, центрифугировали при 6—7 тыс. 
об/мин в течение 15 мин. Надосадочную жид-
кость исследовали сразу после центрифугиро-
вания, а т а к ж е после обработки 5 % ТХУ с 
повторным центрифугированием при 9—10 тыс. 
об/мин в течение 20 мин и последующей ней-
трализацией 0,5 М NaOH (ТХУ-фильтрат) . 

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

Длительное функционирование био-
протеза клапана сердца требует высо-

кой биохимической стабильности и 
биомеханической прочности коллаге-
новых и эластиновых волокон. Такие 
факторы, как возраст и тип коллаге-
на, степень его гидратации, связь с 
протеогликанами, вносят определен-
ный вклад в процесс ферментативной 
деградации волокон [8]. Клеточные 
структуры, водорастворимые белки и 
п р отео г л и к a 11 ы усиливают и м м у и и ы й 
ответ на имплантацию биопротеза, что 
составляет основу для разрушения 
клапана, клинически проявляющегося 
дисфункцией протеза [15, 21]. Поэто-
му разрушение и удаление клеточных 
структур и водорастворимых белков 
из ткани биопротеза клапана сердца 
является вполне обоснованным эта-
пом подготовки биоткани к импланта-
ции. Наиболее приемлемый способ до-
стижения этой цели — обработка тка-
ни ферментами, разрушающими кле-
точные структуры, с последующей экс-
тракцией продуктов протеолиза [2, 
11]. В то же время ферментативное 
разрушение протеогликаиового цемен-
тирующего матрикса вокруг волокон 
приводит к усилению деградации кол-
лагеновых и эластиновых волокон 
[10]. Исходя из этого, были предло-
жены такие условия ферментативно-
химической обработки свиных аор-
тальных клапанов ферментным препа-
ратом террилитином, при которых кле-
точные структуры разрушались и уда-
лялись, а коллагеиовые и эластино-
вые волокна, окруженные протеогли-
каиовым матриксом, оставались со-
храненными [6]. Затем биогтротезы 
структурировали в растворах глутаро-
вого альдегида с целью повышения их 
биохимической стабильности и биоме-
ханической прочности [4]. 

Нами изучен протеолитический гид-
ролиз панкреатической эластазой и 
бактериальной коллагеназой ткани 
аортального клапана свиньи на 3 эта-
пах его подготовки к имплантации 
(Н-, Т- и ТГА-ткапи) с учетом того, 
что содержание коллагена и эластина 
во время ферментативно-химической 
обработки ткани клапана не изменя-
ется. Показано, что под действием 
обеих протеиназ из Н-ткани выделя-
лись значительно большие количества 
белка, чем из Т- и ТГА-тканей (рис. 1). 
Так, через 10 мин инкубации Т-ткани 
как с эластазой, так и с коллагеназой 
в гидролизатах определялось соответ-
ственно в 1,7—3 раза меньше белка 
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в ы д е л е н н ы х из м о ч и . 
а электрофореграммы одномерного разделения 
гликозаминогликанов: / контроль; 2 ново-
рожденная М. (2-недельный возраст); 3 — ново-
рожденная М. (4-месячный возраст); 4 пробапд 
Д. Д.; 6 электрофореграмме двухмерного раз-
деления гликозаминогликанов, выделенных из 
мочи пробаида А. Д.; в электрофореграмме 
двухмерного разделения стандартов гликозами-
ногликанов. л С — хоидроитинсульфат; }[С дер-
матансульфат; ГС геиарансульфат; КС — ко-

ра та и с ульфа т. 
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ГК 
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н ы х из а м н и о т и ч е с к о й ж и д к о с т и . 

а — плод М. (21 под беременности); б — контроль (19 нед беременности). ГК — гиалуроновая 
кислота. Остальные обозначения те же, что на рис. 1. 
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Рис. I. Первичная культура гепатоцитов новорожденных крыс (об. 40, ок. 10). 
и — колония гепатоцитов, окрашенных гематоксилином по Бемеру; стрелками указаны желчные 
канальцы; б фазово-контрастная микроскопия; стрелками указаны иепареихимиые клетки; 
а включения нейтрального' жира, выявляемые при окрашивании Суданом черным; г -форми-

рование печеночной балки в первичной культуре гепатоцитов. 
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Рис. I. Гидролиз ткани аортального клапана свиньи на 
разных этапах подготовки к имплантации панкреатиче-
ской эластазой (а} б) и бактериальной коллагеназой 

(о, г). 
По осям абсцисс — время инкубации ткани клапана с фермен-
том (в мин); по осям ординат (а. и) содержание белка (н 
мг на I мл гидролизата); 6. г — содержание аминиого азота 
(в мкг на I мл гидролизата). а, 6 — 20 мг ткани клапана 
инкубировали с 15 мкг эластазы при 37 °С (рН 8,5); в. г — 
200 мг ткани клапана инкубировали с 25 мкг коллагеназы в тех 

же условиях. / - Н-ткань; 2 — Т-ткань; 3 -ТГА-ткань. 

и i| 2—5 раз меньше аминиого азота 
по сравнению с Н-тканью (см. табли-
цу). ТГА-ткань еще более слабо под-
вергалась гидролизу: в эластазных 
гидролизатах определено в 10 раз 
меньше белка и в 22 раза меньше 
а ми много азота по сравнению с Н-
тканью; в коллагеназных гидролиза-
тах ТГА-ткаии определено белка в 42 
раза, а аминиого а з о т а — в 17 раз 
меньше по сравнению с гидролизата-
ми Н-ткани. 

Таким образом, полученные данные 
позволяют сделать вывод о значитель-
но большей устойчивости ТГА-ткаии 
(биологического протеза аортального 
клапана) к эластолизису и коллагено-

лизису по сравнению с нативной 
тканыо аортального клапана и тканыо, 
обработанной террилитином. 

Обработка ферментных гидролиза-
тов тканей ТХУ и определение в ТХУ-
фильтратах содержания белка позво-
лили выявить долю «мелких» фраг-
ментов белков, образующихся в про-
цессе их гидролиза, катализируемого 
протеиназами. Соотношения количеств 
«крупных» (определенных как разни-
ца между содержанием белка в гид-
ролизатах тканей, не обработанных 
ТХУ, и в ТХУ-фильтратах) и «мел-
ких» (содержание белка в ТХУ-филь-
тратах; см. таблицу) фрагментов в 
коллагеназных гидролизатах IT-, Т- и 

Содержание белка и аминиого азота в гидролизатах ткани (в мг на 1 г сухой ткани) аортального 
клапана свиньи, инкубированного с панкреатической эластазой или бактериальной коллагеназой 

исследуемый 
материал 

Эластаза Коллагеназа 

исследуемый 
материал 

белок 
амии и ы ft 

азот 

белок 
аминныП 

азот 

исследуемый 
материал 

без обра-
ботки ТХУ с ТХУ 

амии и ы ft 
азот без обра-

ботки ТХУ с ТХУ 
аминныП 

азот 

Н-ткань 22,5 15,8 0,90 8,4 2,6 0,34 
Т-ткаиь 13,2 10,6 0,18 2,4 1,1 0,18 
ТГА-ткань 2,2 0,8 0,04 0,2 0,1 0,02 

Г1 р и м е ч а н и е. Условия инкубации: 10 мин; 37 °С, рН 8,5; объем 2 мл. Пробы содер-
жали! 20 мг ткани клапана и 15 мкг эластазы или 200 мг ткани клапана и 25 мкг коллагеназы. 
Приведенные средние арифметические величины содержания белка или аминиого азота (за вычетом 
контроля) по данным 6 параллельных измерений. 
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ТГА-тканей соответственно составили 
2 : 1 , 1 : 1 и 1 : 1, в эластазных гидроли-
з а т а х — 0 , 4 : 1 ; 0 , 2 : 1 и 1,8:1. Можно 
предположить, что в коллагеназных 
гидролизатах ткани клапана обнару-
живаются преимущественно «круп-
ные» белковые фрагменты, а при воз-
действии на Н- и Т-ткани эластазы об-
разуется большое количество «мел-
ких» фрагментов. Обработка ткани 
клапана глутаровым альдегидом при-
водит к изменению характера эласто-
лизиса — значительно увеличивается в 
гидр ол и з а те кол и ч ество «круп н ы х » 
фрагментов. Эти результаты могут 
представлять интерес при изучении 
механизма действия специфических 
ферментов на белки биотканей, моди-
фицированные разными способами в 
процессе подготовки к имплантации. 

Определенный интерес представля-
ют исследования по определению бел-
ка в контрольных пробах (получен-
ных при выдерживании при 37 °С об-
разцов ткани клапана в буферном рас-
творе без внесения ферментов). Веро-
ятно, при инкубации образцов ткани 
в этих условиях в буферный раствор 
экстрагируются водорастворимые бел-
ки и пептиды. Установлено, что эти 
белки переходят в раствор очень бы-
стро — в процессе суспендирования 
порошка ткани в буфере. Количества 

мг1мл 

-Ь—С? 
40 80 120мин 

Р и с . 2. Г и д р о л и з э л а с т и н а п а н к р е а т и ч е с к о й 
э л а с т а з о й ( 1 , 2 ) и к о л л а г е н а б а к т е р и а л ь н о й 

к о л л а г е н а з о й (3, 4). 
По оси абсцисс —- время инкубации эластина или кол-
лагена с ферментом (в мии); по оси ординат — 
содержание белка (в мг па 1 мл гидро-
лизата). J, 2— 10 мг эластииа (соответственно ня 
тивного и обработанного глутаровым альд«гидом) 
инкубировали с 15 мкг эластазы при 37 СС (рН 8,5); 
3, 4 — 20 мг коллагена (нативного и обработанного 
альдегидом) инкубировали с 5 мкг коллагеназы в 

тех же условиях. 

белка, определяемые в первые мину-
ты и через 20 мин инкубации образ-
цов ткани в буфере, практически оди-
наковые. Обнаружено, что из И- и Т-
тканей в раствор экстрагировались 
приблизительно одинаковые количест-
ва белка: соответственно 36,8 и 28,5 мг 
на 1 г сухой массы ткани клапана. 
Выход растворимых белков из ТГА-
ткани в 23 раза ниже, чем из Н-ткани. 

Внесение фермента (коллагеназы 
или эластазы) в инкубационные про-
бы изменяло характер гидролиза бел-
ков тканей: из Т-ткаии выход гидро-
лизованпого белка на 50—70 % мень-
ше (при использовании эластазы — в 
1,7 раза, коллагеназы — в 3 раза мень-
ше), чем из Н-ткани. Из этих данных 
следует, что после обработки ткани 
клапана террилитином значительно 
снижается выход белка, гидролизуе-
мого специфическими ферментами, по 
сравнению с нативными образцами и 
мало изменяется экстрагирование во-
дорастворимых белков. Предполага-
лось, что после обработки ткани аор-
тального клапана свиньи террилити-
ном и отмывки его растворами солей 
и в проточной воде, приводящих к 
значительному разрушению клеточ-
ных структур и удалению продуктов 
протеолиза и водорастворимых бел-
ков, коллагеиовые и эластиновые во-
локна становятся более уязвимыми к 
действию специфических протеиназ, 
в результате чего степень гидролиза 
ферментами такой ткани по сравне-
нию с нативпым материалом должна 
возрастать. Таким образом, причины 
с н и ж е н и я степени гидролиза Т-ткани 
по сравнению с Н-тканыо, выявленно-
го нами, остаются неясными и требу-
ют дальнейшего изучения. 

В литературе имеются немпогочис-
л е н н ы е с ве д е и и я о не п о л н оце н и ости 
дубления эластииа растворами глута-
рового альдегида [20]. Паши данные 
по изучению степени деградации об-
разцов ТГА-ткани под действием кол-
лагеназы и эластазы этого не под-
твердили. Вероятно, процесс дубления 
фибриллярных белков тканей клапана 
диальдегидами отличается от таково-
го очищенных препаратов эластина и 
коллагена в силу того, что сохранен-
ный в тканях протеогликаиовый мат-
рикс также связывается с глутаровым 
альдегидом, что может затруднять 
проникновение специфических фермен-
тов к местам их взаимодействия с во-
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л экнами. Кроме того, искусственно 
формируемые глутаровым альдегидом 
пэперечиые связи с белками, как и 
разрушение ткани террилитином, ос-
вобождающее новые реакционно спо-
собные группы, способные взаимодей-
ствовать между собой и с альдеги-
дом, могут быть причиной конформа-
ционных изменений в молекуле суб-
страта, которое снижает чувствитель-
ность фермента в отношении модифи-
цированного субстрата, что иногда 
расценивается как повышение устой-
чивости последнего к протеолизу [13]. 

Для уточнения вопроса о качестве 
дубления эластина глутаровым альде-
гидом мы предприняли изучение ус-
тойчивости эластина (нативного и 
структурированного в глутаровом аль-
дегиде) к воздействию эластазы в 
сравнительном аспекте со степенью 
п |) о теол и з а кол лаге на кол л а геи аз о й 
(рис. 2). При протеолитическом рас-
щеплении эластииа (гидролизаты изу-
чали на содержание белка методом 
Лоури) через 20 мим инкубации с 
эластазой образцов нативного эласти-
на в гидролизатах определялось всего 
в 2,9 раза больше белка, чем в про-
бам, содержащих эластин, обработан-
ный глутаровым альдегидом. Для 
сравнения приводим данные исследо-
вания, выполненного с коллагеном. 
Коллаген, обработанный диальдеги-
дом, оказался в 250 раз устойчивее к 
протеолизу коллагеназой по сравне-
нию с нативным коллагеном (см. 
рис. 2). Наши исследования, выпол-
ненные па очищенных препаратах 
эластина, подтвердили данные лите-
ратуры о слабом воздействии глута-
рового альдегида на эластин, что ука-
зывает на необходимость дополнитель-
ного воздействия на эластин ткани 
клапана с целью повышения егострук-
ту р н о й ста б ил ь и ости. 

Мы использовали высокие концен-
трации ферментов — 0,125 мг бакте-
риальной коллагеназы и 0,75 мг пан-
креатической эластазы на 1 г сухой 
ткани, при которых ткани биопроте-
зон проявляли довольно высокую ус-
тойчивость к протеолизу. Однако 
in vivo могут присоединяться множе-
ственные повреждающие факторы -
ииоекция, плазменные и тканевые 
протеиназы, механические нагрузки 
и др. [19, 22]. В исследованиях 
in vitro показана патогенетическая 
р о / ь многих обладающих эластолити-

ческой и коллагенолитической актив-
ностями ферментов из разных источ-
ников — макрофагов, нейтрофилов, 
тромбоцитов, микроорганизмов (Ps. 
aeruginosa, actinomyces и др.) [16, 24]. 
Хотя результаты исследований in vitro 
довольно сложно экстраполировать на 
поведение биопротеза в организме, 
все же изучение устойчивости тканей 
клапанов после различной обработки 
позволяет в некоторой степени про-
гнозировать их долговечность. 

Таким образом, результаты прове-
денного исследования явились биохи-
мическим подтверждением достиже-
ния определенной структурной ста-
бильности биопротеза клапана сердца 
в процессе ферментации террилити-
ном с последующей обработкой рас-
творами глутарового альдегида. Та-
кая обработка ткани клапана в значи-
тельной мере снижает выход водорас-
творимых белков и стабилизирует во-
локнистые структуры клапана, осо-
бенно коллагена, по сравнению с на-
тивной тканыо. Все это позволяет на-
деяться на уменьшение риска иммун-
ного ответа и, следовательно, на 
уменьшение частоты развития дис-
функции протеза. 

Выя влейн ы й недоста то ч и ы й стру к-
турирующий эффект глутарового аль-
дегида в отношении эластина дикту-
ет необходимость поиска дополнитель-
ных эффективных в этом отношении 
агентов. 

Определение белка методом Лоу-
ри в гидролизатах образцов биоткани 
с различной обработкой при взаимо-
действии со специфическими протеи-
н аза ми является достаточно информа-
тивным тестом, позволяющим судить 
о структурной стабильности материа-
ла при той или иной обработке перед 
имплантацией. 

Авторы благодарят Т. И. Балаев-
скую за определение активности бак-
териальной коллагеназы и Т. Г. Ру-
деико за предоставление препаратов 
очищенного коллагена, полученных в 
отделе Ц Н И Л по изучению и приме-
нению коллагена в медицине 1 ММ И 
им. И. М. Сеченова. 
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R E S I S T A N C E O F HEART VALVE B t O P R O -
S T H E S I S TO PROTEOLYTIC HYDROLYSIS 
CATALYZED BY C O L L A G E N A S E AND ELAST-

ASE 

S. M. Krasovskaya, L. V. Platonova, S. L. Dze-
meslikevich 

All-Union Research Centre of Surge ry ; Ins t i tu te 
of Biological and Medical Chemistry, Academy 

of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Proteolyt ic dest ruct ion of pig aortal valves-
was studied at var ious s teps of their prepara-
tion to implanta t ion (nat ive tissue, the t issue 
treated with terrylyt ine as well as with ter-
rylyt ine and glutar ic aldehyde) us ing pig pan-
creatic e las tase and bacterial col lagenase. The 
ra te of the t issue destruct ion was est imated by 
means of moni to r ing an increase in content of 
protein and amino ni t rogen in the hydrolysates . 
The t issue treated with terrylyt ine and glu tar ic 
a ldehyde was 10-40-fold more res is tant to pro-
teolysis as compared with nat ive heart valve 
tissue. Inadequa te s tabi l iz ing effect of g lu tar ic 
aldehyde on elast in, as compared with that on 
collagen, was found, when proteolysis of nat ive 
and modified with glutar ic aldehyde elastin 
from bovine cervical l igament and of calf skin 
collagen was studied us ing e las tase and col-
lagenase, respectively. 

<g) А. А. ЛИНЧЕВСКАЯ, Л. А. КОНДРАТЬЕВА, 1989 

УДК (J16.155.1:576.314]-02;615.882.9]-092.9-07 

А. А. Линчевская, Л. А. Кондратьева 

ВЛИЯНИЕ ГИПОТЕРМИИ НА СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ 
СВОЙСТВА МЕМБРАН ЭРИТРОЦИТОВ БЕЛЫХ КРЫС 

Таджикский медицинский институт, Н И И эпидемиологии и гигиены, Душанбе 

Гипотермия, используемая на фойе 
общего наркоза, широко применяется в 
хирургии. Однако данные литературы 
не позволяют получить полное пред-
ставление о характере повреждений 
органов и тканей в условиях гипотер-
мии, последствия которой в виде нару-
шения как общей, так и местной гемо-
циркуляции описаны рядом исследова-
телей [10—12]. Л и ш ь сравнительно 

недавно была предпринята попытка 
выяснить роль эритроцитов в генезе 
нарушений гемодинамики, особенно на 
уровне микроциркуляции [3, 22]. 

В настоящей работе проведено ис-
следование нарушений в мембранах 
эритроцитов белых крыс в условиях 
гипотермии и изучена связь этих нару-
шений с функциональными свойствами 
мембран эритроцитов. 
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М е т о д и к а Т а б л и ц а 1 

Опыты выполнены на белых беспородных 
крысах-самцах массой 160—200 г, которых со-
держали на рационе вивария. Д л я моделиро-
вания охлаждения животных помещали в хо-
лэдильную камеру (—7°С) в изолированных 
к метках при ограничении подвижности сроком 
из 1 ч. У подопытных и интактных крыс пос-
лг декапитации собирали нитратную кровь в 
мерные центрифужные пробирки и о предел я-
Л'1 упругую деформацию эритроцитов (УДЭ) 
[15]. Выделение эритроцитов из крови и по-
лучение их мембран осуществляли по методу 
| 1 | . Белок определяли по Лоури [19], липиды 
Hi мембран экстрагировали хлороформ-мета-
нэльной смесью по Фольчу [16]. Д л я опреде-
ления холестерина (ХС) [13], фосфолипидов 
(ФЛ) [6], иеэстерифицированных жирных кис-
лот ( Н Э Ж К ) [14| и анализа фосфолипидно-
г<Ь состава использовали метод тонкослойной 
хроматографии на силикагеле. ФЛ проявляли 
с помощью кристаллического йода, пятна со-
скребали в пробирки с 0,7 мл смеси концен-
трированной серной и хлорной кислот в соот-
ношении 1:1, сжигали на песчаной бане до 
обесцвечивания и определяли количество фос-
фора в образцах. О степени и интенсивности 
перекисного окисления липидов ( П О Л ) в мем-
бранах эритроцитов крыс судили по образо-
ванию ТБК-активного соединения (ТБК — 2-
тиобарбитуровая кислота) — спонтанного и 
индуцированного [7] и по количеству диено-
вых конъюгатов (ДК) — первичных продук-
тов П О Л [20]. Перекисную резистентность 
эритроцитов (ПРЭ) определяли по методу 
| 1 7 | . Полученные данные обработаны стати-

стически с использованием критерия t Стыо-
дента. 

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

При гипотермии содержание бел-
ка в мембранах эритроцитов не изме-
нялось (табл. 1). Вместе с тем имело 
место достоверное уменьшение содер-
жания липидных компонентов — ХС 
и ФЛ. Изучение отдельных ФЛ в мем-
бранах эритроцитов показало, что под 
влиянием гипотермии происходят су-
щественные изменения количества поч-
ти всех индивидуальных ФЛ. Так, со-
держание одного из основных ФЛ -
фюсфатидилхолина (ФХ) под влия-
нием гипотермии достоверно снижа-
лось. В то же время выявлено сущест-
венное повышение уровня другого 
ФЛ — лизофосфатидилхолина ( Л Ф Х ) , 
который тесно взаимосвязан с ФХ. По-
видимому, это является следствием ак-
тивации фосфолипазы А2, активность 
крторой повышается при любой стрес-
совой ситуации [9, 18]. Подтвержде-
нием активации фосфолипазы А2 яв-
ляется и нарастание уровня Н Э Ж К в 
мембранах эритроцитов в нашем эк-
сперименте (табл. 2). 

Влияние гипотермии на компоненты мембран 
эритроцитов (в мг на 10'° клеток) белых крыс и их 
фосфолипидный состав (в % от общих фосфоли-

пидов; yW±m; п 8) 

Показатель Нормо-
термия 

Гипотер-
мия р 

Белок 8 , 7 ± 0 , 4 9 , 0 ± 0 , 1 8 < 0 , 5 
Холестерин 2 , 5 ± 0 , 3 2 , 0 ± 0 , 1 < 0 , 0 1 
ФЛ 4 , 2 ± 0 , 1 8 3 , 8 ± 0 , 2 < 0 , 0 2 
ФХ 4 7 , 5 ± 2 , 1 3 6 , 4 ± 3 , 5 < 0 , 0 5 
Л Ф Х 3 , 0 ± 0 , 8 8 , 4 ± 0 , 3 < 0 , 0 0 1 
ФЭА 1 9 , 4 ± 1 , 5 1 4 , 2 ± 1 , 3 < 0 , 0 2 
Сфингомие-
лин 1 5 , 2 ± 1 , 7 1 8 , 4 ± 1 , 0 < 0 , 1 
Фосфатиди-

линозит 3 , 5 ± 0 , 7 8 , 8 ± 0 , 5 < 0 , 0 0 1 
ФС 6 , 3 ± 0 , 6 4 , 8 ± 0 , 2 < 0 , 0 5 
Фосфоглице-
риды 5,1 ± 1 , 6 9,0zh 1,1 < 0 , 0 5 

Остальные фракции ФЛ мембран 
эритроцитов претерпевали т а к ж е зна-
чительные изменения после воздейст-
вия гипотермии. Через 1 ч после холо-
дового воздействия наблюдалось до-
стоверное снижение содержания фос-
фатидилэтаноламина (ФЭА), фосфа-
тидилсерина (ФС) , уровень ж е сфин-
гомиелина достоверно повышался. 
Аналогичные результаты по изменению 
содержания названных фракций ФЛ в 
мембранах гепатоцитов получены при 
стрессе, вызванном введением адрена-
лина [4]. 

Изучение активности П О Л в мем-
бранах эритроцитов показало (см. 
табл. 2), что на первых стадиях пере-
кисного окисления, в частности полие-
новых жирных кислот ( Н Ж К ) , проис-
ходят делокализация двойных связей 
и образование Д К . Система сопряжен-
ных двойных связей является чувстви-
тельным показателем интенсивности 
процессов П О Л [2]. По нашим дан-
ным, концентрация Д К в мембранах 
эритроцитов при гипотермии повыша-
ется в среднем на 27 %, что свиде-
тельствует, по-видимому, о возникно-
вении стрессовой ситуации при охлаж-
дении. Активация процессов П О Л яв-
ляется неотъемлемой частью метабо-
лических изменений в организме при 
стресс-реакции [8]. 

Что касается конечного продукта 
П О Л — малонового диальдегида 
(МДА) , то интенсивность его накопле-
ния в мембранах эритроцитов, как 
спонтанного, так и индуцированного 
Fe2 + , носит более выраженный харак-
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Т а б л и ц а 2 

Влияние гипотермии на ПОЛ, содержание Н Э Ж К в мембранах эритроцитов, переписную резистент 
ность и упругую деформируемость эритроцитов белых крыс (/И=Ьт; п- 8) 

Показатель Нормотермия Гипотермия Р 

Д К , мкмоль на 1 мг белка 0,55=1=0,09 0,70=Ь0,03 < 0 , 1 
М Д А , нмоль на 1 мг белка: 

спонтанный 1,83=1=0,07 2,27=1=0,01 < 0 , 0 0 1 
индуцированный F e 2 + 2,46=1=0,04 3,61=1=0,03 < 0 , 0 0 1 

Н Э Ж К , мкмоль на 1 мг белка 6,35=1=0,21 10,98=1=0,68 < 0 , 0 0 1 
ПРЭ, % гемолиза УДЭ, мл 6 , 9 2 ± 0 , 6 5 13,5=1=0,51 < 0 , 0 0 1 

2,42=1=0,09 2,81 ± 0 , 1 < 0 , 0 1 

тер (уровень МДА превысил контроль-
ные цифры соответственно на 35 и 
47 %) . 

Показатели интенсификации ПОЛ в 
мембранах эритроцитов четко коррели-
руют с ПРЭ. У животных, подвергну-
тых воздействию гипотермии, отмеча-
ется достоверное увеличение гемолиза 
эритроцитов почти в 2 раза по сравне-
нию с этим показателем у интактных 
крыс. Такое снижение стойкости эри-
троцитов при гипотермии, очевидно, 
обусловлено изменением липидного 
состава их мембран. 

При воздействии холода содержание 
Н Э Ж К в мембранах эритроцитов воз-
растало на 73 %, что, как и повыше-
ние уровня ЛФХ, косвенно свидетель-
ствует об активации фосфолипазы А2. 
Наблюдаемое увеличение содержания 
Н Э Ж К позволяет предположить, что 
их уровень отражает общую стресс-ре-
акцию, вызванную «выбросом» адре-
налина, сдвигом в аденилатциклазной 
системе с последующей активацией 
липолиза. В условиях гипотермии по-
вышение теплопродукции, по-видимо-
му, может более эффективно обеспечи-
ваться за счет окисления Н Э Ж К . Та-
ким образом, компенсаторная интен-
сификация окисления Н Э Ж К (как 
правило, это окисление нефер мента-
тивное, свободнорадикальное) направ-
лена, очевидно, на сохранение темпе-
ратурного гомеостаза. Наши данные 
согласуются с результатами других ав-
торов [5], исследовавших кровь боль-
ных и собак при охлаждении до 25 °С. 
Кроме того, по-видимому, под влия-
нием Н Э Ж К в мембранах эритроцитов 
возникают нарушения гидрофобных 
взаимодействий, приводящие к актива-
ц и и ф о с ф о л и п а з и с д в и г а м П О Л , ч т о в 
свою очередь усугубляет изменения в 
структуре мембраны и находит отра-

жение в снижении деформируемости 
эритроцитов. 

Для определения УДЭ использова-
ли гравитационный метод [15], сущ-
ность которого состоит в центрифуги-
ровании исследуемого образца крови в 
мерных центрифужных пробирках. 
В качестве критерия оценки деформи-
руемости служит слой эритроцитов (в 
миллилитрах) после центрифугирова-
ния. При этом чем больше деформи-
руемость эритроцитов, тем плотнее бу-
дет их упаковка после центрифугиро-
вания. Так, слой эритроцитов опытных 
образцов крови составляет 2,81 мл,что 
на 22 % больше, чем в контроле. 

Столь выраженная рыхлость упаков-
ки эритроцитов у охлажденных живот-
ных свидетельствует об изменении 
жидкостно-эластических свойств мем-
бран, потере последними такого опре-
деляющего свойства, как текучесть, и 
нарастании ригидности, низкой дефор-
мируемости эритроцитов. Такие эрит-
роциты могут быть основной причиной 
высокого сопротивления при прохож-
дении ими капилляров, внутренний 
диаметр большинства которых у раз-
личных животных меньше наружного 
диаметра эритроцитов [21]. Таким об-
разом, проведенные исследования по-
зволяют предположить, что структур-
ные и функциональные изменения мем-
бран эритроцитов тесно взаимосвяза-
ны и что в геиезе нарушений гемоди-
намики существенное значение следует 
придавать пусковым механизмам аль-
терации клеточной мембраны. 
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S T R U C T U R E - F U N C T I O N A L P R O P E R T I E S O F 
RAT ERYTHROCYTE M E M B R A N E IN HYPO-

T H E R M I A 

A. A. Linchevskaya, A. A. Kondrat'eva 

Tadzhik Medical School, Ins t i tu te of Epidemio-
logy and Hygiene, Dushanbe 

Under condit ions of hypothermia intensifi-
cation of lipid peroxidation, act ivat ion of phos-
pholipase A2 and distinct a l tera t ion in lipid 
metabol ism were found in ra t erythrocyte mem-
branes. Alterat ions in membrane composit ion 
correlated with a decrease in erythrocyte resist-
ance and their s tabi l i ty to deformat ion . Erythro-
cytes with altered s t ruc ture- funct ional proper-
ties might be responsible for hemodynamic im-
pa i rments of t issues. 

1С А. В. ТКАЧ EH КО, 1989 
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А. В. Ткаченко 

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В СИНАПТОСОМАЛЬНОЙ 
МЕМБРАНЕ ПРИ ВЗАИМОДЕЙСТВИИ С БИЛИРУБИНОМ 

И СЫВОРОТОЧНЫМ АЛЬБУМИНОМ IN VITRO 

Институт биологической физики АН СССР, г. Пущиио 
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Взаимодействие билирубина ( Б Р ) с 
^которыми клеточными мембранами 

vi t ro сопровождается изменениями 
ктивности мембранных ферментов 
16, 21]. Такие изменения, особенно 

заметные при облучении содержащих 
~ Р мембранных частиц видимым све-

)м [16], имеют важное значение в 
атобиохимии встречающегося в пе-
латрической практике синдрома би-
ирубиповой энцефалопатии и комп-
кса тех осложнений, которые возни-

ают при проведении фототерапии по 
зводу данного неотложного состоя-
1я [5, 7]. Ранее было установлено, 
о при взаимодействии синаптосо-

альной мембраны (СМ) с Б Р in vi t ro 
)нстанта ассоциации составляет 

0,8-105 М - 1 (рН 7,2, 20 °С). Оптималь-
ный для такого взаимодействия водо-
родный показатель среды составляет 
6,8—7,2 [10]. Изменения этого пока-
зателя в пределах 7,0—7,6 сопровож-
даются обратимыми переходами Б Р 
соответственно из связанного с СМ в 
связанное с сывороточным альбумином 
состояние, если молярное соотношение 
сывороточного белка и связанного 
мембранными частицами билидиена не 
превышает 1:30. Задача данной работы 
заключалась в дальнейшем изучении 
взаимодействия СМ с Б Р и сыворо-
точным альбумином in vitro, выявле-
нии функциональных изменений в СМ 
при таком взаимодействии и активно-
сти мембранных Na, К-АТФазы и аце-
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тилхолинэстеразы (АХЭ), а также в 
изучении влияния видимого света 
( Х ш а х 4 5 0 — 4 6 0 им) на активность этих 
ферментов в СМ, содержащих БР. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали крыс-самцов Ви-
стар массой 180—200 г. Фракцию СМ из го-
могената головного мозга и суспензию со-
держащих Б Р мембранных частиц получали, 
как описано ранее [10]. Активность мембран-
ной АТФазы определяли колориметрическим 
методом [16]. Инкубационная среда (2 мл) 
при определении АТФазной активности вклю-
чала 133 мМ NaCl, 10 мМ КС1, 3,0 мМ 
MgCl2 , 3,0 мМ АТФ на 0,05 М трис-НС1-бу-
фере рН40° 7,4. В эту среду вводили 60— 
80 мкл суспензии частиц СМ (120—160 мкг 
мембранных белков) , после чего смесь инку-
бировали в течение 1 ч при 40 °С. По заверше-
нии инкубации в смесь добавляли 0,5 мл 
2 5 % ТХУ и центрифугировали при 100 000 g 
30 мин при 0 ° С с последующим количествен-
ным определением неорганического фосфора в 
надосадочкой жидкости молибдатным мето-
дом [1]. Д л я избирательного подавления ак-
тивности Na, К-АТФазы в смесь до начала ин-
кубации добавляли уабаин («Serva», Ф Р Г ) до 
конечной концентрации его 5-10~ 4 М. Удель-
ную активность фермента выражали в микро-
молях неорганического фосфора, накапливав-
шегося в течение 1 мин инкубации мембран-
ного препарата в указанной смеси в расчете 
на 1 мг мембранных белков. 

Активность АХЭ или холииэстеразы (ХЭ) 
в препаратах СМ определяли по гидролизу 
а цети л х о л и н а, а цет и л -ip - м ет и л х о л и на (м е хо л и -
на) или бутирилхолина при инкубации мем-
бранных частиц в растворах перечисленных 
соединений. Инкубационная среда (3 мл) при 
определении активности АХЭ или ХЭ включала 
( I—3) • 10~8 М йодида ацетилхолина, йодида 
мехолина или йодида бутирилхолина («Serva», 
Ф Р Г ) в 0,05 М трис-НС1-буфере рН37° 7,2. 
В эту среду вводили 300—400 мкл суспензии 
частиц СМ (600—800 мкг мембранных бел-
ков), после чего смесь инкубировали в те-
чение 30 мин при 37 °С. По завершении ин-
кубации в смесь добавляли 1 мл 25 % ТХУ 
и центрифугировали при 100 000 g 30 мин при 
0 ° С с последующим количественным опреде-
лением ацетилхолина, мехолина или бутирил-
холина в надосадочной жидкости колоримет-
рическим методом |17] . Как правило, актив-
ность ХЭ, специфическим субстратом которой 
в данном случае служил бутирилхолии, в пре-
паратах СМ практически отсутствовала. Пре-
параты СМ, в которых активность ХЭ ока-
зывалась значимой, подвергали предваритель-
ной инкубации в 0,1 мМ диизопропилфторфос-
фате («Serva», Ф Р Г ) в течение 5—10 мин, что 
достаточно для полного избирательного подав-
ления активности этого фермента [29| . Удель-
ную активность АХЭ выражали в микромолях 
ацетилхолина или мехолина, гидролизованных 
в течение I мин инкубации в расчете на 1 мг 
мембранных белков. Общее количество мем-
б р а н н ы х б е л к о в в п р е п а р а т а х С М о п р е д е л я -
ли колориметрически [13]. 

В стеклянную термостатированную при 
1 0 ± 2 ° С ячейку диаметром 40 мм и объемом 

5 мл отмеривали 3 мл суспензии СМ (общая 
концентрация мембранных белков 2,8— 
3,0 мг/мл) в 0 , 9 % растворе NaCl на 0,1 М 
трис-НС1-буфере рН|0° 7,2. Высота столба су-
спензии в ячейке составляла 3—4 мм. В ячей-
ку через закрываемое отверстие в крышке ди-
аметром 2 мм добавляли 1 мл 10~4 М Б Р в 
0 , 9 % растворе NaCl на 0,1 М трис-НС1-буфе-
ре рНю° 7,2. Через 30 мин преинкубации по-
стоянно перемешиваемой суспензии в темноте 
при 10 °С (для выравнивания температуры и 
связывания Б Р мембранными частицами) 
ячейку, плотно закрытую крышкой, устанавли-
вали на покрытую алюминиевой фольгой ра-
бочую поверхность магнитной мешалки. Через 
упомянутое отверстие в крышке отбирали пор-
цию суспензии для определения активности 
мембранных ферментов, после чего приступа-
ли к облучению постоянно перемешиваемой 
суспензии в ячейке. Д л я облучения использо-
вали люминесцентную лампу ЛГ-40 с макси-
мумом излучения в области 450—460 нм. Об-
лучаемую ячейку располагали на расстоянии 
10—15 см от источника света в постоянном 
протоке воздуха от вентилятора. Общая про-
должительность облучения составляла 1,5—2 ч. 
Через к а ж д ы е 15 мин облучения из ячейки 
отбирали по 60—80 мкл суспензии для опре-
деления активности АТФазы или по 300— 
400 мкл для определения активности АХЭ или 
ХЭ, смешивая отобранные порции с соответ-
ствующими инкубационными средами. 

В другой серии опытов изучали эффекты, 
связанные с присутствием в суспензии СМ, со-
держащих БР, сывороточного альбумина че-
ловека (САЧ), служащего in vivo основным 
транспортером Б Р в системе циркуляции. В 
работе использовали САЧ, полученный в 
Центральном институте гематологии и перели-
вания крови Минздрава СССР (Москва) . Кон-
центрацию альбумина и Б Р определяли спек-
трофотометрически [10]. Альбумин очищали от 
связанных им высших жирных кислот и про-
чих органофильных примесей экстракционным 
методом [12]. Нужную для работы фракцию 
моиомерного САЧ, очищенного от примесей 
или неподвергнутого такой очистке, получали 
либо химическим путем [9], либо электрофо-
резом в полиакриламидном геле, используя 
разработанную в Институте биофизики АН 
СССР конструкцию вертикальной электрофо-
ретической камеры для препаративного форе-
за. Степень очистки САЧ от органофильных 
лигандов контролировали колориметрическим 
методом [28] и ТСХ [22] на пластинах Si-
lnfol («Cavalier», ЧССР) с обработкой хро-
матограмм 0,25 % спиртовым раствором рода-
мина 6 G. Количество высших жирных кис-
лот в исходном препарате САЧ составляло (в 
расчете на массу белка) 3,6—3,8 моль/моль. 
После указанной очистки оно не превышало 
0,002 моль/моль. В этой серии опытов после 
30-минутной преинкубации суспензии СМ в 
присутствии Б Р непосредственно перед нача-
лом облучения в нее добавляли раствор очи-
щенного или неочищенного мономерного САЧ 
в 0,9 % растворе NaCl на 0,1 М трис-НС1-бу-
фере рН | 0° 7,2 до его конечной концентрации 
10~5 М. В контрольных опытах активность 
АТФазы и АХЭ в мембранных частицах опре-
деляли после 30-минутной темновой преинку-
бации и при последующей 2-часовой инкуба-
ции в темноте при 10°С без добавления БР, 
после добавления БР, после добавления САЧ 
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к и н т а к т н ы м С М или к С М , с о д е р ж а щ и м Б Р . 
К р о м е т о г о , в к о н т р о л ь н ы х о п ы т а х о п р е д е л я -
л а а к т и в н о с т ь ф е р м е н т о в при о б л у ч е н и и ( п о -
с л е 3 0 - м и н у т н о й т е м п о в о й п р е и н к у б а ц и и ) С М 
б е з д о б а в л е н и я Б Р и л и п о с л е д о б а в л е н и я 
С А Ч ( б е з Б Р ) . А к т и в н о с т ь ф е р м е н т о в о п р е д е -
л и л и т а к ж е в с у с п е н з и и С М , с о д е р ж а щ и х Б Р , 
п о с л е б а р б о т и р о в а н и я ее а р г о н о м в т е ч е н и е 
2 ч в т е м н о т е . В о с н о в н о й с е р и и о п ы т о в во-
д о р о д н ы й п о к а з а т е л ь с у с п е н з и й в я ч е й к е во 
в >емя о б л у ч е н и я с о с т а в л я л 7 ,2 п р и 10 °С. В д о -
п о л н и т е л ь н ы х с е р и я х о п ы т о в с о д е р ж и м о е я ч е й -
ки п е р е д н а ч а л о м о б л у ч е н и я п о д к и с л я л и д о 
р Н ю ° 6 ,8 или , н а п р о т и в , п о д щ е л а ч и в а л и д о 
р Н ю 0 7 ,8 . Р е з у л ь т а т ы э к с п е р и м е н т о в о б р а б а -
т ы в а л и с т а т и с т и ч е с к и , о ц е н и в а я р а з н и ц у с р е д -
них а р и ф м е т и ч е с к и х в е л и ч и н с п о м о щ ь ю I-
к р и т е р и я [ 6 ] . 

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

100 h 

Общая АТФазная 
ж их интактных СМ 
dh 0,10 мкмоль/мин 
удельная активность 

активность в све-
составляла 4,5=j= 

на 1 мг белка, 
Na, К-АТФазы — 

3,6±0,07 мкмоль/мин на I мг белка, 
а удельная активность АХЭ — Ю,1± 
ziz0,30 и 2,8=Ь0,10 мкмоль/мин на 1 мг 
белка по ацетилхолину или по мехоли-
ну соответственно. После инкубации 
iv| ем бранных частиц в течение 2 ч в 
темноте (рНю° 7,2) общая АТФазная 
активность, активность Na, К-АТФазы 
и активность АХЭ составляли соответ-
ственно 4,3±0,18, 3 ,4±0,02, 9 ,7+0,40 и 
2,9+0,11 мкмоль/мин на 1 мг белка. 
Сходные величины были получены при 
облучении суспензии и ита ктн ых СМ 
без каких-либо добавок или в присут-
ствии САЧ (3-10~ 5М) в течение 2 ч 
после 30-минутной темновой преинку-
бации. 

После 30 мин преинкубации в тем-
ноте (рНю° 7,2) СМ, содержащих Б Р 
( £ М 0 - 5 М ) без САЧ, или СМ, содер-
жащих Б Р в присутствии САЧ (ЗХ 
Х Ю 5 М ) , общая АТФазная актив-
ность и активность Na, К-АТФазы ока-
зывались пониженными в среднем на 
1 5 % ( р < 0 , 0 1 ) в сравнении с актив-
ностью, определяемой в свежих ин-
тактных СМ. Активность АХЭ при 
этом оставалась без изменений. По-
следующая инкубация таких проб в 
темноте в течение 2 ч сопровождалась 
снижением общей АТФазной активно-
сти и активности Na, К-АТФазы в 
среднем соответственно на 30 и 25 % 
( /?<0 ,01) , а активность АХЭ при этом 
снижалась в среднем на 6—8% ( / ? < 
< 0 , 0 5 ) . При подщелачивании среды 
до рН 7,8 до начала 2-часовой инку-
бе ции в темноте активность Na ,K-
АрГФазы и АХЭ снижалась в среднем 

Р и с . I. О б щ а я А Т Ф а з н а я а к т и в н о с т ь и а к т и в -
н о с т ь N a , К - А Т Ф а з ы в с и н а п т о с о м а л ь н ы х м е м -
б р а н а х , с о д е р ж а щ и х Б Р , п р и о б л у ч е н и и их 

с и н и м с в е т о м . 
Здесь и на рис. 2: по оси абсцисс — время облучения 
(в мин), по оси ординат остаточная ферментативная 
активность (в %); / активность Na, К-АТФазы 
(рН 7,2); 2 — общая АТФазная активность (pll 7,2); 
3 - активность Na, К-АТФазы в присутствии моно-
мерного неочищенного сывороточного альбумина 
(рН 7.2); 4 - общая АТФазная активность в при-
сутствии мономерного неочищенного сывороточного 
альбумина (рН 7,2); 5—активность Na, К-АТФазы 
(рН 7.8); 6 — активность Na, К-АТФазы в присутст-
вии мономерного неочищенного сывороточного аль-
бумина (рН 7,8); 7 — активность Na, К-АТФазы в 
присутствии моиомерного сывороточного альбумина, 
лишенного органофильных лигандов (рН 7,8). Каж-
дая точка на графике представляет собой среднюю 
арифметическую величину из 4 опытов. За 100 % 
принята ферментативная активность в свежей ин-

тактиой синаптосомальной мембране. 

соответственно на 18 и 4 % ( /?<0,01) 
в сравнении с ферментативной актив-
ностью в свежих интактных СМ. При 
облучении суспензии СМ, содержащих 
Б Р (рНю°7,2), общая АТФазная ак-
тивность и активность Na, К-АТФазы 
уже через первые 15 мин снижалась в 
среднем соответственно на 28 и 30 % 
( р < 0 , 0 1 ) . Через 75 мин облучения об-
щая АТФазная активность снижалась 
в среднем на 9 0 % ( р < 0 , 0 1 ) , а актив-

/оо 

Р и с . 2. А к т и в н о с т ь а ц е т и л х о л и и э с т е р а з ы в си -
н а п т о с о м а л ь н ы х м е м б р а н а х , с о д е р ж а щ и х Б Р , 

п р и о б л у ч е н и и их с и н и м с в е т о м . 
/ — облучение без добавления сывороточного аль-
бумина (рН 7,2); 2 — облучение в присутствии мо-
иомерного неочищенного сывороточного альбумина 
(рН 7,2); 3 - облучение без добавления сывороточ-
ного альбумина (рН 7,8); 4 — облучение в присутст-
вии мономерного неочищенного сывороточного аль-
бумина (рН 7,8); 5 — облучение в присутствии мо-
номерного сывороточного альбумина, лишенного ор-
ганофильных лигандов (рН 7,8). Каждая точка на 
графике представляет собой среднюю арифметиче-
скую величину из 5—6 опытов. За 100 % принята 
ферментативная активность в свежей интактной си-

наптосомальной м е м бр а н е. 
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ность Na, К-АТФазы до такого уровня 
понижалась (р<:0 ,01) через 90 мин 
облучения (рис. 1). При подщелачива-
ли и среды до рН|о° 7,8 до начала облу-
чения активность Na, К-АТФазы в те-
чение 105 мин инкубации понижалась 
на 90 % (р<0,01). 

Активность АХЭ в данных экспери-
ментальных условиях в течение первых 
30 мин практически не менялась, но 
затем понижалась и через 120 мин 
облучения была в среднем на 60— 
6 8 % ( , /7<0,01) ниже активности в 
свежих интактных СМ (рис. 2). При 
предварительном подщелачивании сре-
ды до рН10о 7,8 характер изменения 
активности АХЭ был практически ана-
логичным. Активность Na, К-АТФазы и 
АХЭ в СМ, содержащих Б Р , в течение 
2-часового облучения после барботи-
рования суспензии мембранных частиц 
(рНю° 7,2) аргоном практически не от-
личалась от активности этих фермен-
тов, определяемой после 30-минутной 
темповой преинкубации суспензии в 
присутствии Б Р без барботироваиия и 
без последующего облучения. 

На рис. 1 видно, что падение общей 
АТФазной активности и активности 
Na, К-АТФазы па 90 % при облучении 
суспензии СА4, содержащих Б Р , в 
присутствии мо но мерного неочищенно-
го САЧ (рНю°7 ,2 ) происходило бы-
стрее (соответственно за 45 и 60 мин), 
чем при облучении такой ж е суспен-
зии без добавления сывороточного бел-
ка. После защелачивания суспензии 
СМ, содержащих Б Р , до рНю 7,8 па-
дение активности Na, К-АТФазы, вы-
зываемое облучением, в присутствии 
САЧ замедлялось в сравнении с имев-
шимся при рНю 0 7,2: д а ж е через 2 ч 
облучения при рН 7,8 активность Na, 
К-АТФазы снижалась в среднем толь-
ко на 4 4 % ( / ?С0 ,01) . При использо-
вании мономериого САЧ, лишенного 
органофильных лигандов, наблюдали 
еще более умеренное снижение актив-
ности Na, К-АТФазы в СМ, содержа-
щих Б Р , под действием облучения. 
Наиболее отчетливый эффект моно-
мерного очищенного САЧ проявлялся 
после защелачивания среды до 
рН, 0° 7,8. 

На рис. 2 видно, что падение актив-
ности АХЭ, вызываемое облучением 
СМ, содержащих Б Р , при рН10° 7,2, в 
присутствии мономерного неочищенно-
го САЧ происходило быстрее, чем при 
облучении без добавления сывороточ-

ного белка. После защелачивания 
суспензии СМ, содержащих Б Р , до 
рНю° 7,8 снижение активности АХЭ в 
присутствии САЧ, напротив, сущест-
венно замедлялось в сравнении с про-
исходившим при рН 7,2; через 2 ч об-
лучения при рН 7,8 удельная актив-
ность АХЭ оказывалась пониженной в 
среднем на 25—30 % (,/7<0,01). 

При использовании мономерного 
очищенного САЧ характер изменения 
активности АХЭ при рН 7,2 и 7,8 был 
сходен с изменением активности Na, К-
АТФазы. Наиболее быстрое уменьше-
ние активности Na, К-АТФазы и АХЭ 
в СМ, содержащих Б Р , вызываемое 
облучением их синим светом, наблю-
дали после закислеиия среды до 
рНю° 6,8. В этих же условиях обнару-
жено наиболее выраженное потенци-
рующее влияние мономерного неочи-
щенного САЧ на активность исследо-
ванных ферментов СМ. 

Понижение активности мембранной 
Na, К-АТФАзы при темновой инкуба-
ции суспензии СМ в присутствии Б Р 
обусловлено, возможно, перестройкой 
гидрофобного окружения фермента 
[2] в результате предполагаемого вне-
дрения в мембраны липофильиых мо-
лекул желчного пигмента [10] и (или) 
способностью Б Р прочно связывать 
щелочноземельные металлы, в частно-
сти ионы магния [23], необходимые 
для активности Na, К-АТФазы [3]. 
Меньшая выраженность падения ак-
тивности мембранной АХЭ при этом 
соответствует данным, согласно кото-
рым гидрофобное окружение фермен-
та в составе мембраны имеет вид изо-
лированных вкраплений на его ката-
литической поверхности [8] и играет 
сравнительно небольшую роль в его 
активности [4]. Умеренное снижение 
активности АХЭ в данных условиях 
объясняется, возможно, сравнительно 
медленным процессом димеризации и 
агрегации молекул Б Р в гидрофобных 
вкраплениях с соответствующей мед-
ленной перестройкой микросреды, ок-
ружающей фермент в мембране. 

Отсутствие нормализующего дейст-
вия САЧ на активность мембранных 
ферментов СМ, содержащих Б Р , не-
смотря на очень высокое сродство это-
го белка к желчному пигменту, описан-
ное для гомогенных водных сред, обус-
ловлено, возможно, обнаруженным ра-
нее весьма медленным взаимодейст-
вием САЧ с Б Р в гетерогенной систе-
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ме [10]. Не исключено, что здесь имеет 
значение иммобилизация добавляемо-
го САЧ в результате взаимодействия 
его с мембранными ганглиозидами 
[27], а также способность САЧ вы-
зывать некоторое понижение активно-
сти мембранных ферментов, в частно-
сти Na, К-АТФазы [21]. 

Обнаруженное значительное и срав-
нительно быстрое уменьшение общей 
А ТФазиой активности, активности 
Na, К-АТФазы и АХЭ, вызываемое об-
лучением суспензии СМ, содержащих 
BP, сипим светом, соответствует дан-
ным о существенной фотоди нам и ческой 
активности БР , включенного в состав 
клеточных мембран [7]. Эта актив-
ность сопряжена с перекисиым окис-
лением ненасыщенных мембранных 
липидов, с образованием и накопле-
нием альдегидов, способных оказывать 
повреждающее действие на клеточную 
Мембрану [15, 24, 26]. Дефицит кис-
лорода, создаваемый барботироваиием 
суспензии БР-содержащих СМ арго-
ном, противодействовал такому перок-
сидированию в результате торможения 
фотодинамической активности БР , т .е . 
его фотоокисления, представляющего 
собой самовозбуждающийся процесс, 
для осуществления которого необходи-
мо присутствие синглетиого кислорода 
[118]. Не исключено, что здесь имеет 
значение то обстоятельство, что в ус-
ловиях дефицита кислорода Б Р может 
функционировать в качестве антиокси-
дапта [25]. Менее интенсивное сниже-
ние активности Na, К-АТФазы и АХЭ 
при рН 7,8 (в сравнении с уменьше-
нием, происходившим при рН 7,2) вы-
звано, вероятно, высвобождением 
желчного пигмента из СМ при заще-
лачивании среды и утратой им фото-
динамичной активности [7, 10]. Более 
сильное замедление уменьшения актив-
ности мембранных ферментов при до-
бавлении в суспензию СМ, содержа-
щих Б Р (рН7,8) , моиомериого, лишен-
ного органофильных лигандов САЧ 
или (в меньшей мере) мопомерного 
неочищенного САЧ было обусловлено, 
возможно, комбинацией связанного с 
з а щ е л ачиванием среды высвобожде-
ния Б Р из мембран, стимуляции его 
высвобождения в результате связыва-
ния сывороточным белком и энергич-
ного связывания последним альдеги-
дов, накапливающихся при пероксиди-

)вании мембранных липидов. Связы-
ванию альдегидов альбумином могла 

бы способствовать достигаемая при 
рН 7,8 достаточная степень депрото-
нирования e-NH2-rpynn некоторых сво-
бодных от лигандов остатков лизина 
[19, 20]. Недостаточная степень де-
протонирования таких групп при 
рН 7,2 и тем более при рН 6,8 служи-
ла, по-видимому, причиной ослабления 
обнаруженного при рН 7,8 противодей-
ствующего эффекта добавления моно-
мерного, лишенного лигандов САЧ. 
Добавление мономерного неочищен-
ного САЧ при рН 7,2 или 6,8, напро-
тив, потенцировало подавляющее ак-
тивность мембранных ферментов дей-
ствие облучения. Не исключено, что 
это было обусловлено дополнительным 
к пероксидированию мембранных ли-
пидов пероксидированием ненасыщен-
ных жирных кислот в составе сыворо-
точного белка [26] в результате фо-
тодинамической активности Б Р в со-
ставе СМ и сывороточного белка [7] с 
более интенсивным суммарным нако-
плением продуктов пероксидирования, 
повреждающих клеточную мембрану 
[14, 24, 26]. 
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F U N C T I O N A L ALTERATIONS IN SYNAPTO-
SOMAL M E M B R A N E AFTER INTERACTION 
WITH B I L I R U B I N AND BLOOD S E R U M 

ALBUMIN IN VITRO 

A. V. Tkachenko 

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

A decrease in total activity of ATPase and 
in specific activity of Na+,K+-ATPase as well 
as less rapid and distinct decrease in specific 
activity of acetylchol inesterase were observed 
in synap tosomal membrane af ter b inding of 
bilirubin in vitro. I r radiat ion with blue l ight 
of the bi l i rubin-containing membrane particles 
caused a more dist inct decrease in activity of 
these enzymes. Blood serum albumin, added to 
the suspension of bi l i rubin-containing particles 
of synap tosomal membrane , affected s ignif ican-
tly the a l te ra t ions in activity of membrane-
bound enzymes caused by the i rradiat ion. Cha-
racter of the effect depended on pH of the 
medium and presence of organophi l ic l igands 
in blood serum albumin molecule. 
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В. В. Иващенко 

СОСТОЯ H И E ПРЕКАЛЛ И КРЕИ H-KAJ1J1 И КРЕИ НОВОЙ СИСТЕМЫ 
КРОВИ У БОЛЬНЫХ С ОСТРОЙ АРТЕРИАЛЬНОЙ 
НЕПРОХОДИМОСТЬЮ НИЖНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ 

Донецкий медицинский институт им. М. Горького 

Работы по изучению калликреин-ки-
ииновой системы (ККС) крови при 
острой артериальной непроходимости 
(ОАН) немногочисленны. Известны 
исследования Л. Д. Чирковой, И. И. 
Затевахина , И. Я. Усватовой и соавт. 
[5, 9, 11], впервые показавших значи-
тельную роль ККС в геиезе ишемиче-
ских и постишемических нарушений у 
больных с острой эмбологенной арте-
риальной непроходимостью конечно-
стей. Местные и общие проявления 
острой окклюзии сосудов — раздра-
жение болевых рецепторов, нарушение 
микроциркуляции, гемодинамические 
р а с с т р о й с т в а , у в е л и ч е н и е п р о н и ц а е -
мости сосудистой стенки и как след-
ствие отек — свидетельствуют об ак-
тивации ККС у больных с ишемией 

конечностей [1, 6], возрастающей с 
увеличением степени последней [10, 12, 
13]. Поэтому определение активности 
ККС у пациентов с ОАН конечностей 
чрезвычайно важно. В то же время в 
структуре этиологических факторов 
ОАН имеется ряд заболеваний, кото-
рые сами по себе вызывают измене-
ния в активности ККС, что приходится 
учитывать при возникновении у них 
острой артериальной окклюзии. 

Задачей настоящего исследования 
явилось изучение состояния пре-
калликреин-калликреиновой системы 
( П К К С ) крови у больных с ОАН ко-
н е ч н о с т е й в з а в и с и м о с т и о т х а р а к т е р а 
основного заболевания, вызвавшего 
тромбоз или эмболию, а т а к ж е от сте-
пени ишемии конечности. 

44 



Т а б л и ц а I 
Активность ПК КС крови у больных без тромбоэмболических осложнений 

Нозологическая единица 

У о 

Прекалли-
креин БРИК МРИ К И ПАП 

мкмоль аргинина за I мин 

ОПАК, 
ммоль на 1 л 

азота 

1н фа ф к т миокарда 
ардиосклероз 
5 л и те р и р у ющи й ате р о -
склероз конечностей 

фвматизм: 
без признаков актив-

ности 
с активным процессом 

ЗАоровые доноры 

12 
14 

15 

15 
45 
30 

8,0=1=0,1 
8 , 5 ± 2 , 0 * 

9,0=1=1,0* 

10,0±1,0* 
5 , 8 ± 1 , 0 
<),() I 0,2 

1,9=1=0,05 
1,7=ь0,05* 

1,8=1=0,2* 

1,7=1=0,05* 
0 , 5 ± 0 , 0 3 
1,7-1=0,05 

0,18=1=0,05* 
0,17=ь0,02* 

0,15=i=0,1 * 

0,15=1=0,02* 
0 ,08=t0 ,04* 
0,17=4=0,05 

5 ,2=t0 ,1 
5,0=h 1,0* 

4,0=Ь 1,0* 

4,2d=0,2* 
9,0=1=1,0 
4 , 0 ± 0 , l 

21,4=1=2,8* 
34,0=1=3,3 

2 6 , 0 ± 4 , 0 * 

2 3 , 0 ± 3 , 0 * 
2 8 , 0 ± 0 , 5 
22,1=1=2,1 

11 p и м e ч а и и е. Здесь и в табл. 2 и 3 звездочка — отличия от нормы недостоверны ( р > 0 , 0 5 ) . 

М е т о д и к а 

Д о и после восстановительных операций 
(1-е сутки послеоперационного периода) обсле-
дован 121 пациент с эмболиями магистраль-
ных артерий конечностей и 41 больной с ост-

р ы м и тромбозами атеросклеротической этиоло-
гии. У 61 больного причиной эмболии был 
активный ревматический процесс, у 45 — пост-
инфарктный и атеросклеротический кардио-
склероз, у 15 — острый инфаркт миокарда . 

Эмболия бифуркации отмечена у 20 боль-
ных, подвздошной артерии — у 54, бедреи-
и э й — у 42, подколенной — у 5. Острый тром-
боз бифуракции аорты диагностирован у 6 па-
циентов, подвздошной артерии — у 15, бедрен-
i-iloй — у 18, подколенной — у 2. 

Среди больных с эмболиями ишемия напря-
жения, 1а, 16, На степени отмечена у 31 паци-
ента, 116 —II 1а степени — у 57, 1116 степени -
yl 33. Среди больных с острыми тромбозами 
ишемия напряжения , 1а, 16 степени отмечена 
у| 14 больных, 116—II 1а степени — у 19, 
1116 степени — у 8. Использовали клиническую 
Классификацию ишемии конечностей, предло-
женную В. С. Савельевым и соавт. |7) для 
острой эмбологенной артериальной непроходи-
мости. 

В лечебное учреждение в сроки до 3 ч от 
момента остро наступившей окклюзии сосуда 
поступили 10 пациентов, в сроки от 4 до 8 ч — 
28, от 9 до 24 ч — 55, в сроки более 24 ч — 69. 

Д л я сравнительной оценки обследовано 
30 практически здоровых лиц контрольной 
группы в возрасте от 20 до 50 лет. Необходи-
мо отметить, что эмболии, как правило, воз-
никают у больных с т я ж е л ы м и заболеваниями 
сердца, у которых имеются в ы р а ж е н н ы е нару-
шения метаболизма . Д л я более правильной 
оценки нарушенного метаболизма кииинов у 
оольных с ОАН конечностей мы изучили пока-
затели П К К С крови у 60 пациентов с ревма-
тическим процессом (15 больных без призна-
ков активности, 45 с активным процессом) , 
у 14 больных атеросклеротическим кардиоскле-
розом с явлениями мерцательной аритмии, у 

2 больных острым инфарктом миокарда (без 
признаков кардиогеииого шока и острой сер-
дечной недостаточности) и у 15 больных обли-

ерируюшим атеросклерозом нижних конечно-
стей без тромбоэмболических осложнений. 

Использованы биохимические методы, пред-
л о ж е н н ы е К. Н. Веремеенко [2 | , позволюящие 

о х а р а к т е р и з о в а т ь активность калликреипов и 
ингибиторов калликреинов. Определяли исход-
ную п р о т а м и н р а с щ е п л я ю ш у ю активность плаз-
мы ( И П А П ) , х а р а к т е р и з у ю щ у ю общий проте-
олиз крови, с о д е р ж а н и е прекалликреииа , отра-
ж а ю щ е е потенциальную активность плазменно-
го калликреина , а т а к ж е активность ингибито-
ров калликреинов - быстро реагирующего и 
медленно реагирующего (соответственно 
Б Р И К и М Р И К) . Д л я характеристики протео-
лиза в качестве дополнительного критерия оп-
ределяли о б щ у ю протеолитическую активность 
крови ( О П А К ) методом А. И. Сорииова и 
В. А. Филова [8]. 

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

Д л я адекватной оценки динамики 
I1KKC крови в процессе лечения боль-
ных с ОАН конечностей целесообраз-
ным представляется определение ее 
исходного состояния при заболеваниях, 
которые могут осложниться ОАН. 
У больных атеросклеротическим кар-
диосклерозом и облитерирующим ате-
росклерозом нижних конечностей су-
щественных изменений показателей, 
отражающих активность П К К С крови, 
выявлено не было (табл. 1). В то же 
время у больных с острым инфарктом 
миокарда при исследовании в 1-е сут-
ки от начала заболевания (5 пациен-
тов) отмечалась активация П К К С 
крови, однако при исследовании этих 
же показателей на 2—3-й сутки они 
были близки к нормальным. Наряду с 
активацией калликреина отмечена не-
значительная тенденция к активации 
его ингибиторов. В результате гипок-
сии в некротической зоне миокарда 
активируются ферментные системы 
протеолиза, обусловливающие актива-
цию кипиповой системы [4]. Снижение 
кровотока замедляет удаление кини-
иов из пораженного участка. В ре-
зультате деструкции клеточных мем-
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Т а б л и ц а 2 

Активность ПККС крови у больных с ОАН 

Нозологическая единица 

Ч
и

сл
о 

бо
ль

ны
х 

Прекал-
ликреин 

Б Р И К МРИ к И П А П О П А К , 
ммоль на 1 л, 

азота 
Нозологическая единица 

Ч
и

сл
о 

бо
ль

ны
х 

Прекал-
ликреин 

мкмоль аргинина за 1 мин 

О П А К , 
ммоль на 1 л, 

азота 

Инфаркт миокарда 15 6 , 6 ± 1 , 0 2,2=1=0,1 0,44=1=0,1 7,0=1=0,1 3 0 , 0 ± 0 , 7 
Кардиосклероз 4 5 7 ,1=1=1,1* 2 , 1 ± 0 , 1 0,45=1=0,1 6 ,6=1=0,8 2 9 , 0 ± 1 , 5 
Ревматизм 61 5 ,0=1=1,0 1 , 8 ± 0 , 0 2 * 0 , 1 8 ± 0 , 0 2 * 10,0=1=1,0 2 6 , 5 ± 1 , 5 * 
Об л и тер и р у ющ и й а теро-

склероз конечностей 41 8 ,0=1=1,0* 2 ,0=1=0 ,03 0 ,38=1=0 ,03 6 , 0 ± 1 , 0 2 6 Д ) ± 2 , 0 * 
Здоровые доноры 3 0 9 ,0=1=0,2 1 , 7 ± 0 , 0 5 0 , 1 7 = 1 = 0 , 0 5 4,0=1=0,1 2 2 Л ± 2 , 1 

бран кининогеназы из участка некроза 
поступают в общий кровоток, что при-
водит к генерализованному образова-
нию кииииов. В случае чрезмерной ак-
тивации кининобразующих ферментов 
освобождается повышенное количест-
во кининов, что приводит к гипотензии 
и шоку [3]. Нарастание активности 
ингибиторов калликреинов мы рас-
сматриваем как компенсаторную ре-
акцию, направленную на снижение ки-
нинобразующих ферментов при острой 
ишемии сердечной мышцы. Общая 
протеолитическая активность сыворот-
ки не изменяется при различных ста-
диях заболевания. 

У больных с отсутствием признаков 
активности ревматического процесса 
признаков активации ПККС крови 
мы не выявили, в то же время у боль-
ных с активным ревматическим про-
цессом отмечалась явная активация 
П К К С крови с угнетением активности 
ингибиторов калликреина. Обнару-
женные изменения мы связываем с 
особой ролью кининов в развитии вос-
палительных реакций: гиперемии, по-
вышения сосудистой проницаемости, 
что так характерно для ревматическо-
го процесса. 

Возникновение ОАН вызывает акти-
вацию калликреина и его ингибиторов 
у больных всех групп. Наиболее вы-

раженная активность П К К С наблюда-
лась у больных ревматизмом, что обус-
ловлено, по-видимому, довольно зна-
чительной ее исходной величиной у па-
циентов с активным ревматическим 
процессом. Если для больных ревма-
тизмом без тромбоэмболических ос-
ложнений наряду с активацией калли-
креина была характерна депрессия его 
ингибиторов, то присоединение ОАН 
вызывало дальнейшую активацию кал-
ликреина и значительное повышение 
активности его ингибиторов по срав-
нению с исходными показателями. До-
вольно выраженная активация П К К С 
наблюдалась у больных острым ин-
фарктом миокарда, менее выражен-
ная — у больных кардиосклерозом, а 
также у больных с острыми тромбоза-
ми атеросклеротической этиологии. 
У всех больных присоединение ОАН 
конечностей вызывало активацию 
ОПАК крови (табл. 2). 

С увеличением степени ишемии ко-
нечности растет активность ПККС 
крови (табл. 3). В то же время с ро-
стом ишемического поражения конеч-
ности появляется тенденция к некото-
рому угнетению ингибиторов калли-
креина. После восстановления крово-
тока в конечности эта направленность 
особенно четко прослеживается у боль-
ных с эмболиями, нарастает актив-

Т а б л и ц а 3 

Активность ПККС крови у больных с эмболиями магистральных артерий в зависимости от степени 
и шеми и конечностей 

Степень ишемии напряжения 

Ч
и

сл
о 

бо
ль

н
ы

х Прекал-
ликреии Б Р И К М Р И К И П А П ОП А К» 

ммоль на 1 л 
азота 

Степень ишемии напряжения 

Ч
и

сл
о 

бо
ль

н
ы

х 

мкмоль аргинина за 1 мин 

ОП А К» 
ммоль на 1 л 

азота 

1а, 16, Па 31 7 , 0 ± 0 , 1 2 , 0 ± 0 , 0 1 0 , 3 9 ± 0 , 0 1 6 , 0 ± 0 , 2 2 4 , 3 ± 1.0* 
П б — Ш а 57 G , 0 ± 1 , 0 1 , 7 ± 0 , 0 8 * 0,21 ± 0 , 0 1 * 7 , 0 ± 0 , 1 2 2 , 0 ± 1,5* 
Ш б 33 5 , 0 ± 0 , 5 1 , 4 + 0 , 0 5 0 , 1 3 ± 0 , 0 1 * 8 , 0 ± 0 , 1 3 0 , 0 ± 1,5 
Здоровые доноры 30 9 , 0 ± 0 , 2 1 , 7 ± 0 , 0 5 0 , 1 7 ± 0 , 0 5 4 , 0 ± 0 , 1 22,1 ± 2 , 1 
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иэсть П К К С крови, причем это нара-
с а н и е находится в прямой зависимо-
сти от исходной степени ишемии тка-
ней. Вместе с тем с увеличением сте-
пени ишемии конечности и ростом ак-
тивности калликреина прослеживается 
тенденция к угнетению функции инги-
биторов калликреина (табл. 4). У ря-
да пациентов с высокими окклюзиями 
и тяжелой ишемией конечности ( Ш а — 
I 16 степень) наряду с выраженной 
активацией прекалликреииа (2— 
3 мкмоль аргинина за I мин), резким 
повышением ИПАП (до 15- 17 мкмоль 
аргинина за I мип) нами отмечено 
значительное снижение активности ин-
гибиторов калликреина. Анализ исхо-
дов операций у этих больных показал, 
что в прогностическом отношении эти 
изменения с точки зрения возможно-
сти восстановления жизнеспособности 
конечности неблагоприятны, несмотря 
на появление четкой пульсации на ар-
териях стопы. В дальнейшем, как пра-
вило, наступает ретромбоз с развитием 
гангрены или тяжелейший синдром ре-
васкуляризации. Отсутствие компенса-
торной активации ингибиторов калли-
креина при выраженной его активно-
сти свидетельствует о крайне тяжелых 
и, весьма вероятно, необратимых из-
менениях в конечности. Реваскуляри-
зация в подобных ситуациях может 
привести к летальному исходу (6 боль-
пых) . 

Определенной зависимости активно-
сти П К К С крови от времени, прошед-
шего с момента остро наступившей ок-
клюзии сосуда, мы не отметили. Сдви-
ги показателей носили различный ха-
рактер. 

Таким образом, сдвиги в П К К С кро-
ви зависят от тяжести ишемического 
поражения конечности и характера ос-
новного заболевания. Поэтому опреде-
ление активности П К К С крови у боль-
ных с ОАН конечностей может слу-
жить большим подспорьем при исход-
ной оценке тяжести ишемического по-
вреждения конечности, свидетельство-
вать о напряженности протеолитиче-
ских процессов в тканях, что позволяет 
использовать динамику этих показате-
лей для прогнозирования исхода вос-
становительных операций. 
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THE STATE OF THE BLOOD PREKALLI-
KREIN-KALL1KREIN SYSTEM IN PATIENTS 
WITH ACUTE ARTERIAL OBSTRUCTION O F 

LEGS 

V. V. Ivaschenko 

Medical School, Donetsk 

Distinct activation of the blood prekallikrein-
kallikrein system was detected in pat ients with 
acute thromboses and embolism of aorta bifur-
cation and of leg magis t ra l arteries. The ra te 
of activation depended on the form of main 
disease responsible for acute arterial obstruc-
tion as well as on severity of legs ischemic 
impairments . Measurement of the blood prekal-
likrein-kallikrein system parameters enabled to 
evaluate more efficiently the severity of initial 
steps of legs ischemic impairments in pa t ien t s 
with acute arterial occlusions as well a s 
to predict the restorat ive operat ions success. 
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а-2-МА К РО ГЛОБУЛ И Н В СПИННОМОЗГОВОЙ ЖИДКОСТИ 
ПРИ НЕЙРОХИРУРГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

Нейрохирургический институт им. А. Л. Поленова, Ленинградский университет 

Среди природных ингибиторов про-
теиназ одно из ведущих мест занима-
ет высокомолекулярный ингибитор 
протеиназ аг-макроглобулин (а -МГ) , 
обладающий широкой субстратной 
специфичностью и ингибирующий 
трипсин, химотрипсии, плазмин, калли-
креин плазмы, тромбин и другие эн-
допептидазы |[4, 9] . 

Методы количественного определе-
ния (Х2-МГ основаны на измерении ак-
тивности комплекса фермент — ингиби-
тор по отношению к синтетическим 
субстратам [4, 9] . 

Известно, что а2-МГ легко комплек-
сируется с пептидными гормонами и 
некоторыми биологически активными 
пептидными факторами [3, 10]. Взаи-
модействие макромолекулярных комп-
лексов (ХгМГ с рецепторным аппара-
том клеточной поверхности приводит к 
изменению функциональной активности 
клеток, что в свою очередь вместе с 
взаимодействием с растворимыми кле-
точными факторами, в том числе с 

лимфокинами, способствует модуляции 
иммунного ответа [5, 7, 12]. 

Хорошо изучен а 2 -МГ сыворотки 
крови [2, 8] , но данные по а 2 -МГ 
спинномозговой жидкости ( С М Ж ) че-
ловека немногочисленны [8, 10]. По-
казано, что (*2-МГ, несмотря на значи-
тельные молекулярные параметры 
(мол. масса 798 000 и гидродинамиче-
ский радиус 9,35 нм) [6] , является 
«нормальным» компонентом С М Ж че-
ловека, что заставляет думать о био-
логической целесообразности содержа-
ния этого белка в ликворе и предпо-
лагать его значимость при патологии 
центральной нервной системы. 

Целью настоящего исследования яв-
ляется определение содержания а 2 -МГ 
в С М Ж при основных нейрохирургиче-
ских заболеваниях: черепно-мозговой 
травме различной степени тяжести, 
внутричерепных опухолях различной 
гистоструктуры и 1медикамснтозно-рс-
зистентных формах эпилепсии, подле-
жащих хирургическому лечению. 
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М е т о д и к а 

Содержание а 2 - М Г в С М Ж определяли, из-
меряя активность комплекса ингибитора с 
трипсином по отношению к синтетическому 
субстрату Б А П Н А (N-бензоил-аргинии-пара-
нитроанилид) по методу [1]. К 0,8 мл С М Ж 
прибавляли 0,05 мл раствора трипсина, содер-
жащего 60 мкг фермента, и 0,05 мл раствора 
ссевого ингибитора, содержащего 100 мкг пос-
леднего. Полученную при диагностической 
люмбальной пункции С М Ж предварительно 
центрифугировали для удаления клеточных 
элементов в течение 30 мин при 3000 об/мин. 

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

Содержание в С М Ж (Х2-МГ было ми-
нимальным при наиболее легкой фор-
ме черепно-мозговой травмы — сотря-
сении головного мозга (см. таблицу). 
Эту группу больных рассматривали в 
качестве контроля при изучении дру-
гих нейрохирургических заболеваний. 

При ушибе мозга средней степени, 
мор фол о г и ч еск и характер из у ю ще м ся 
гибелью поврежденных участков моз-
га и клинически проявляющемся при-
соединением выраженной очагов о й 
неврологической симптоматики (геми-
парез, гемиплегия, афазия) , содержа-
ние С62-МГ в С М Ж было более высоким, 
чем при сотрясении мозга, хотя наб-
людаемая разница и не была стати-
стически достоверной. 

Наиболее высокое содержание ехг-
МГ, превышающее в 5 раз средние 
значения контрольной группы, наблю-
далось у больных при тяжелой череп-
н о- м оз го во й травме, х а р а кте р изу ю-
щейся ушибом мозга тяжелой степе-
ни и, как правило, сдавлением мозга 
внутричерепными гематомами, отлом-
ками поврежденных костей черепа, 
быстро развивающимся отеком мозга. 
Большинство больных этой группы 
были оперированы в первые часы пос-
ле госпитализации с целью устране-
ния сдавления мозга (декомпрессив-
ная трепанация черепа, удаление ге-
матом и очагов размозжения) . Дина-
мика содержания аг-МГ в С М Ж боль-
ных этой категории четко отражает 
целесообразность хирургического вме-
шательства и его результативность: 
несмотря на травматичность самой 
операции, содержание ингибитора уже 
на 3-й сутки после операции уменьша-
лось в 2 раза. При наблюдении за 
уровнем ингибитора в динамике сле-
дует отметить, что при тяжелой череп-
но-мозговой травме д а ж е к 20-м сут-
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кам после травмы содержание аг-МГ в 
С М Ж не нормализовалось. 

При нейрооикологических заболева-
ниях содержания (Х2-МГ в С М Ж в 
2,5 раза превышало соответствующие 
значения в контроле. Наши наблюде-
ния касаются группы больных с внут-
ричерепными опухолями различной ги-
стоструктуры, имеющими в основном 
доброкачественную природу (невр и но-
мы, аденомы гипофиза, менингиомы). 
Хирургическое вмешательство в этих 
случаях приводило к незначительному 
увеличению содержания аг-МГ с 
0,028±0,004 до 0,035±0,004 r/л, что 
свидетельствует о незначительной 
травматичности самой операции. 
В послеоперационном периоде содер-
жание ингибитора в С М Ж оставалось 
повышенным, составляя в среднем 
0,035±0,005 г/л за счет увеличения 
количества ингибитора у отдельных 
больных. Значительное повышение 
уровня «2-МГ у некоторых больных 
этой группы было характерно для слу-
чаев продолженного роста опухоли, 
присоединения воспалительных ослож-
нений или терминальной стадии забо-
левания. В то же время даже при 
наличии опухоли с признаками злока-
чественности при успешном проведе-
нии курсов химиотерапии и благопри-
ятном течении заболевания наблюда-
лось снижение уровня ингибитора в 
СМЖ. 

Повышение содержания аг-МГ наб-
людалось и в группе больных медика-
меитозно-резистентными формами эпи-
лепсии— в среднем до 0,025+0,004 г/л 
по сравнению с 0,011 ±0 ,001 г/л в конт-
рольной группе. Подобное повышение 
уровня ингибитора в С М Ж свидетель-
ствует о наличии деструктивных изме-
нений в мозговой ткани и может слу-
жить полезным тестом при отборе 
больных, резистентных к лекарствен-
ной терапии, для последующего хирур-
гического лечения. 

При сопоставлении трех рассмотрен-
ных нозологических форм нейрохирур-
гических заболеваний следует отме-
тить, что общее клиническое состоя-
ние больных в момент обследования 
при внутричерепных опухолях и эпи-
лепсии было значительно более лег-
ким, чем при черепно-мозговой травме 
с ушибом мозга тяжелой степени, что 
соответствовало распределению содер-
жания а2-МГ. 

Таким образом, можно констатиро-
вать, что повышение количества а2-МГ 
в С М Ж у нейрохирургических больных 
четко коррелирует с тяжестью повреж-
дения мозговой ткани. Определение 
содержания этого ингибитора в С М Ж 
может быть объективным критерием 
тяжести состояния больного, служить 
полезным тестом при контроле за вы-
бором метода и ходом лечения. 

Принято считать, что повышение 
уровня а2-МГ в сыворотке крови, наб-
людаемое при различных патологиче-
ских состояниях, представляет собой 
компенсаторный механизм ответа на 
активацию протеолиза. По-видимому, 
наблюдаемое нами повышение содер-
жания этого ингибитора в С М Ж при 
нейрохирургических заболеваниях не 
представляет исключения и отражает 
активацию протеолиза в мозговой тка-
ни независимо от природы факторов 
его инициирования. Кроме того, не 
следует упускать из виду и другие ре-
гуляторные механизмы, в которых 
участвует аг-МГ, — комплексирование 
с биологически активными белково-
пептидными факторами и активация 
функциональной активности некоторых 
п р ед ста вител ей к л еточ н ы х популяций. 
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M A C R O G L O B U L I N FROM C E R E B R O S P I -
L F L U I D IN N E U R O S U R G I C A L IMPAIR-

M E N T S 

G. Vasil'eva, L. N. Dobrogorskaya, L. N. 
Kraeva, V. P. Goncharova 

Ins t i tu te of Neurosurgery , S ta te Universi ty, 
Leningrad 

Content of a2-macroglobulin (a 2 -MG) was 
est imated in cerebrospinal fluid (CSF) of pa-
t ients with neurosurgical impairments . Minimal 
content of the globulin was found in pat ients 
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with brain concussion (0.011 ±0 .001 g /L , con-
trol g roup) , maxima] concentrat ion — in severe 
craniocerebral t r auma with brain contraction 
(0 .056±0.007 g / L ) and moderate ly increased 

content of 0C2-MG was detected in intracranial 
tumors and drug- res i s tan t epilepsy, 0 . 0 2 8 ± 
± 0 . 0 0 4 g / L and 0 .025±0.004 g /L , respectively. 
Alteration in content of 0C2-MG dur ing postope-
rat ional period corresponded to clinical s ta te 
of patients. Est imation of a?-MG in C S F might 
be used as a criterion of brain impairment se-
verity as well as for moni tor ing the t r e a t m e n t 
course. 

Т. M. Гончаренко, С. E. Никулина, О. JO. Крылова, И. С. Стволинская, 
Э. Д. Полякова, Б. Ф. Коровкин 

ПЕРВИЧНАЯ КУЛЬТУРА ГЕПАТОЦИТОВ 
НОВОРОЖДЕННЫХ КРЫС КАК СИСТЕМА 

ДЛЯ МОДЕЛИРОВАНИЯ АИОКСИ И 
И МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Первичные культуры гепатоцитов 
новорожденных крыс представляют со-
бой удобную систему для изучения ме-
таболизма печеночных клеток в конт-
ролируемых условиях. Преимущества-
ми использования культуры в качест-
ве модельной системы по сравнению с 
целым органом являются относитель-
ное удобство эксперимента, возмож-
ность получения более прямой инфор-
мации и исключение влияния таких 
факторов, как гормоны, неконтроли-
руемые субстраты и др. Культивируе-
мые клетки представляют собой одно-
родную популяцию, находятся в оди-
наковых условиях в отличие от цело-
го органа, а расположение клеток в 
виде монослоя обусловливает едино-
временный доступ метаболитов к 
клеткам. 

Гепатоциты новорожденных крыс по 
сравнению с клетками половозрелых 
животных обладают рядом преиму-
ществ. Им свойственна большая актив-
ность репликации при минимальной 
комбинации ростовых факторов [5] , 
они отличаются диплоидностью по 
сравнению с гепатоцитами взрослых 
животных, имеющими различную пло-
идность, им свойственна более высо-
кая жизнеспособность и сохранность 
мсрфологических характеристик при 
различных экспериментальных воздей-
ствиях [13]. В то ж е время известно, 

что гепатоциты взрослых животных, 
изначально имеющие биохимические 
характеристики, свойственные печени 
взрослых животных, по мере культи-
вирования и адаптации приобретают 
свойства фетальных .'[11, 17]. 

Целью настоящего исследования яви-
лась разработка экспериментальной 
модели — первичной культуры гепато-
цитов новорожденных крыс, пригод-
ной для изучения лизосомного аппа-
рата клетки, исследования молекуляр-
ных механизмов участия циклических 
нуклеотидов в инициации реакции от-
вета лизосом на экстремальные воз-
действия. 

М е т о д и к а 

Д л я получения монослойиой культуры ге-
патоцитов новорожденных крыс декапитирова-
ли, в асептических условиях извлекали печень, 
измельчали ее и инкубировали в течение 1 ч 
при 37 °С в растворе коллагеназы (0,5 мг/мл, 
«Sigma») , приготовленном на среде 199, забу-
ферениой 10 мМ H E P E S с добавлением пени-
циллина (200 ед /мл) и 5 мМ пирувата натрия. 
Материал диспергировали и обогащали парен-
химатозными клетками, давая отстояться кле-
точной суспензии в конических пробирках в те-
чение 3 мин [4]. Осадки объединяли и засева-
ли на стеклянную поверхность, покрытую 
0,01 % раствором желатина [11, на покровные 
стекла или в чашки Петри. Конечное разведе-
ние суспензии 1 —1,5 млн клеток в I мл. Сре-
ду меняли ежедневно. В опыте использовали 
культуры на 4-е сутки культивирования. Рос-
товая среда: среда 199, забуференная 10 мМ 
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H E P E S с добавлением 200 е д / м л пенициллина, 
5 % эмбриональной телячьей сыворотки и 2 мМ 
глутамина. 

Аноксию моделировали в газопроточной 
термостатированной камере, через которую 
пропускали азот под постоянным давлением. 
В камеру помещали чашки без крышек. Конт-
рольные культуры инкубировали в нормальной 
атмосфере с 5 % содержанием СО-2. 

Морфологическое состояние гепатоцитов 
оценивали с помощью световой микроскопии 
препаратов, окрашенных гематоксилином по 
Бемеру. Д л я оценки доли тех или иных кле-
ток на к а ж д о м препарате просчитывали не 
менее 1000 клеток при увеличении об. 40, ок .10 . 
Среднее находили для 4—5 препаратов, взя-
тых из разных опытов. 

Окрашивание флюоресцентными красителя-
ми акридиновым оранжевым (5 мг/мл) и рода-
мином 123 (10 мкг/мл) проводили прижизнен-
но в растворе Хенкса, препараты отмывали от 
красителя и просматривали в люминесцентном 
микроскопе МЛ-2 . 

Д л я определения активности кислой фосфа-
тазы культуру клеток отмывали последова-
тельно охлажденным раствором Хенкса и 
0.25М раствором сахарозы, содержащим 1 мМ 
ЭДТА рН 7,4, и собирали полихлорвиниловым 
скребком. Гомогеиат подвергали дифференци-
альному центрифугированию. Осадок лизосом 
получали центрифугированием при 100 000 g 
в течение 30 мин, так как в гепатоцитах ново-
рожденных крыс превалируют мелкие первич-
ные лизосомы [10, 14). Осадок лизосом обра-
батывали тритоном Х-100 в конечной концент-
рации 0,1 %, после чего определяли так назы-
ваемую связанную активность фермента. В над-
осадочной жидкости, оставшейся после осаж-
дения лизосом, измеряли свободную активность 
кислой фосфатазы. Определение активности 
проводили спектрофотометрически (в качестве 
субстрата использовали 4-нитрофенилфосфат 
| 3 | ) и в ы р а ж а л и ее в микромолях продукта, 

образованного при гидролизе субстрата за 
1 мин на I мг Д Н К . Д Н К определяли по [7] 
в ядерных осадках, полученных при дифферен-
циальном центрифугировании гомогената гепа-
тоцитов. 

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

В первичных культурах гепатоциты 
прикреплялись к поверхности стекла в 
течение 1—3 ч. Клетки полностью 
распластывались и изменяли свою 
форму от округлой к полигональной в 
течение 18—20 ч. На 2-е сутки культи-
вирования в культуре наблюдались 
фигуры митоза. Обычно гепатоциты в 

Т а б л и ц а 1 

М о р фол о г и ч с с к а я х а ра к те р и с т и к а п е р в и ч н ы х 
культур гепатоцитов новорожденных крыс 

Время, сут Митозы, % Непареихимиые 
клетки, % 

2 0 , 7 ± 0 , 1 8 11,7=1=5,8 
3 2,0=1=0,34 16,8=1=4,1 
4 2 , 5 ± 0 , 4 8 14,2=4=2,9 

культуре группировались в колонии, 
содержащие 10—500 клеток, или кла-
стеры (рис. 1, см. вклейку) . По пери-
ферии колоний располагались сину-
соидальные клетки, отличающиеся го-
могенностью цитоплазмы. Гепатоциты 
в первичных культурах имели полиго-
нальную форму, округлое ядро, 1—2 
четко структурированных ядрышка и 
несколько микроядрышек. Между ге-
патоцитами сохранялись желчные ка-
нальцы. Цитоплазма гепатоцитов при 
фазово-контрастной микроскопии вы-
глядела более плотной по сравнению 
с иепаренхимными клетками, гранули-
рованной и содержала многочисленные 
включения нейтрального жира. 

В культуре находились т а к ж е коло-
нии, состоящие из светлых энителио-
подобных клеток с тонкодиеперсным 
хроматином в ядре. Не исключено, что 
морфологические различия между ко-
лониями, наблюдаемые в культуре, 
связаны с известным явлением зональ-
ных различий между перипортальными 
и перивенозными гепатоцитами, мета-
болизм которых различен [6, 16]. 
К 4-м суткам культивирования морфо-
логические различия между двумя ви-
дами гепатоцитов сглаживаются . 

Непаренхимные клетки печени так-
же гетерогенны в культуре. Они 
п р едста вл ей ы ф и б робл а стоподоб н ы м и 
клетками с овальными ядрами и от-
ростками, вытянутыми вдоль длинной 
оси клеточного тела, эндотелиальными 
клетками с сеткой фенестрации, груп-
пирующимися в культуре в виде кла-
стеров, липиднакапливающими клет-
ками, снабженными длинными и 
короткими отростками, анастомозирую-
щими между собой, и клетками Куп-
фера, обычно располагающимися оди-
ночно и отличающимися значитель-
ными размерами, гетероморфным яд-
ром и гофрированной поверхностью. 

В культуре имеется более или ме-
нее однородная популяция клеток, по-
скольку в результате «обогащения» 
при выделении гепатоцитов из ткани 
их содержание по сравнению с интакт-
ной печенью повышается до 80 % и 
более. Количество непаренхимных кле-
ток в культуре колеблется от 11,7 до 
16,8% (табл. 1). Мы не пытались по-
лучить «чистую популяцию» печеноч-
ных клеток, поскольку известно, что в 
отсутствие синусоидальных клеток ге-
патоциты претерпевают существенные 
морфологические и функциональные 
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изменения, в частности теряют способ-
нссть синтезировать альбумин [1 11. 

В наших экспериментах гепатоциты 
уже на 4-е сутки культивирования об-
разовывали характерные для печеноч-
ной паренхимы мозаичные структуры, 
приобретая органотипическое строе-
ние в виде трабекул (см. рис. 1). Та-
ким образом, формирования типично-
го для эпителиальных клеток моно-
слоя не происходило. 

Известно, что после прикрепления 
и распластывания в гепатоцитах зна-
чительно активируются процессы гли-
колиза и глюконеогенеза [12] и толь-
ко через 1 сут после имплантации 
гепатоциты вступают в S-фазу и ми-
тоз [13]. Мы также наблюдали появ-
ление митотических фигур не раньше 
чем через 24 ч после имплантации, 
активный рост в течение 2-х и 3-х су-
ток (см. табл. 1). 

Исследование чувствительности 
культур к гормонам показало, что на 
4-е сутки культивирования она сохра-
няется. Так, добавление 20 мкМ изо-
11 ротерено л а при водил о к у вел и ч ен и ю 
внутриклеточной концентрации цАМФ 
через 3 мин в 1,5 раза. 

Исходя из этого мы использовали в 
своих экспериментах первичные куль-
туры гепатоцитов на 4-е сутки культи-
вирования, полагая, что к этому вре-
мени культура становится метаболи-
чески относительно стабильной. 

Поскольку печень — это орган, в ко-
тором осуществляются многие метабо-
лические реакции, а гепатоцит секре-
та рует больше белковых молекул, чем 
любая другая клетка, гепатоциты ока-
з ы в а юге я д ост а то ч н о ч у в с т в и тел ь н ы м и 
к изменению концентрации кислорода 
[()]. Это подтвердили опыты с прижиз-
ненной окраской культивируемых гепа-
тоцитов флюоресцентным красите-
ле^ — родамином 123, интенсивность 
свечения которого при возбуждении 
ультрафиолетовым светом пропорцио-
на льн а величине м е м б р а ни ого п отен -
циала митохондрий [9]. В окрашен-
ных гепатоцитах ярко светились мно-
гочисленные округлые митохондрии, 
но уже 15-'минутная аноксия приводи-
ла к значительному уменьшению чис-
ла светящихся клеток (до 7 0 % ) , а 
количество светящихся митохондрий 
лри этом в некоторых клетках умень-
шалось до 3—10 на клетку, тогда как 
в 
бо| 

Т а б л и ц а 2 
Исключение трипанового синего гепатоцитами 
новорожденных крыс в первичных культурах 
при моделировании аноксии, метаболической 

ишемии и реабилитации 

Условия при аноксии (1 ч в раст- Исключение 
воре Хенкса), рН красителя, % 

Контроль (без аноксии) 9 8 , 7 5 ± 0 , 1 3 
7,4 94,34=1= 1,46 
6,9 95,lO=fcO,32 
6,9 (затем реабилитация 1 ч) 95,54=1=2,96 

ная культура гепатоцитов новорож-
денных крыс оказалась удобной для 
моделирования экстремальных состоя-
ний— аноксии и метаболической ише-
мии. 

Мы моделировали состояние анок-
сии, помещая открытые чашки Пет^и 
с культурами гепатоцитов в солегоом 
растворе Хенкса рН 7,2—7,4 в термо-
статированную камеру, через кото-
рую пропускали азот. Поскольку из-
вестно, что ишемия in vivo сопровож-
дается ацидозом, в ряде случаев мы 
заменяли ростовую среду на бессуб-
стратный раствор Хенкса при рН 6,9, 
т. е. в любом случае имитировали со-
стояние аноксии на фоне субстратно-
го голодания. Реабилитацию после 
экстремальных воздействий моделиро-
вали, заменяя раствор Хенкса на сре-
ду 199 с добавлением 5 % эмбрио-
нальной телячьей сыворотки и инкуби-
руя клетки в течение 1 ч при 37°С в 
нормальной атмосфере с 5 % содержа-
нием С0 2 . При этом необходимо было 
подоб р ать та кую п родол ж ител ьиость 
воздействия, при которой патологиче-

0,11 
0,09 

0,07 

0.05 

0,03 

0,01 
rf 

rh rin 

i 

норме в гепатоците их отмечается 
лее тысячи. Таким образом, первич-

Рис. 2. Изменение активности кислой фосфат-
азы в первичных культурах гепатоцитов но-
ворожденных крыс при моделировании анок-

сии и метаболической ишемии. 
I — исходная культура; 2 — 20 мии при нормальной 
оксигеиации в растворе Хенкса (рН 7,2—7,4); а — 
20 мин аноксии в растворе Хенкса (рН 7,2—7,4). 4 — 
00 мин аноксии в растворе Хенкса (рН 6,9). Неза-
штрихованные столбики — свободная активность 
кислой фосфатазы, заштрихованные связанная 
активность кислой фосфатазы. По оси ординат ак-
тивность кислой фосфатазы (в мкмоль за I мин на 

1 мг ДИК) . 



ские' изменения в клетках носили бы 
обратимый характер. Поэтому, ис-
пользуя известное свойство живых 
клеток при утрате жизнеспособности 
необратимо прокрашиваться три па но-
вым синим в области ядра [8], мы 
оценивали жизнеспособность культи-
вируемых гепатоцитов по их способ-
ности выводить трипановый синий 
( 0 , 6 % ) при различной продолжитель-
ности аноксии на фоне субстратного 
голодания. Время воздействия от 15 
до 60 мин. Через 60 мин аноксии ге-
патоцитов в растворе Хенкса необра-
тимо прокрашивались трипановым си-
ним 5—6 % клеток, при меньшем вре-
мени воздействия доля окрашенных 
клеток практически не отличалась от 
таковой в контроле (табл. 2). Время, 
равное 1 ч, было выбрано в качестве 
критического и использовалось для 
моделирования экстремальных состоя-
ний, приближенных к метаболической 
ишемии. Принято считать, что в меха-
низме ишемических повреждений важ-
нейшую роль играют лизосомные фер-
менты. При окрашивании гепатоцитов 
акридиновым оранжевым лизосомы 
выявляются в виде округлых структур 
различных размеров, расположенных 
зонально, преимущественно с одной 
стороны ядра. Моделирование анок-
сии не изменяет характер окрашива-
ния. Из данных литературы известно, 
что при разнообразных патологиче-
ских состояниях происходит изменение 
лизосомного аппарата. В частности, 
повышается свободная активность ли-
зосомных ферментов в гомогенатах 
ткани при одновременном снижении 
активности кислых гидролаз во фрак-
ции, обогащенной лизосомами [12]. 

В наших экспериментах в качестве 
маркерного фермента лизосом была 
взята кислая фосфатаза. Об измене-
нии состояния лизосом судили по из-
менению распределения активности 
кислой фосфатазы между фракцией, 
обогащенной лизосомами (связанная 
активность), и цитозольной (свободная 
активность). Результаты эксперимен-
тов Представлены на рис. 2. Ранее 
упоминалось, что аноксия гепатоци-
тов в течение 20 мин не оказывает 
заметного влияния на способность 
клеток выводить 0,6 % трипановый си-
ний, а следовательно, не сказывается 
на их жизнеспособности. Анализ рас-
пределения кислой фосфатазы между 
обогащенной лизосомами и свободной 

фракцией показал заметные измене-
ния в состоянии лизосомного аппара-
та. Замена ростовой среды на раствор 
Хенкса и инкубация клеток в этом 
растворе в течение 20 мин даже при 
нормальной аэрации приводят к зна-
чительному возрастанию (примерно в 
2 раза) свободной (цитозольной) ак-
тивности кислой фосфатазы при не-
большом увеличении связанной актив-
ности фермента. 20-минутная анок-
сия в том же бессубстратном раство-
ре дает практически такие же резуль-
таты. Таким образом, незначительное 
по времени субстратное голодание 
гепатоцитов само по себе вызывает 
резкое изменение состояния лизосом-
ного аппарата. Удлинение срока анок-
сии до 1 ч, когда около 5 % клеток 
теряют свою жизнеспособность, при-
водит к еще большему возрастанию 
свободной активности кислой фосфа-
тазы на фоне незначительных измене-
ний связанной активности фермента. 
Резкое повышение свободной активно-
сти кислой фосфатазы при моделиро-
вании субстратного голодания и анок-
сии на культуре гепатоцитов, вероят-
но, отражает процесс дестабилизации 
мембран лизосом [2]. 

Таким образом, первичная культура 
гепатоцитов новорожденных крыс яв-
ляется удобной системой для модели-
рования аноксии, метаболической ише-
мии и реабилитации, предоставляет 
экспериментатору широкие возможно-
сти для варьирования отдельными 
звеньями компенсаторной реакции 
клеток на внешнее воздействие, позво-
ляет оценить функциональные спо-
собности клеток в экстремальных 
условиях. 
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A PRIMARY C U L T U R E O F HEPATOCYTES 
FROM NEW BORN RATS IS A S U I T A B L E 
SYSTEM FOR SIMULATION O F ANOXIA 

AND " M E T A B O L I C ISCHEMY" 

Т. M. Goncharenko, S. E. Nikulina, O. Yu. Kry-
lova, N. S. Stvolinskaya, E. D. Polyakova, 

B. F. Korovkin 

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

A pr imary cul ture of hepatocytes from new 
born rats was used as an experimental model 
sui table for s tudies of the cell lysosomal appa-
ra tus and of molecular mechanisms involv ing 
cyclic nucleotides for init iation of lysosomal 
response to extremal condit ions. Subs t r a t e de-
ficiency and anoxia of the cult ivated hepatocy-
tes were found to cause distinct a l te ra t ions in 
the s ta te of lysosomal appa ra tu s accompanied 
by an increase in free activity of acid phos-
phatase. 

В. H. Гончарова, M. С. Морозова, Л. Г. Разина, Т. М. Астахова, 
И. А. Мануйлова 

ВЛИЯНИЕ СИНТЕТИЧЕСКОГО АНАЛОГА П РОСТАГЛАНД И НА Е2 

СУЛЬПРОСТОНА НА АДЕНИЛАТЦИ КЛАЗНУЮ СИСТЕМУ 
В Д Е Ц И Д У А Л Ь Н О Й ТКАНИ ЖЕНЩИН 

Институт экспериментальной эндокринологии и химии гормонов АМН СССР, Всесо-
юзный научно-исследовательский центр охраны здоровья матери и ребенка Минздрава 

СССР, Москва 

Простагландины (ПГ) — биологиче-
ски активные вещества, обладающие 
широким спектром действия. Предпо-
лагается , что они участвуют в разви-
тии ряда патофизиологических со-
стояний и лечебный эффект многих 
фармакологических препаратов свя-
зан с изменением их биосинтеза. К на-
стоящему времени достигнуты боль-
шие успехи в изучении химического 
строения ПГ, а т а к ж е путей и регуля-
ции их биосинтеза, но до сих пор 
остается неизвестным биохимический 
механизм их действия. Д л я большин-
ства тканей показано, что биологиче-
ский эффект П Г группы Е ( П Г Е ) свя-
зан с их влиянием на аденилатциклаз-
пую систему, однако механизм взаи-
модействия ПГ с этой системой пока 
неясен. В последнее время появились 
данные, свидетельствующие о том, что 
П " вызывают гетерологическую десен-
ситизацию аденилатциклазы, что, по 
мнению ряда исследователей [11, 13, 

16, 21], является отражением механиз-
ма модулирующего действия Г1Г на 
активность аденилатциклазы. Десен-
ситизация аденилатциклазы под дейст-
вием ПГ показана для ряда тканей в 
условиях in vi tro |"13, 16, 21], но толь-
ко в одном случае она исследовалась 
в условиях in vivo 1[11]. 

В настоящей работе изучали влия-
ние синтетического аналога П Г Е 2 

сульпростона на активность аденилат-
циклазы в децидуальной ткани жен-
щин при введении его для прерывания 
беременности. Такое исследование по-
зволяло, с одной стороны, изучить 
возможность гетерологической десеи-
ситизации аденилатциклазы под дей-
ствием ПГ в условиях in vivo, а с дру-
гой— подойти к пониманию механиз-
ма абортивного действия ПГ. 

Работа проводилась по заданию и 
при финансовой поддержке ВОЗ. 
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М е т о д и к а 

Децидуальную ткань получали у женщин 
при прерывании беременности при сроке 4— 
5 нед хирургическим путем или с помощью 
синтетического аналога ПГЕ 2 сульпросто-
на (16-фенокси-17,18,19,20-тетранор-простаглан-
дин Е 2 -сульфаниламид) . Сульпростон вводили 
внутримышечно в дозе 0,5 мг 3 раза с интер-
валом 3 ч. Децидуальную ткань забирали не-
медленно после изгнания плодного яйца. Из-
влеченную децидуальную ткань быстро отмы-
вали в физиологическом растворе и подсуши-
вали па фильтровальной бумаге. Часть ткани 
немедленно замораживали в жидком азоте и 
определяли в ней содержание цАМФ [12]. 
Другую часть ткани помещали в охлажденный 
физиологический раствор и использовали для 
определения активности аденилатциклазы и 
фосфодиэстеразы. 

Содержание в ткани цАМФ определяли с 
использованием наборов фирмы «Amersham» 
(Англия) . 

Активность аденилатциклазы измеряли во 
фракции грубых мембран, полученных путем 
последовательного центрифугирования при 
3000 и 10 000 об/мин [20]. Осадок мембран ре-
суспендировали в буфере (рН 7,5), содержащем 
50 мМ трис-HCl, 5 мМ M g S 0 4 и 0,5 мМ 1-ме-
тил-3-изобутилметилксаитина. Реакцию начина-
ли добавлением 10 мкл суспензии мембран 
(20—30 мкг белка) к 110 мкл буфера указан-
ного выше состава с добавлением 1 мМ ди-
тиотреитола, 1 мг/мл бычьего сывороточного 
альбумина и 4 мМ АТФ (динатриевая соль) . 
Форсколин (60 мМ) и N a F (10 мМ) раство-
ряли в буфере и добавляли в пробы непосред-
ственно перед началом инкубации. Инкубацию 
проводили при 37 °С в течение 10 мин. Реак-
цию останавливали добавлением в пробы 
100 мкл 0,2 н. НС1. В контрольные пробы НС1 

добавляли перед началом инкубации. По окон-
чании инкубации все пробы кипятили на водя-
пой бане в течение 10 мин для гидролиза из-
бытка АТФ и освобождения от НС1. После 
упаривания проб под вакуумом в сухих остат-
ках определяли содержание цАМФ | 1 2 | . Ак-
тивность аденилатциклазы выражали в пико-
молях за 1 мин на 1 мг белка. 

Активность фосфодиэстеразы [2] определя-
ли в гомогенате ткани, приготовленном в бу-
фере (рН 8,0), содержащем 40 мМ трис-НС1 
и 4 мМ дитиотреитола. Реакцию начинали до-
бавлением 10 мкл гомогеиата (10—15 мкг бел-
ка) к 30 мкл среды, содержавшей 40 мМ трис-
HCl, 20 мМ MgCl2 , 0,1 мкКи 3 Н-цАМФ и 
1 мМ аденозина (для подавления активности 
5 ' -нуклеотидазы) . Д л я выявления активности 
фосфодиэстеразы как низкого, так и высокого 
сродства добавляли соответственно высокую 
(40 мМ) и низкую (0,4 мМ) концентрацию 
цАМФ. Инкубацию проводили при 30 °С в те-
чение 5 мин. В контрольных пробах инкубиро-
вали предварительно прокипяченную ткань. 
По окончании инкубации пробы немедленно 
замораживали в жидком азоте, а затем кипя-
тили в течение 3 мин. Аликвоты инкубацион-
ной среды хроматографировали на силуфоло-
вых пластинках УФ-254 в системе изо-пропа-
нол — аммиак — вода ( 7 : 1 : 2 ) . Предвари-
тельно на пластинки наносили смесь 5'-АМФ 
и аденозина, положение которых на хромато-
грамме выявляли затем под УФ-светом. Пят-
на 5 ' -АМФ и аденозина объединяли, элюиро-
вали водой, добавляли к элюату жидкость 

Брея и просчитывали радиоактивность па 
сцинтилляционном счетчике «Mark-П» (США) . 
По количеству суммарной радиоактивности, 
включенной в 5 ' -АМФ и аденозин, рассчиты-
вали процент сывороточного альбумина и 
4 мМ АТФ (динатриевая соль). Форсколин 
(60 мМ) и NaF (10 мМ) растворяли в буфере 
и добавляли в пробы непосредственно перед 
началом инкубации. Инкубацию проводили 
при 37 °С в течение 10 мим. Реакцию останав-
ливали добавлением в пробы 100 мкл 
0,2 н. НС1. В контрольные пробы НС1 добав-
ляли перед началом инкубации. По оконча-
нии инкубации все пробы кипятили на водя-
ной бане в течение 10 мин для гидролиза из-
бытка АТФ и освобождения от НС1. После 
упаривания проб под вакуумом в сухих 
остатках определяли содержание цАМФ (12). 
Активность аденилатциклазы выражали в пи-
комолях за 1 мин на 1 мг белка. 

Активность фосфодиэстеразы [2] определя-
ли в гомогенате ткани, приготовленном в бу-
фере (рН 8,0), содержащем 40 мМ трис-HCf 
п 4 мМ дитиотреитола. Реакцию начинали 
добавлением 10 мкл гомогеиата (10—15 мкг 
белка) к 30 мкл среды, содержавшей 40 мМ 
трис-HCl, 20 мМ MgCl2 , 0,1 мкКи 3 Н-цАМФ 
и 1 мМ аденозина (для подавления активно-
сти 5 ' -нуклеотидазы) . Д л я выявления актив-
ности фосфодиэстеразы как низкого, так и вы-
сокого сродства добавляли соответственно вы-
сокую (40 мМ) и низкую (0,4 мМ) концент-
рацию цАМФ. Инкубацию проводили при 
30°С в течение 5 мин. В контрольных пробах 
инкубировали предварительно прокипяченную 
ткань. По окончании инкубации пробы немед-
ленно замораживали в жидком азоте, а затем 
кипятили в течение 3 мин. Аликвоты инкуба-
ционной среды хроматографировали на силу-
фоловых пластинках УФ-254 в системе изо-
пропанол — аммиак — вода ( 7 : 1 2 ) . Предва-
рительно на пластинки наносили смесь 
5 ' -АМФ и аденозина, положение которых на 
хроматограмме выявляли затем под УФ-све-
том. Пятна 5 ' -АМФ и аденозина объединяли, 
элюировали водой, добавляли к элюату жид-
гость Брея и просчитывали радиоактивность 
на сцинтилляционном счетчике «Mark II» 
(США). По количеству суммарной радиоак-
тивности, включенной в 5 ' -АМФ и аденозин, 
рассчитывали процент превращения 3Н-цАМФ. 
Активность фосфодистеразы выражали в пи-
комолях цАМФ за 1 мин на 1 мг белка. 

Белок определяли методом Бредфорд |5 | 
с помощью наборов фирмы «Bio—Rad» 
( Ф Р Г ) . В работе использовали следующие 
реактивы: супьпростон («Shering», Ф Р Г ) ; 
трис-HCl, дитиотреитол, АТФ, бычий сыворо-
точный альбумин (все — фирмы «Sigma», 
С Ш А ) ; 1 -метил-3-изобутилксантии и форско-
лин («Calbichem-Behring», Швейцария) ; 
5 '-АМФ, аденозин («Reanal», В Н Р ) . Все 
остальные реактивы — отечественного произ-
водства классификации ос. ч. или ч. д. а. 

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

Как видно из таблицы, после вве-
д е н и я с у л ь п р о с т о н а с о д е р ж а н и е ц А М Ф 
в децидуальной ткани женщин снижа-
лось почти в 4 раза, однако актив-
ность фосфодиэстеразы при этом не 
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Влияние введения сульпростона на содержание цАМФ, активность аденилатциклазы и фосфодиэсте-
разы в децидуальной ткани женщин ( М ± т ) 

Условия определения цАМФ, ммоль 
на 1 мг белка 

Аденилатциклаза Фосфодиэстераза 

пмоль/мин на 1 мг белка 

1троль 

ьпростои 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число определений. 

Ко 

Су; 

Р 

П р и м е м 

изменялась. Следует отметить, что в 
таблице приведены данные, получен-
ные при высокой концентрации цАМФ 
(40 М М ) , но и при низкой концентра-
ции субстрата (0,4 мМ) мы не обна-
ружили изменения активности фосфо-
диэстеразы (результаты не приводят-
ся) . Эти данные позволяют считать, 
что снижение содержания цАМФ при 
введении сульпростона нельзя отне-
сти за счет повышенного распада 
цАМФ. В то же время активность аде-
нилатциклазы при введении сульпро-
стона снижалась в 3 раза, и это сни-
жение наряду с данными по фосфоди-
эст|еразе позволяет предположить, что 
падение уровня цАМФ при введении 
сульпростона связано с уменьшением 
его синтеза. 

Известно, что аденилатциклаза со-
стоит из двух компонентов: G-белка и 
каталитической субъединицы. Чтобы 
выяснить, с каким компонентом свя-
зано изменение активности аденил-
атциклазы при введении сульпростона, 
мы исследовали ее максимальный от-
вет] на стимуляторы — NaF и форско-
лин, первый из которых действует не-
посредственно на G-белок [4, 18], 
а второй—непосредственно на ката-
литическую субъединицу [6]. Как вид-
но на рисунке, после введения суль-
простона ответ аденилатциклазы на 
NaF был снижен в 3 раза , что указы-
вает на уменьшение количества или 
а кт и в и ости G - бел к а. Максимальный 
от вех аден и л а т ц и к л а з ы н а ф о р с к о л и н 
т а к ж е был резко снижен (в 4,5 р а з а ) . 
На первый взгляд снижение ответа на 
форсколин может говорить об умень-
шении количества или активности ка-
та л ити ческой субъединицы аденилат-
циклазы. Но, поскольку известно, что 
для проявления м а к с и м а льной актив-
ности форсколина необходимо присут-
ствие G-белка [3, 7, 9] , найденное 

3 7 7 , 7 ± 5 5 , 9 
(п— 12) 

9 5 , 8 ± 18 ,3 
( я - 1 3 ) 
<0,001 

143 ,7=Ь22 ,7 
(п 12) 

5 3 , 7 ± 7 , 7 
(п— 13) 

<0,001 

1 7 6 , 9 ± 15,4 
(п- 12) 

1 8 9 , 2 ± 2 3 . 0 
( л = 12) 
> 0 , 0 5 

нами уменьшение ответа на форсколин 
может быть связано с изменением ак-
тивности или количества одного G-бел-
ка или G-белка и каталитической 
субъединицы. 

Известно, что в большинстве тка-
ней, в том числе в децидуальной [11, 
12], при кратковременном воздействии 
в условиях in vi t ro ПГ группы Е вы-
зывают не снижение, а повышение ак-
тивности аденилатциклазы. Следова-
тельно, обнаруженное нами снижение 
активности аденилатциклазы связано 
с каким-то изменением фермента, ко-
торое возникает в результате относи-
тельно продолжительного воздействия 
сульпростона и сохраняется после вы-
деления мембран. Наиболее вероят-
н ы м о бъ я с н ен и е м о б н а р у ж е н н о го из-
менения является, на наш взгляд, раз-
витие гетерологической десенситиза-
ции аденилатциклазы под действием 
сульпростона. Наши данные имеют 
много общего с результатами, полу-
ченными в аналогичных условиях на 
гепатоцитах крыс [11]. После подкож-
ного введения крысам синтетического 
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Активность аденилатциклазы децидуаль 11 о й 
ткани при действии N a F и форсколина при 
хирургическом аборте (а) и аборте, вызван-

ном сульпростоном (б). 
I -контроль. 2— NaF: 3 — форсколин. По оси орди 
нат: активность аденилатциклазы (в пмоль/мин на 

1 мг белка). 
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аналбга ПГЕг 16,16-диметил-проста-
глаидина Е2 (3 раза с 3-часовыми ин-
тервалами) в мембранах печени были 
снижены базальная активность аде-
нилатциклаза и ее ответ на NaF, гуа-
нил-5'-ил-имидодифосфат и форсколин. 
Более того, экстракты из мембран ге-
патоцитов обладали пониженной спо-
собностью активировать каталитиче-
скую субъединицу в мембранах му-
тантных сус -клеток лимфомы S49, 
лишенных G-белка. Эти данные ука-
зывали на уменьшение активности или 
количества G-белка в мембранах пе-
чени, об этом же свидетельствовало 
уменьшение степени АДФ-рибозили-
рования мембран в присутствии хо-
лерного токсина. Аналогичные резуль-
таты были получены на культуре фиб-
робластов [16]. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что десеиситизация, 
вызываемая ПГ группы Е, если не 
полностью, то в значительной степени, 
связана с изменением активности или 
количества G-белка. Что происходит 
при этом с G-белком, пока неизвестно. 
В последнее время появляются сведе-
ния о том, что G-белки могут подвер-
гаться фосфорилированию, в резуль-
тате чего изменяется их активность 
[8, 17]. Возможно, именно этот про-
цесс приводит к изменению активно-
сти G-белка в децидуальной ткани 
при введении сульпростона. 

Следует рассмотреть еще один воз-
можный механизм снижения активно-
сти аденилатциклазы — активацию 
ингибирующего G-белка. Ингибирую-
щий G-белок обнаружен наряду со 
стимулирующим G-белком во многих 
тканях, в связи с чем высказывается 
предположение [15], что он модулиру-
ет активность аденилатциклазы. При-
сутствие ингибирующего G-белка в 
децидуальной ткани пока не показа-
но, поэтому вопрос о возможном его 
участии в снижении активности аде-
нилатциклазы при введении сульпро-
стона остается открытым. 

Таким образом, полученные нами 
данные свидетельствуют о том, что ПГ 
группы Е при относительно длитель-
ном воздействии в условиях in vivo 
вызывают десенситизацию аденилат-
циклазы в децидуальной ткани, что 
приводит к снижению уровня цАМФ. 
Поскольку цАМФ является мощным 
р егу л я то ром в н утри к л ето ч ных процес-
сов, можно предположить, что это 
действие ПГ лежит в основе многих 

их фармакологических эффектов, в 
том числе в основе их абортивного 
действия. Jlo-видимому, этот эффект 
является отражением механизма дей-
ствия эндогенных ПГ. На такую воз-
можность указывают данные, свиде-
тельствующие о том, что при спонтан-
ном аборте в децидуальной ткани рез-
ко снижается содержание цАМФ [1]. 
В то же время имеются сведения 
[14], показывающие, что при спонтан-
ном аборте в децидуальной ткани рез-
ко повышается содержание ПГ. Мож-
но предположить, что снижение уров-
ня цАМФ в децидуальной ткани при 
спонтанном аборте происходит под 
действием эндогенных ПГ и этот эф-
фект связан с десенситизацией аде-
нилатциклазы. 
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E F F E C T O F SYNTHETIC ANALOGUE O F 
P R O S T A G L A N D I N E2 ON T H E ADENYLATE 

C Y C L A S E SYSTEM O F DECIDUAL T I S S U E 
O F WOMEN 

V. N. Goncharova, M. S. Morozova, L. G. Ra-
zina, Т. M. Astakhova, J. A. Manuilova 

Ins t i tu te of Exper imental Endocr ino logy and 
Hormone Chemistry, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, All-Union Centre for 
Protect ion of Motherhood and Cildhood Heal th, 

Minis t ry of Public Heal th of the USSR, Mos-
cow i 

Activities of adenyla te cyclase and phospho-
dies terase were studied in decidual t issue of 
women, p regnancy of which was interrupted 
within the first term by means of synthet ic ana-
logue of p ros tag land in E2 su lpros tone; deci-
dual t issue obtained a f te r surgical abor t ion 
surved as a control . Content of cAMP in deci-
dual t issue was decreased 4-fold af ter adminis-
t rat ion of sulprostone. At the same time, acti-
vity od adenyla te cyclase was decreased 2-3-
fold, while activity of phosphodies terase was 
unal tered. These data sugges t that the decrease 
in cAMP concentra t ion occurred as a result of 
inhibition of its synthesis . After adminis t ra t ion 
of su lpros tone the adenyla te cyclase activity 
was decreased 3- and 4.5-fold in response to 
specific s t imula to rs N a F and forskoline, respec-
tively, thus indicat ing that content and activity 
of G protein, and apparen t ly of catalyt ic sub-
units, were decreased. Long-term effect of 
p ros t ag land ins on decidual t issue appears to 
cause a heterologous desensi t iza t ion of adeny-
late cyclase and this phenomenon is responsi-
ble for pharmacologic action of p ros tag land ins . 

Q КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

.УДК 61 6.517-07:61 в. 155.1 -008.6:546.41]-092-07 

13. В. Петруняка, М. С. Гончаренко, А. К- Кондакова, И. И. Мавров 

ИЗУЧЕНИЕ ПРОНИЦАЕМОСТИ ДЛЯ 4бСа И АКТИВНОСТИ 
Са-АI Фазы МЕМБРАН ЭРИТРОЦИТОВ ВОЛЬНЫХ ПСОРИАЗОМ 

Институт биологической физики АН СССР, г. Пущино, Н И И дерматологии и венероло-
гии Минздрава УССР, Харьков 

Как известно, ионы Са 2+ являются 
универсальными внутриклеточными по-
средниками-регуляторами [26, 27]. Ре-
гуляторная функция этих ионов обес-
печивается согласованным взаимодей-
ствием систем мембранного транспорта 
Саг+ — кальциевых помп и управляе-
мые рецептороперируемых и потенци-
алЗависимых кальциевых каналов [26, 
27] 1акопленные экспериментальные 
данные показывают, что любое нару-
шение мембранного транспорта Са 2+ 
вызывает искажение регул яторной 
функции этих ионов с множественными 
патологическими последствиями [10]. 
Эти последствия включают изменения 
пролиферации, дифференцировки, фун-
кциональной активности зрелых кле-
ток, их автол ит и чес кой гибели [10, 21, 
30]. Они обусловлены широким уча-
стием ионов Са 2+ в регуляции основ-
ных жизненных этапов клеток [21, 26, 
27] . Эти данные привели к заключе-
ний, что в основе патогенеза многих 
заболеваний человека л е ж а т наруше-
ния механизмов мембранного транс-
порта Са2+. Такое предположение уже 

нашло ряд подтверждений для некото-
рых случаев экспериментальной и кли-
нической патологии, в частности для 
гипертонии [13], атеросклероза [32], 
астмы [28], нефрокальциноза [17] и 
других моделируемых или встречаемых 
у животных заболеваний. Усиленная 
пролиферация, искаженная дифферен-
цировка и преждевременная гибель 
клеток при псориазе [7] позволяют 
полагать также , что в основе патогене-
за этого заболевания может л е ж а т ь 
нарушение мембранного транспорта и 
регуляторной функции ионов Са 2+ в 
клетках эпидермиса. Это предположе-
ние согласуется с экспериментальны-
ми данными о действии кальция на 
дифференцировку и пролиферацию 
клеток эпидермиса в условиях культу-
ры тканей [17, 25] . Повышенное со-
держание кальция в коже при псориа-
зе известно давно [8], но недавно на-
ми было показано, что при этом забо-
левании изменяются показатели каль-
циевого обмена целого организма [9]. 
Н а б л ю д а е м ы е при этом изменения в 
составе плазмы крови и в метаболизме 
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эритроцитов, включая энергетический 
обмен, транспорт одновалентных ионов 
через мембраны, химический состав 
мембран [1—4, 6], свидетельствуют о 
системном характере патологии и кос-
венно указывают на возможность на-
рушения регуляторной функции ионов 
Са2+ в качестве общей причины этих 
разнообразных изменений. Показан-
ный нами лечебный эффект блокатора 
кальциевых каналов — верапамила 
[5], который, как известно, в той или 
иной степени подавляет вход кальция 
в клетки разных тканей [10, 29], под-
тверждал, что в основе патогенеза псо-
риаза может лежать такое нарушение 
мембранного транспорта Са2+, при ко-
тором базальная концентрация этих 
ионов в цитозоле разных типов клеток 
повышена. Повышение базальной кон-
центрации С а 2 + в цитозоле в свою оче-
редь может быть обусловлено либо по-
вышением проницаемости плазматиче-
ских мембран для кальция, либо сни-
жением активности кальциевых помп 
[10]. С целью оценки обоснованного 
данного предположения мы провели 
сравнительное исследование активно-
сти Са-траиспортирующей АТФазы и 
проницаемости для С а 2 + мембран эри-
троцитов, полученных из крови прак-
тически здоровых людей и больных 
псориазом. 

М е т о д и к а 

Эритроциты получали из венозной гепари-
низированной крови, взятой утром натощак 
для клинико-биохимичеекого исследования. Об-
следуемые группы состояли из 45 больных псо-
риазом в прогрессирующей стадии заболева-
ния и 70 практически здоровых людей одной 
возрастной категории. 

Активность Са-АТФазы определяли в иеот-
мытых от эндогенных регуляторов мембранах 
эритроцитов [11, 12]. Д л я этой цели 0,5 мл 
крови смешивали с 2 мл среды А и осаждали 
эритроциты центрифугированием при 2000 g 

в течение 10 мин. Осадок ресуспендировали в 
3 мл той же среды и д в а ж д ы отмывали от 
элементов белой крови переосаждением. Сре-
да А содержала 130 мМ К С1, 0,25 мМ MgCl2 
и 10 мМ трис-НС1-буфера рН 7,4. Отмытые 
эритроциты разводили до 10 % гематокрита в 
среде Б, содержащей 130 мМ КС1, 5 мМ цит-
рата и 1,65 мМ MgCl 2 или 10 мМ цитрата м 
2,95 мМ MgCl2 , 20 мМ трис-HCl рН 7,4 при 
37 °С. К суспензии эритроцитов добавляли 
0,04 % сапонина, запускали реакцию добавле-
нием равного объема среды инкубации, со-
держащей АТФ, и помещали в термостат во-
дяной с качалкой на 10—20 мин. Икубацию 
проводили при 37°С и останавливали реакцию 
добавлением равного объема холодного 10 % 
раствора ТХУ. После осаждения белка в над-
осадке определяли концентрацию неорганиче-
ского фосфата [23]. Активность Са-АТФазы 
определяли вычитанием из общей АТФазиой 
активности Са-независимой активности, опре-
деляемой в среде без кальция с 1 мМ ЭГТА. 

Среды инкубации готовили на основе среды 
Б, к которой добавляли с учетом конечного 
разведения АТФ, кальций и/или ЭГТА. Д л я 
получения кривых зависимости активности 
Са-АТФазы от концентрации Са2+ использо-
вали конечную концентрацию АТФ I мМ, 
ЭГТА — 1 мМ, цитрата — 5 мМ, MgCl 2 -
1,65 мМ и соответствующие концентрации 
СаС12 (табл. 1). Цитрат использовали в ка-
честве Са—Mg-буфера , позволяющего зада-
вать концентрации ионов Са2+ с достаточной 
точностью в области 1—60 мкМ, где ЭГТА 
уже не обладает буферной емкостью при 
рН 7,4. Заданные концентрации ионов С а 2 + 

для каждой точки кривой получали смешива-
нием в соответствующих пропорциях 2 сред: 
среды с 1 мМ ЭГТА и среды с 1 мМ ЭГТА и 
2032 мкМ СаС12 (60 мкМ Са 2+) после дове-
дения рН в каждой из смешиваемых сред при 
37°С. Д л я определения максимальной актив-
ности Са-АТФазы концентрацию С а 2 + з адава -
ли только цитратом и среда содержала 10 мМ 
цитрата, 2,9 мМ MgCl 2 и 181 мкМ СаС12 
(4 мкМ Са24"). Во всех средах концентрация 
ионов M g 2 + составляла около 50 мкМ и 
Mg-АТФ — 350 мкМ. Оптимальная концент-
рация Mg2+ была определена эмпирически в 
предварительных экспериментах. При состав-
лении сред учитывали концентрацию магния в 
эритроцитах | 9 | . Соотношения общих концент-
раций СаС12, MgCl2 , АТФ и цитрата при за-
данных концентрациях ионов Са^+ , значениях 
рН и температуры рассчитывали на персональ-
ном компьютере «Искра» по программе, со-

Т а б л и ц а 1 
Содержание общего и ионизированного кальция в средах инкубации, использованных при измерении 

активности Са-АТФазы 

Буфер Содержание ионизированного кальция ( ca 2 t ~) и общего кальция (Са0), мкмоль 

5 мМ цитрат, 1 мМ 
ЭГТА: 
Са2+ 0,1 0 ,3 0,7 1 2 3 4 5 7 10 60 
Сап 632 843 939 968 1020 1053 1081 1108 1158 1230 2032 

10 мМ цитрат: 
Са0 45 91 136 181 225 313 4 4 2 1800 

П р и м.е ч а и и е. Каждая среда содержала 50 мкМ Mg 2 + ионизированного; при 5 мМ цитрата-
добавляли 1,65 мМ MgCl2 , а при 10 мМ цитрата — 2,95 мМ MgCl2. 
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ставленной на основе [15], с введенными кон-
стантами диссоциации цитрата и его солей 
[ 141 и коэффициента температурной зависи-
мости констант стабильности Са — ЭГТА 
комплексов [16]. 

Накопление кальция в эритроцитах опреде-
ляли в условиях ингибирования Са-АТФазы 
ваиадатом натрия |19, 20, 31]. Эритроциты 
осаждали из 0,5 мл крови, смешанной с 3 мл 
среды В, и д в а ж д ы промывали переосажде-
инем в той же среде. Среда В содержала 
140 мМ NaCl, 5 мМ КС1, 0,05 мМ MgCl2 , 

мМ СаС12 и 10 мМ трис-HCl рН 7,4 при 
37°С. 75 мкл плотноупаковаииых эритроци-
тов переносили в 200 мкл среды В с 0,5 мМ 
ваиадатом натрия и преиикубировали при 
37 °С 20—25 мим (за это время происходило 
полное ингибирование Са-АТФазы) . Затем 
к суспензии добавляли 40 мкл среды В с 
45Са. Конечная концентрация метки составля-
ла 10 мкКи/мл. В этой среде эритроциты инку-
бировали в водяном термостате с вибратором 
при 37 °С 60 мин [19, 20, 31]. После инкуба-
ции эритроциты заливали 300 мкл холодной 
среды без метки и осаждали центрифугирова-
нием 1 мин при 15 000 об/ми и на центрифуге 
«IflSC Туре 310» ( П Н Р ) . Затем эритроциты 
ресуспеидировали и промывали переосажде-
пНем в 900 мкл той же среды и 1 раз в среде 
с добавлением 200 мкМ ЬаСЬ. Осадок эритро-
цитов растворяли в 125 мкл 0 , 2 5 % раствора 
тритона Х-100 и переносили на бумажные 
фильтры. Фильтры высушивали при 75 °С, 
помещали во флаконы с толуольным сцинтил-
лятором и просчитывали их радиоактивность 
и^ сцинтилляционном счетчике SL-4000 (Фран-
ция) . Удельную активность рассчитывали с 
учетом снижения эффективности счета в при-
сутствии растворенных эритроцитов (в 1,7 ра-
за) и потери клеток при промывках (в 
1,2 ра за ) . 

Статистическую обработку проводили по 
Стыоденту. 

В работе использовали соли марки о. с. ч., 
трис, ЭГТА фирмы «Serva» ( Ф Р Г ) , АТФ фир-
мы «Реанал» (Венгрия) и «Sigma» (США), 
сапонин фирмы «Хемапол» (ЧССР) , ИС1 и 
HLSO4 — х. ч., малахитовый зеленый и поли-
виниловый спирт — ч .д . а. Растворы готовили 
па дистиллированной воде, содержащей около 
10 мкМ Са. 

МИ МО ль Р/л мин 

400 

300 

200 

too 

Рис. I. Кривые зависимости активности Са-
АТФазы мембран эритроцитов человека от 

концентрации ионов Са 2+. 
Сплошная линия — норма, пунктир — псориаз. 

человека) обоего пола показало, что 
при отсутствии половых и возрастных 
различий вариабельность индивиду-
альной активности мало различается 
у здоровых и больных. Лишь пример-
но у 18% больных активность была 
больше встречавшейся в норме. 

Измерение скорости пассивного вхо-
да 4 5Са в эритроциты при ингибирова-
нии Са-АТФазы показало, что у боль-
ных псориазом эта скорость достовер-
но ( р с 0 , 0 1 ) выше на 61 %, чем у здо-
ровых (табл. 2) . После хранения об-
разцов крови в течение 1 сут при 4°С 
скорость входа 4 5Са увеличивалась на 
66—69 % как у больных, так и у здо-
ровых, однако достоверные ( р < 0 , 0 5 ) 
различия при этом сохранялись. 

Полученные данные прежде всего 
свидетельствуют о том, что эритроци-
ты больных псориазом не имеют су-
щественных отклонений от нормы по 

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

Определение зависимости активно-
сти Са-АТФазы мембран эритроцитов 
от концентрации С а 2 + в присутствии 
эндогенных регуляторов показало, что 
максимальная активация фермента 
наблюдается в узкой области концент-
раций Са2+ — 2—7 мкМ (рис. 1). Фор-
ма кривых этой зависимости у здоро-
вых и больных не различалась, хотя 
значения активностей варьировали в 
широких пределах (рис. 1, 2) . Измере-
ние максимальной активности Са-
АТФазы при 3—5 мкМ С а 2 + в группе 
здоровых людей в возрасте 22—50 лет 
(54 человека) и в группе больных 
псориазом в возрасте 16—54 лет (34 

% 
зо 

20 

ю 

ж 
200 300 400 

мкмоль Р/л мин 

Рис. 2. Гистограммы индивидуального разбро-
са максимальной активности Са-АТФазы мем-

бран эритроцитов человека. 
Светлые столбики — норма, заштрихованные псо-
риаз. По оси ординат — количество обследованных. 
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Т а б л и ц а 2 

Накопление 45Са эритроцитами здоровых доноров и больных псориазом (мкМ л - ' ч ') 

Норма Псориаз 

Показатель свежие 
эритроциты 

через 24 ч 
хранения 

свежие 
эритроциты 

через 24 ч 
хранения 

Скорость накопления 45Са 
Число обследованных 

Р 

3 , 3 ± 0 , 5 7 
16 

5 , 5 2 ± 2 , 1 4 
12 

5 , 2 3 ± 2 , 7 
11 

< 0 , 0 1 

8,7=Ь4,0 
9 

< 0 , 0 5 

максимальной активности мембранной 
Са-АТФазы, но в условиях ее ингиби-
рования обладают повышенной способ-
ностью накапливать кальций. 

Значение максимальной активности 
Са-АТФазы, измеренной нами в гемо-
лизированных сапонином эритроцитах 
в присутствии эндогенных регуляторов, 
близко к величине, полученной для це-
лых эритроцитов на эндогенном АТФ 
в присутствии Са-ионофора А23187 
[22] , что свидетельствует об адекват-
ности использованного нами метода. 
Наблюдавшийся широкий разброс ин-
дивидуальных значений максимальной 
активности Са-АТФазы как у здоро-
вых, так и у больных людей без види-
мой связи с полом и возрастом, по-ви-
димому, указывает на многофакторную 
регуляцию этого фермента при задан-
ных концентрациях Са2+. Учитывая, 
что такая концентрация Са2+ более 
чем в 10 раз выше имеющейся в ин-
тактных эритроцитах [12] , можно по-
лагать, что измерение максимальной 
активности фермента при столь широ-
ком индивидуальном разбросе не поз-
воляет однозначно решать вопрос о на-
рушениях в работе и регуляции Са-
АТФазы при патологии. 

Полученные скорости накопления 
4 5 Са в эритроцитах здоровых людей в 
присутствии ванадата практически со-
впадают с опубликованными ранее 
(около 4 м к М - л - ^ ч - 1 ) [19, 20, 24, 31] . 
Сам механизм поступления С а 2 + в 
эритроциты до сих пор недостаточно 
изучен, хотя известна его зависимость 
от блокаторов кальциевых каналов, от 
содержания холестерина и его произ-
водных в мембране [19, 20, 24] . Исхо-
дя из этих данных, выявленное нами 
увеличение проницаемости для Са 2 + 
мембран эритроцитов больных псориа-
зом может быть обусловлено повышен-
ным содержанием холестерина, харак-
терным для эритроцитов таких боль-
ных [3, 6 ] . Однако последнее неодно-
значно, так как высокий уровень хо-

лестерина в мембранах или интенсив-
ность его синтеза в клетках может яв-
ляться следствием повышенного входа 
кальция в клетки. 

Повышенная проницаемость мемб-
ран эритроцитов Са 2 + у больных псо-
риазом не может быть обусловлена в 
большинстве случаев увеличением до-
ли ретикулоцитов, так как не наблюда-
лось параллельного повышения актив-
ности Са-АТФазы, характерного для 
таких образцов эритроцитов [33] . 
В соответствии с данными рис. 2 сре-
ди больных псориазом лишь у неболь-
шой группы пациентов с увеличенной 
активностью Са-АТФазы может быть 
повышена доля ретикулоцитов в крови. 
Более вероятным является предполо-
жение о том, что изначально повышен-
ная проницаемость для Са 2 + мембран 
клеток-предшественников искажает 
дифференцировку эритроидных клеток. 

Выявленное повышение проницаемо-
сти мембран для Ca2_f~ у больных псо-
риазом наряду с ранее показанными 
изменениями кальциевого обмена при 
данной патологии [7, 9 | и лечебным 
действием блокаторов кальциевых ка-
налов [5] позволяют полагать, что в 
основе патогенеза псориаза может 
быть системное нарушение мембранно-
го транспорта кальция. По-видимому, 
таким нарушением является повыше-
ние проницаемости при Са 2 + плазмати-
ческих мембран разных типов клеток. 
Выяснение природы этой проницаемо-
сти и причин ее повышения требуют 
дальнейших исследований не только 
мембран эритроцитов, но и других ти-
пов клеток. 
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PERMEABILITY FOR *5Ca AND ACTIVITY 
O F Ca 2 +-ATPase IN ERYTHROCYTE MEM-
BRANES O F PATIENTS WITH P S O R I A S I S 

1/. 1/. Petrunyaka, M. S. Goncharenko, A. K. 
Kondakova, /. /. Mavrov 

Ins t i tu te of Biological Physics, Academy of 
Sciences of the USSR, Puschino, Ins t i tu te of 
Dermato logy and Venerology, Ministry of Pub-

lic Health of the Ukra in ian SSR, Kharkov 

Accumulation of 45Ca in erythrocytes was 
1.6-fold higher in presence of v a n a d a t e in pa-
t ients with psoriasis as compared with heal thy 
persons. This difference was mainta ined within 
24 hrs of the heparinized blood s torage , al-
though penetrat ion of C a 2 + th rough erythrocyte 
membranes was increased by about 67 % both 
in pat ients and in healthy persons. Maximal 
activity of Ca ;2H"-ATPase in erythrocyte membra-
nes, measured in presence of endogenous regu-
lators, was near normal values in the ma jo r i ty 
of the pat ients (15-300 (uM P / L er. min) and 
above normal values — in 18% of the pat ients 
(320-420 [xM P / L er. min) . The da ta obtained 
sugges t that systemic impai rments of mem-
brane t r anspor t of C a 2 + are of impor tance for 
pa thogenes is of psoriasis. 

В предшествующих исследованиях 
ыло показано [1, 6 ] , что в крови 

ф л ь н ы х диабетом людей и животных 
(крыс) присутствует белок альбумино-

вой природы с молекулярной массой 
60 кДа, названный диабетогенным 
фактором ( Д Г Ф ) [4 ] . Он вызывает 
депрессию инсулярного аппарата [7] , 
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а также функционального состояния 
противосвертывающей системы [5, 8 ] . 

Внутривенное введение Д Г Ф здоро-
вым крысам обусловливало возникно-
вение г и п е р г л и ке м и и, сопровождаю-
щейся гиперкоагуляцией крови, о чем 
свидетельствовало снижение уровня 
эндогенного гепарина, а также отсут-
ствие полноценной защитной реакции 
противосвертывающей системы против 
провокации тромбоза у крыс [5] . У ре-
ципиентов препарата Д Г Ф резко сни-
жается концентрация иммунореактив-
ного инсулина в плазме крови и повы-
шается резистентность организма к 
инсулину [9 ] . 

С другой стороны, обнаружено, что 
предварительная инъекция гепарина 
здоровым животным устраняет гипер-
гл и кем ический эффект введенного 
Д Г Ф . In vitro показано блокирующее 
действие гепарина на активность 
ДГФ. Механизм защитного действия 
гепарина обусловлен его комплексооб-
разованием с Д Г Ф [7] . 

Определен аминокислотный состав 
белка ДГФ. Содержание аминокислот-
ных остатков с гидрофобными боко-
выми группами в молекуле Д Г Ф со-
ставляет 3 5 % . Следует отметить пре-
обладание кислых аминокислот ( 2 5 % ) 
[ Ю ] . 

Ранее Д Г Ф из крови больных выде-
ляли, используя традиционные биохи-
мические методы фракционирования с 
применением ультрацентрифугирова-
ния. В настоящей работе предпринята 
попытка выделения Д Г Ф из крови ме-
тодами фракционирования и аффин-
ной хроматографии на гепарин-сефа-
розе. 

М е т о д и к а 

Д л я выделения Д Г Ф использовали кровь 
больных инсулинозависимым диабетом. Кровь 
получали из больницы № 67 при III Москов-
ском медицинском стоматологическом инсти-
туте. 

Д Г Ф выделяли общепринятым методом 
фракционирования до стадии получения аль-
буминовой фракции. Д а л е е проводили аффин-
ную хроматографию на колонке ( 1 X 1 6 см) с 
гепарин-сефарозой 4В (фирма «Farmacia») , 
уравновешенной 0,05 М трис-НС1-буфером при 
рН 7,6 Хроматографию по сродству на гепа-
рин-сефарозе выполняли в градиенте концент-
раций NaCl (0,15; 0,3; 0,7; 1 и 1,5 М) |14] . 
Диск-электрофорез в ПААГ в присутствии до-
децилсульфата натрия проводили по методу 
[13]. Измеряли гомогенность препарата и его 
молекулярную массу. Концентрацию белка в 
элюируемых фракциях с колонки определяли 
спектрофотометрическим методом по поглоще-
нию белка при длине волны 280 и 260 нм [2]. 

В выделенных фракциях измеряли ингиби-
торную активность по отношению к нефермент-
ному фибринолизу на нестабилизированных 
фибриновых пластинах по методу [3]. Актив-
ность выражали в условных единицах — одна 
условная единица активности соответствует 
уменьшению степени лизиса на иестабилизиро-
ванном фибрине на 10 % и повышению уровня 
сахара в крови на 100 мг% [8 | . 

Р е з у л ь т а т ы 

ДГФ, присутствующий в крови боль-
ных инсулинозависимым диабетом (I 
тип), удалось выделить и идентифици-
ровать как индивидуальное соедине-
ние, отличное от других специфических 
диабетогенных метаболитов — глюка-
гона с молекулярной массой 3485 Д а 
[15] , соматотропного гормона с моле-
кулярной массой не более 27 кДа [12] 
и других низкомолекулярных диабето-
генных метаболитов [11] . 

Д л я изучения свойств и функций 
Д Г Ф была проведена очистка этого 
белка с помощью традиционных мето-
дов фракционирования и аффинной 
хроматографии на гепарин-сефарозе. 
Количественна я характеристика эта-
пов очистки Д Г Ф представлена в таб-
лице. 

Хроматографический анализ белков 
альбуминовой фракции с колонки ге-
парин-сефарозы в градиенте концент-
рации NaCl (0,15—1,5 М) показал, что 
свыше 70 % этой фракции плазмы кро-
ви больных не связывается с гепарин-
сефарозой, практически не обнаружен 
белок в градиенте концентраций 0,3; 
0,7 и 1 М NaCl, но установлено присут-
ствие 23,9 % белка, элюируемого в 
градиенте концентрации 1,5 М NaCl. 

При электрофоретическом анализе 
препарата белка, элюируемого при 
1,5 М NaCl, было установлено, что 
этот белок гомогенен и имеет молеку-
лярную массу 6 0 ± 2 кДа. 

В последующем исследовали биоло-
гическую активность полученных бел-
ковых фракций. Методом нестабилизи-
рованных фибриновых пластин было 
установлено, что белок, элюируемый с 
колонки в градиенте концентраций 
1,5 М NaCl, обладает высокой ингиби-
рующей активностью по отношению к 
неферментному фибринолизу. Так, зо-
ны лизиса на иестабилизированиом 
фибрине, полученные после действия 
плазмы крови в присутствии фракций 
белка при 1,5 М NaCl, снижались на 
70—75 % по сравнению с теми же по-
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Очистка ДГФ плазмы крови людей, больных инсулинозависимым диабетом 

Стадия очистки 
Объем 

фракций, 
MJI 

Общий 
белок, 

мг 

Общая 
ингиби -
торная 
актив-

ность, ед. 

Удельная 
активность, 
ед . на 1 мг 

белка 

Выход, 
% 

Степень 
очистки 

1 
2. 

ЯМ Ml 
3. 

в гр 
4. 

с ге 

Плазма 
| Осаждение сернокислым 
|>нием 

Ультрацентрифугирование 
адиенте плотности сахарозы 

Афф и и и а я х р о м ато г р а ф и я 
парин — сефарозой 4 В 

10 

8 

3,4 

2,0 

600 

300 

2,3 

0 ,3 

3 ,3 

3 ,3 

1,0 

1,0 

0 ,005 

0,01 

0,43 

3,3 

100 

100 

33 

33 

1 

2 

86 

660 

казателями, полученными с контроль-
ной плазмой, проинкубированной с со-
ответствующим контрольным буфер-
ным раствором (без препарата белка) . 
Показано, что в процессе очистки пре-
парата Д Г Ф повышается его удель-
ная активность с 0,005 до 3,3 ед. 

Было установлено, что биологиче-
ская активность выделенного из крови 
больных диабетом людей препарата 
Д Г Ф зависела от используемой кон-
центрации. Как видно на рисунке, мак-
симальное ингибирование активности 
неферментного фибринолиза (на 6 0 % ) 
наблюдалось при использовании Д Г Ф 
в концентрации 70 мкг/мл. Минималь-
но действующа я кон центр аци я Д1 Ф 
составляла 10 мкг/мл и снижала уро-
ве \ \ ь нефер м е нт но го ф и б р и н о л и з а н а 
3 0 % . Снижение концентрации препа-
рата Д Г Ф ниже 5 мкг/мл обусловли-
вало отсутствие выраженного биологи-
ческого эффекта. Следовательно, вы-
деленный нами препарат Д Г Ф спосо-
бен проявлять биологическую актив-
ность д а ж е при таких минимальных 
концентрациях, как 10—70 мкг/мл. По-
скольку нами проведено сопоставление 
величин биологической активности пре-
парата в отношении ингибирования не-
фер м ентного ф и б р и но л и з а и по вы ш е-
ния уровня сахара в крови, по-видимо-
му, д а ж е малые дозы препарата Д Г Ф 
(10—70 мкг/мл) способны вызвать уве-
личение уровня глюкозы в крови. 

О б о б щ а я приведенные данные, мо-
жно отметить, что при аффинной очи-
стке ДГФ, проведенной путем выделе-
ния белка по сродству к гепарину, по-
лучен препарат, очищенный в 660 раз. 
Методом электрофореза в ПААГ не 
выявлено диссоциации молекулы Д Г Ф 
на субъединицы. Молекула этого бел-
ка сЬдержит только одну пол и пептид-
ную цепь с молекулярной массой по-
рядка 60 кДа. Следовательно, нет ос-

3 В-сь мед. химии № б 

% 

Зависимость иигибиторной активности Д Г Ф по 
отношению к иеферментному фибринолизу от 

концентрации препарата. 
По оси абсцисс — концентрации ДГФ, мкг/мл; по оси 

ординат — ингибиторная активность, %. 

нований предполагать, что Д Г Ф аль-
бумин является носителем какого-то 
иного активного вещества. 
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ISOLATION AND SOME P H Y S I C O - C H E M I -
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FACTOR FROM BLOOD O F P A T I E N T S WITH 
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M. V. Lomonosov S ta te Universi ty, Moscow 

A preparat ion of d iabetogenic factor was 
purified 660-fold us ing aff in i ty ch roma tography 
on hepar in-Sepharose . Homogene i ty of the pre-
parat ion and its molecular mass (about 
60 kDa) were evaluated in polyacrylamide gel 
electrophoresis. The fraction with high af f in i ty 
to heparin exhibited the highest biological acti-
vity and was eluted by a solution with high 
ionic s t r eng th (1.5 M NaCl) . Biological activity 
of the diabetogenic factor preparat ion correla-
ted with its concentra t ion in blood plasma-
in vitro. 
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Р О Л Ь Д В У Х В А Л Е Н Т Н Ы Х К А Т И О Н О В В Р Е А К Ц И И 
Э Н Д О Н У К Л Е О Л И З А Д Н К РЕСТРИ К ГАЗАМ И 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Рестрикционные эндонуклеазы II 
класса (КФ 3.1.23.Х), о б л а д а ю щ и е вы-
сокой специфичностью в отношении 
узнаваемой и расщепляемой ими пос-
ледовательности нуклеотидов Д Н К , 
представляют собой у д о б н у ю модель 
для изучения белково-нуклеиновых 
взаимодействий. В связи с этим пред-
ставляет интерес исследование меха-
низма действия, каталитических 
свойств, строения рестриктаз, роли 
функциональных групп ферментов, ко-
факторов в катализируемой ими реак-
ции гидролиза Д Н К . 

Ранее мы сообщали [6] о выделении 
и идентификации новых сайтспецифи-
ческих эндонуклеаз P a e l и P a e l l , про-
дуцируемых P s e u d o m o n a s aeruginosa 
и оказавшихся истинными изошизоме-
рами соответственно рестриктаз SphI 
и S m a l . Изучение потребности в кофа-
кторах эндонуклеазы рестрикции 
P a e l l выявило абсолютную зависи-
мость этого фермента от моновалент-
ных катионов [7] . Кроме того, рест-
риктаза P a e l l катализирует расщепле-
ние Д Н К фага X в отсутствие экзоген-
ного M g 2 + . Все это является нетипич-
ным для рестриктаз II класса. Напро-
тив, для проявления активности эндо-
нуклеазы рестрикции P a e l требуются 

двухвалентные катионы, в частности 
ионы Mg2+", активность фермента не 
зависит от одновалентных катионов. 

Целью настоящей работы являлось 
изучение роли двухвалентных катионов 
в реакции эндонуклеолиза Д Н К под 
действием рестриктазы Pae l . 

М е т о д и к а 

Рестриктазу Pael выделяли с помощью 
разработанного нами метода [7]. При опре-
делении активности фермента в качестве суб-
страта использовали Д Н К фага X С1857, по-
лученную, как описано ранее [4]. 

Тестирование рестриктазной активности 
проводили в буферном растворе со средней 
ионной силой [3]. После инкубации в пробы 
добавляли Vio объема смеси, содержавшей 
0,2 % бромфенолового синего, 0,2 М Na2-
ЭДТА (рН 8,0), 1 % додецилсульфата натрия 
и 50 % глицерина. Перед нанесением на гель 
пробы прогревали при 65 °С в течение 5 мин 
и быстро охлаждали в ледяной бане с целью 
диссоциации «липких концов» Д Н К фага X. 

Разделение фрагментов Д Н К осуществля-
ли методом электрофореза в вертикальных 
пластинах 0,8 % агарозного геля в буфере, со-
державшем 40 мМ трис-ацетат (рН 8,3), 
20 мМ ацетата натрия и 2 мМ Ма2-ЭДТА при 
2—3 В/см ширины геля в течение 3—4 ч. Гель 
окрашивали в растворе бромистого этидия 
(1 мкг/мл, 15—20 мин) и фрагменты Д Н К 
выявляли по флюоресценции в ультрафиолете 
при 254 нм. Гель фотографировали при уль-
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рафиолетовом освещении через красный све-
гльт р. 
а единицу активности рестриктазы Pael 
имали минимальное количество фермента 
кл) , которое необходимо для полного рас-
тения 1 м к г Д Н К фага X при 37 °С за 
ин инкубации в стандартных условиях ии-
ци и. 

Г|ри изучении влияния о-фенантролина на 
вность рестриктазы Pael преиикубацию 
1лексона с ферментом проводили в отсут-
е 2-меркаптоэтанола, от которого освобож-

тоф 

rip ИI-
(в !\ 
щеп 
60 i\ 
1<убс 

акт! 
ком 
стви 
д а л г е ь с помощью гель-фильтрации на ко-
лонне с сефадексом G-50. Это было связано 
с тем, что в присутствии восстанавливающих 
соединений ионы С и + 2 и молекулярный кис-
лород образуют Си (I)-комплекс, продуци 
рующин гидроксильные радикалы, что приво-
дит к деградации Д Н К [14]. 

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

Имеющиеся в литературе данные о 
роли двухвалентных катионов в ката-
лизируемой рестриктазами II класса 
реакции эндоиуклеолиза Д Н К носят 
противоречивый характер. С одной 
стороны, показано, что в отсутствие 
ионЬв Mg 2+ (в условиях, когда не про-
исходит расщепления Д Н К ) рестрик-
таза EcoRI образует термодинамиче-
ски и кинетически стабильный сайт-
специфический комплекс с ДНК, за-
держивающийся на нитроцеллюлозных 
фильтрах [10, 13]. С другой стороны, 
на основании данных о взаимодейст-
вии рестриктазы EcoRI с синтетически-
ми олигонуклеотидами полагают [9], 
что специфическое связывание фер-
мента с участками узнавания на моле-
куле Д Н К зависит от ионов Mg2+. 
Роль Mg 2 + в реакции эндоиуклеолиза 
Д Н К под действием рестриктаз может 
заключаться в координировании остат-
ков фосфата в ДНК-расщепляющем 
комплексе [11]. В этом случае можно 
предположить образование тройного 
комплекса типа фермент — металл -
субстрат. Одним из доказательств того, 
что металл выполняет роль мостика, 
соединяющего фермент и субстрат, яв-
ляется продолжительность латентного 
периода инициации реакции каждым 
из компонентов тройного комплекса 
[2]. Для выяснения этого вопроса был 
выполнен ряд экспериментов. 

Рестриктазу Pael инкубировали 
(5 мин, 10 °С) с Д Н К фага X и затем 
добавляли ионы /V\g2+ в оптимальной 
концентрации, либо сначала преинку-
бировали Д Н К с Mg 2 + и затем вноси-
ли оермент, либо последний выдержи-
вали с MgС12, после чего добавляли 
рестриктазу Pael . После внесения тре-
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Рис. 1. Динамика расщепления Д И К фага X 
рестриктазой Pae l . 

Преинкубировали (5 мин. 10°С): а — фермент (2 ел.) 
и ДНК фага Л (1 мкг); б фермент и MgCb 
(10 мМ); в — ДНК и MgClii. Далее в пробы добавляли 
MgCI:» (а), ДНК (б) или фермент (в). Объем сме-
си — 280 мкл. Активность рестриктазы Pael опреде-
ляли в течение 15. 30. 45. 60 с. I. 5. 2, 3. 4. 5. 6, 
7, 8. 9 и 10 мин инкубации при 10 °С (соответственно 
дорожки 1—14), отбирая аликвоты объемом 20 мкл. 

тьего компонента инкубационной сме-
си в течение 10 мин через различные 
промежутки времени отбирали аликво-
ты и останавливали реакцию. 

Проведение инкубации при 10°С 
объясняется тем, что в условиях опти-
мальной для действия фермента тем-
пературы (37 °С) невозможно уловить 
различия в интенсивности (глубине 
расщепления) гидролиза ДНК. 

Установлено, что в случае преинку-
бации эндонуклеазы Pael с Д Н К фага 
X и последующего добавления MgCi2 
реакция гидролиза Д Н К наступает 
практически мгновенно, через 15—30с, 
о чем можно судить по появлению 
фрагментов Д Н К и убыли интактной 
Д Н К (рис. 1). В то же время при ин-
кубации рестриктазы Рае! или Д Н К с 
MgCI2 и последующем добавлении не-
достающего компонента инкубацион-
ной смеси проходит латентный пери-
од в 45—60 с, прежде чем можно на-
блюдать накопление фрагментов 
Д Н К . 

Такой результат указывает, во-пер-
вых, на то, что ионы Mg2+, вероятно, 
не требуются для образования фер-
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Фермент (I ед.) проинкубировали с о-фенантроли-
ном (37 °С. 20 мин) в пробе объемом 60 мкл. после 
чего добавляли ДНК фага А, (1 мкг) и МкС12 
(10 мМ). Инкубацию проводили в течение 1 ч при 
37 °С. Концентрация комилексона в пробах 1, 2, 3, 4, 

и 5 составляла соответственно 1, 2, 2,5, 3 и 4 мМ. 

мент-субстратного комплекса, а свя-
зывание рестриктазы Pael с Д Н К фа-
га X осуществляется в отсутствие ка-
тионов Mg2+, что согласуется с дан-
ными других исследователей [10, 13]. 
Об этом свидетельствует и защитный 
эффект ДНК-субстрата, но не ионов 
M g 2 + в отношении тепловой инактива-
ции фермента. Как было показано на-
ми ранее [5], важную роль в связыва-
нии Д Н К рестриктазой Pael могут 
иметь сульфгидрильные группы. Во-
вторых, быстрое инициирование реак-
ции гидролиза Д Н К ионами Mg2+ 
предполагает дестабилизацию фер-
мент-субстратного комплекса. Послед-
нее согласуется с результатами, полу-
ченными ранее при исследовании 
связывания рестриктазы EcoRII с син-
тетическими ДНК-дуплексами конка-
тамерного типа различной длины, ко-
торые содержали повторяющиеся че-
рез 9 нуклеотидов EcoRII-еайты. Было 
установлено [11], что при образовании 
комплекса фермента с синтетическими 
субстратами в отсутствие Mg2+ значе-
ние К' (характеризует термодинамиче-
скую стабильность комплекса) в 5 
раз выше, чем в среде, содержавшей 
MgCl2 (50 мМ). 

При изучении неспецифического вза-
имодействия эндонуклеазы EcoRI с 
Д Н К также было показано [15], что 
ионы Mg2+ необходимы скорее для ги-

дролиза фосфодиэфирных связей ДНК,, 
чем для связывания ДНК-субстрата . 

Оптимальная концентрация ионов 
Mg2+ для рестриктазы Pael составля-
ет 5—10 мМ. Фермент проявляет ак-
тивность в случае замены M g 2 + на 
Мп 2 + или Са2 + , но не гидролизует 
Д Н К фага X при замене Mg2+ на Cd2"1", 
Си2+ или Ni2+. Рестриктаза Pael ис-
пользует в качестве кофактора ионы 
Zn 2 + и Со2+ в крайне низких концент-
рациях (соответственно 0,0001—0,05 и 
0,005—0,05 мМ). В концентрации вы-
ше 0,1 IMM ионы Zn2+ и Со2+ полно-
стью подавляют активность фермента. 

С целыо изучения роли ионов Zn 2 + 

в реакции эндонуклеолиза Д Н К рест-
риктазой Pael фермент инкубировали 
с о-фенантролином, связывающим ка-
тионы Zn2+. В случае предварительной 
инкубации рестриктазы Pael с о-фе-
нантролином при температуре 37°С 
полная инактивация фермента проис-
ходила при концентрации комплексо-
на, равной 2,0 мМ (рис. 2). 

Проведение преинкубации при тем-
пературе 20°С привело к необходимо-
сти повышения концентрации о-фенап-
тролина для полного подавления ак-
тивности рестриктазы Pael до 3 мМ. 

Таким образом, для функционирова-
ния рестриктазы Pael важное значе-
ние, вероятно, имеют ионы Zn2+, проч-
но встроенные в структуру фермента. 
То, что для угнетения активности ре-
стриктазы Pael при температуре пре-
инкубации 37°С требуются более низ-
кие концентрации о-фенантролина, мо-
жет быть связано с изменением натив-
ной конформации белковой молекулы 
в этих условиях, в результате чего 
ионы Zn2+ становятся более доступны-
ми для связывания с ингибитором. Уг-
нетение о-фенантролином активности 
рестриктазы Pael не обусловлено хе-
латированием ионов Mg2+, поскольку 
ингибирующая концентрация комп-
лексона в инкубационной смеси была 
значительно ниже таковой M g 2 + (соот-
ветственно 2 и 10 мМ). Что касается 
подавления активности фермента вы-
сокими концентрациями ионов Zn2 + , то 
это может быть связано с взаимодей-
ствием ионов металла с тиоловыми 
группами белковой молекулы, что опи-
сано для целого ряда ферментов [2]. 

Известно, что в структуре молекул 
рестриктазы EcoRI, ДНК-пол имераз 
животных, вирусов, бактерий, обрат-
ной транскриптазы, РНК-поли мер азы 
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вирусов, д р о ж ж е й , грибов, Baci l lus 
subt i l i s присутствуют ионы Zn 2 + , вы-
полняющие каталитическую функцию 
[8, 12]. Тот факт, что ионы Zn 2+ необ-

ходимы для функционирования многих 
ферментов, использующих в качестве 
субцтрата или матрицы полииуклеоти-
ды, в том числе и рестриктаз, свиде-
тельствует о возможной роли этого ме-
талла в белково-нуклеиновом узнава-
нии, образовании комплекса Д Н К — 
белфк. 
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ROLE O F TWO-VALENT CATIONS IN ENDO-
N U C L E O L Y S I S O F DNA CATALYZED BY 

R E S T R I C T A S E S 

N. N. Sokolov, A. B. Fitzner, N. V. Anikeycheva, 
N. A. Kovalenko 

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

Electrophoret ic analys is of products obtain-
ed af te r hydrolysis of phage X DNA by means 
of res t r ic tase Рае I was carried out a f te r pre-
incubation of DNA or the enzyme with Mg2+ as 
well as af ter preincubation of DNA s imul tane-
ously with the enzyme and the subsequent addi-
tion of the required components into the experi-
menta l samples . The analys is showed that Mg 2 + 
were apparen t ly not required for the enzyme-
subs t ra te complex format ion and caused destabi-
lization of the complex. Restr ictase Р а е I was 
in active form when M g 2 + was subst i tu ted by 
Mn 2 +, Ca2+, Zn2+ Co2+ but not by Cd2+, Cu 2+ 
or Ni2+. Exper iments with o-phenanthrol ine 
showed tha t Z n 2 + cat ions are of importance in 
cata lyt ic activity of res t r ic tase Рае I. Possible 
funct ions of Zn2+ in protein-nucleic acids re-
cognit ion are discussed. 

<g) в. к. МАЗО, H. Ф. CAMEHKOBA, 1989 

УДК Ь16.153.96-078,916 

В. К. Мазо, H. Ф. Саменкова 

С В Я З Ы В А Н И Е Ж - А Л А Н И Н А И 1251-Д И ИОДТИ РОЗИ НА 
Б Е Л К А М И С Ы В О Р О Т К И КРОВИ В ОПЫТАХ IN VITRO И IN VIVO 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Вопрос о возможном связывании 
свободных аминокислот и коротких 
пептидов с белками сыворотки крови 
представляет особый интерес в связи с 
проблемой количественной оценки вса-
сывания нерасщепленных белков и их 
крупных фрагментов из желудочно-ки-
шечного тракта животных и человека 
[6, 19]. Аномально высокие значения 
всасывания экзогенных изотопно-мече-
ных высокомолекулярных соединений, 
полученные в ряде работ [7, 8, 16, 17], 
объясняются, по-видимому, комплекси-

рованием свободных аминокислот и 
олигопептидов, несущих изотопную 
метку, с сывороточными белками кро-
ви [19] . Тезис о комплексировании сво-
бодных аминокислот с белками сыво-
ротки крови находится, однако, в оп-
ределенном противоречии с представ-
лениями о том, что такое взаимодейст-
в и е в у с л о в и я х , б л и з к и х к ф и з и о л о г и -
ческим, не имеет места [2, 14]. Исклю-
чение составляют триптофан, 75 % мо-
лекул которого связаны в плазме кро-
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ви с сывороточным альбумином [14] , 
а также цистин и цистеин [10, 11 | . 

В данной работе предпринята попыт-
ка количественно оценить связывание 
3 Н-аланина, 1 2 51-дийодтирозина с бел-
ками сыворотки крови эксперимен-
тальных животных (крыс, морских 
свинок) в опытах in vitro и in vivo. 

М е т о д и к а 

В работе использованы следующие пре-
параты: бычий сывороточный альбумин 
(БСА), выпускаемый предприятием по произ-
водству бактерийных препаратов Белорусско-
го НИИ эпидемиологии и микробиологии. 
Препарат не содержит обнаруживаемых 
электрофоретически посторонних примесей, 
состоит из мономера БСА с минорной нри-
месыо димера; ,2б1-дийодтирозин, полученный 
путем введения 1251 в дийодтирозин («Serva», 
ФРГ) [12]; зн-алаиин (ЛМО «Изотоп») -
50 % водно :этаноловый раствор, общая радио-
активность 40 мБк. 

Связывание , 251-дийодтирозина и 3Н-алани-
на с БСА определяли в опытах in vitro. 
К 0,9 мл растворов немеченых дийодтирози-
на (интервал концентраций Ю -4—1()~3М) и 
аланина ( Ю - 3 — 1 0 _ 1 М ) приливали соответст-
венно 10 мкл раствора ,2б1-дийодтирозина 
(0,57 мкКи) и 20 мкл раствора 3Н-аланина 
(1,57 мкКи). Полученные таким образом раст-
воры меченых аминокислот инкубировали в 
течение 60 мин при 30 °С с растворами БСА 
(при объемном соотношении 1 : 1). Концент-
рация раствора БСА при инкубации с раство-
ром 1251-дийодтирозина составляла 10~4М, а 
при инкубации с раствором 3Н-аланина -
1()~3М. Связывание меченых аминокислот 
БСА определяли методом гель-фильтрации, 
используя собственную модификацию методи-
ки, предложенной в работе |18 | . Для этого 
микроколонку (1 мл) заполняли гелем сефа-
декса G-25 («Fine») в физиологическом раст-
воре, затем помещали колонку в центрифуж-
ный стакан и, центрифугируя в течение 60 с 
при 1500 об/мин на центрифуге ОПН-3, уда-
ляли из геля жидкость, заполнявшую свобод-
ный объем колонки. Затем на поверхность 
геля наносили 50 мкл инкубата и 50 мкл фи-
зиологического раствора. В контрольном экс-
перименте на колонку наносили раствор ме-
ченой аминокислоты, не содержащей БСА. 
Концы микроколонок опускали в специальные 
пробирки, помещали в центрифужные стаканы 
и центрифугировали 60 с при 1500 об/мин. 
Определяли радиоактивности растворов в 
пробирках в опытном (А|) и контрольном 
(А2) экспериментах. По величине разности 
Ai— А2, соответствующей радиоактивности, вы-
ходящей в свободном объеме колонки, опре-
деляли связывание 3Н-аланина и ,251-дийодти-
р оз и на с БСА. 

Связывание указанных изотопно-меченых 
аминокислот белками сыворотки крови иссле-
довали также в экспериментах in vivo. Кры-
сам-самцам линии Вистар массой 300—350 г, 
предварительно голодавшим в течение 20 ч, 
внутривенно вводили 0,4—0,5 мл 2,5-10~3М 
раствора 1251-дийодтирозина (14,9 мкКи) или 
3 , 3 . | 0 - 2 М 3Н-лланина (30,8 мкКи). Через 
10 мин после введения аминокислоты кровь 

собирали из нижней полой вены. Беспород-
ным морским свинкам-самцам массой 270— 
340 г внутрисердечно вводили 0,6 мл 2- 10~3М 
раствора 3Н-алаиина (6,1 мкКи). Через 10, 20 
и 30 мин забирали кровь из сердца. 

Для доказательства обратимости связыва-
ния 3Н-аланина и | 251-дийодтирозина с белка-
ми сыворотки крови экспериментальных жи-
вотных эти сыворотки инкубировали с раство-
ром мочевины, концентрация которой в инку-
бате составляла 8 М. Для этого к 1 объему 
сыворотки добавляли 2 объема 12 М мочеви-
ны и оставляли на 12—16 ч при 37 °С [6]. 
На следующий день инкубат подвергали гель-
фильтрации на микроколонках с сефадексом 
G-25, как описано выше. 

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

На первом этапе работы были про-
ведены эксперименты in vitro по оцен-
ке возможного связывания 3 Н-аланина 
и 1 2 51-дийодтирозина Б С Л , являющим-
ся, как известно, универсальным тран-
спортным белком [3, 5 ] . Как видно из 
табл. 1, по мере увеличения концент-
рации аминокислоты в инкубируемой 
смеси при постоянной концентрации 
Б С А имеет место уменьшение связы-
вания аминокислоты по отношению к 
ее исходной концентрации. Одновре-
менно по отношению к Б С А связыва-
ние возрастает, оставаясь, однако, по 
абсолютной величине весьма незначи-
тельным. Так, например, при 75-крат-
ном молярном избытке 3 Н-алаиииа по 
сравнению с Б С А соотношение 3Н-ала-
нинсвяз/БСА все еще меньше 1. При-
ближенный расчет константы ассоциа-
ции аминокислоты и белка (Касс) мо-
жет быть сделан по формуле [3] : 

Сь 
Касс CF (N • Р-Сь) > 

где СI, — концентрация аминокислоты 
в связанной форме; Су — концентра-
ция аминокислоты в свободной форме; 
N — число молекул аминокислоты в 
связанной форме (на 1 молекулу бел-
ка); Р — концентрация белка. 

Рассчитанные таким образом вели-
чины Касс для 3 Н-аланина и 1251-дий-
одтирозина составляют 103 М - 1 , что 
свидетельствует о слабом сродстве 
этих аминокислот к альбумину [ 3 | . 
Полученные данные в определенной 
степени объясняют результаты ранее 
проведенных исследований, в которых 
методом равновесного диализа не уда-
валось получить достоверных доказа-
тельств связывания свободных амино-
кислот с белками плазмы крови (за 
исключением триптофана) [9, 13]. 



Т а б л и ц а 1 

Связывание 3 Н-аланина и 1 2 51-дийодтирозина БСА в опытах in v i t ro 

Исходные 
соотношения 

:а— 1 2 61-
одтирозин 
оль/моль) 

13 
дий 

(м< 

Число 
опытов 

С вязыпаи ие m I -ди йодт и -
розииа , I 

<и s о 

ч Л 
Н Я Ч о к ' о О «Х J5 

A O S 

Число 
ОПЫТОВ 

Связывание 8Н-алаиина 

1:5 
1:15 
1:20 
1:25 
1:30 

0 , 9 2 ± 0 , 1 1 
0 , 9 3 ± 0 , 1 5 
0 , б 7 ± 0 , 1 4 
0 , 6 8 ± 0 , И 
0 , 5 2 ± 0 , 0 7 
0 , 5 9 ± 0 , 0 5 

0,01 
0 ,05 
0,10 
0,14 
0 ,13 
0,18 

1:1 
1:10 
1:20 
1:25 
1:50 
1:75 

2,75=1=0,55 
2,17=1=0,37 
1 , 6 2 ± 0 , 3 0 
1 , 2 4 ± 0 , 2 0 
1,17=±=0,09 
1,11 ± 0 , 2 3 

0 ,03 
0,22 
0,32 
0,31 
0,58 
0 ,83 

П р и м е ч а н и е . 1 — радиоактивность, выходящая в свободном объеме микроколонки (в % 
от радиоактивности инкубата , наносимого на микроколонку) ; 2 — отношение концентрации связан-
ной с БСА аминокислоты к концентрации БСА в инкубате (моль/моль). 

вания 1251-дийодтирозина белками сы-
воротки крови выше, чем 3Ы-аланина. 

Под действием 8 М мочевины имеет 
место диссоциация значительной части 
комплексов белки крови — меченая 
аминокислота, как это было показано 
ранее [6] . В то же время диссоциация 
комплексов 8 М мочевиной не является 
полной, о чем свидетельствуют данные 
табл. 2, отражающие «необратимое» 
связывание метки сывороточными бел-
ками. Мри введении животному 3Н-ала-
нина нельзя исключить возможности 
включения меченой аминокислоты в 
макромолекулы сывороточных белков 
de novo, на что в какой-то мере может 
указывать относительно высокий про-
цент метки (около 3 0 % ) , не диссоци-
ирующей при инкубации сыворотки с 
8 М мочевиной. Как видно из табл. 2, 
соответствующая величина для 12Г,1-
дийодтирозина не превышает 4 % . Су-
щественно более полная диссоциация 
комплексов сывороточные белки — 
1251-дийодтирозии соответствует имею-

Т а б л и ц а 2 
Связывание 3 Н - а л а н и н а и "2Г>I-дийодтирозина белками сыворотки крови экспериментальных живот-

ных и диссоциация образующихся комплексов иод действием 8 М мочевины 

Так, например, слишком большой раз-
брос экспериментальных данных, полу-
ченных в работе [13], не позволил, по-
видимому, обнаружить связывание бел-
ком аминокислот, обладающих к нему 
невысоким сродством. Однако вывод 
об отсутствии комплексообразования 
аминокислот с сывороточными белка-
ми в системе in vitro не может быть 
автоматически перенесен на систему in 
vivo. Об этом свидетельствуют резуль-
таты исследований по связыванию бел-
ками крови 3Н-аланина и 1251-дийодти-
розина при введении этих аминокислот 
морским свинкам и крысам. Как вид-
но на рисунке, в течение первых 10 мин 
имсет место быстрая элиминация 3Н-
аланина из кровотока морских свинок. 
В последующие 20 мин этот процесс 
существенно замедляется. 

В табл. 2 представлены данные о 
связывании in vivo белками крови ме-
ченых аминокислот и о влиянии на об-
разующиеся комплексы 8 М мочевины. 
Согласно этим данным, степень связы-

Вид живот-
ного 

X 
3 я Аминокисло-

Связывание аминокислот через различное время после внутри-
венного введения, мин 

о н ч о О ой 
та 10 20 30 

Я К 
У * 1 2 1 2 1 2 

4 3 И-аланин 3 , 3 ± 0 , 7 1,1 ± 0 , 3 3,1 ± 0 , 4 1 , 1 ± 0 , 3 2 , 5 ± 0 , 4 0 , 8 ± 0 , 2 

3 12б1-дийод-
тирозин 

14,6=1=2,1 0,5=1=0,1 — — — — 

Морркие 
свинки 
Кры(?ы 

o ( t от 
мая 
радий) 

С 1: 

П р и м е ч а н и е. 1 — радиоактивиость, связываемая сывороточными белками крови (в %. 
дей радиоактивности, обнаруживаемой в сыворотки крови); 2 — радиоактивность, связывае-
лвороточными белками крови после инкубации сыворотки с 8 М мочевиной (в % от общей 

активности, обнаруживаемой в сыворотке крови). 
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Элиминация 3 Н-аланииа из кровотока морских 
свинок после его внутрисердечного введения. 
По оси абсцисс — время после введения (в мин); по 
оси ординат радиоактивность в сыворотке крови 
(в % от введенной дозы). /—4--кривые, соответству 

ющие опытам на отдельных животных. 

щимся представлениям о том, что 
1251-днйодтирознн не способен вклю-
чаться в процессы белкового биосинте-
за [12] . 

Таким образом, полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что ос-
новной причиной появления «высоко-
молекулярной» метки в сыворотке кро-
ви экспериментальных животных при 
внутривенном введении 3Н-аланина и 
12б1-дийодтирозина является обрати-
мое связывание этих аминокислот бел-
ками крови. 

Ко л и ч ест ве н и ы е оценки связывания 
указанных меченых аминокислот сыво-
роточными белками, полученные в дан-
ной работе методом гель-фильтрации, 
по-видимому, несколько занижены. 
Это связано с тем, что белки сыворот-
ки постепенно освобождаются от свя-
занных аминокислот вследствие диссо-
циации обратимых комплексов при пе-
ремещении иикубата по колонке, т. е. 
по мере того, как уходят в поры гра-
нул сефадекса не связанные с белком 
аминокислоты [3]. Максимальное сни-
жение диссоциации комплексов в про-
цессе их прохождения через колонку 
достигалось использованием микроко-
лонок, в которых объем геля был ми-
нимальным и в то же время достаточ-
ным для полного разделения комплек-

сов и низкомолекулярных лигандов 
(свободных аминокислот). Представ-

ленные в работе доказательства связы-
вания свободных аминокислот сыворо-
точными белками в определенной мере 
дополняют данные литературы о ком-
плексировании с белками крови гормо-
нов пептидной природы [1, 15]. Это 
позволяет предполагать, что олигопеп-
тиды (как продукты неполного расще-
пления пищевого белка) могут в со-
ставе потока гормонов и других физио-
логически активных веществ поступать 
в кровь из желудочно-кишечного трак-
та [4 | и взаимодействовать с сыворо-
точными белками крови. 
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C o n s i d e r a b l e a m o u n t oi complexes , formed 
a f t e r b i n d i n g of 3 H - a I a n i n e and , 2 5 I -d i iodo ty ro -
s ine wi th blood s e rum pro te ins in vivo and 
in vitro w a s found to d i s soc ia te as a resu l t 

gel f i l t r a t i on on m i c r o c o l u m n s of S e p h a d e x 
of 8 M urea. The p h e n o m e n o n 

cons idered a m o n g possible 
for ove re s t ima t ion of the 

food p ro te ins a n t i g e n s in 

oi 
G-25 in presence 
observed m a y be 
r e a s o n s r e spons ib le 
a d s o r p t i o n ra te of 
g a s t r o i n t e s t i n a l t r ac t of expe r imen ta l an ima l s . 

В. Ф. Нагорная 

ЭЛ ACT A 3 А И ЕЕ И Н Г И Б И Т О Р Ы В П А Т О Г Е Н Е З Е 
Д О Б Р О К А Ч Е С Т В Е Н Н Ы Х О П У Х О Л Е Й Я И Ч Н И К О В 

Одесский медицинский институт им. Н . И. Пирогова 

И з вест 11 о, что ие кото р ы е пр отеазы 
необходимы для осуществления меха-
низмов овуляции [6, 7] . Эта группа 
ферментов в равной степени может 
выполнять как регуляторную [2] , так 
и деструктивную функцию [ 8 | . Высо-
кая биологическая активность, уни-
версальность действия позволяют про-
теазам принимать участие в защит-
ных реакциях, делении и росте клеток, 
злокачественной трансформации, про-
цессах метастазирования [1—5, 9] . 

Целью настоящего исследования 
явилось изучение роли в патогенезе 
до б р ока честве 11 и ы х опухоле й я и ч ни-
ков эластазы и ее ингибиторов: а г 
макроглобулииа, щ-аитихимотрипси-
на, ингибитора трипсина. Известно, 
что ткань яичника, в особенности моз-
говое вещество, богата эластическими 
волокнами. Последние содержат эла-
стин, расщепляющийся под воздейст-
вием эластазы. 

М е т о д и к а 

О б с л е д о в а н о 114 больных с доброкачест -
венными опухолями яичников без признаков 
осложнений (перекрут ножки, р а з р ы в капсу-
лы, нагноение) и 30 практически здоровых 
женщин , составивших контрольную группы. 
Группы были однородными по возрасту (20— 
40 л е т ) . 

У всех больных проведено общеклиниче-
ское и специальное гинекологическое иссле-
довании: тесты функциональной диагностики 
(кольпоцитологическое исследование, базаль -
иая т е м п е р а т у р а , шеечные тесты) , у подав-
л я ю щ е г о большинства — диагностическое выс-
к а б л и в а н и е слизистой матки во второй поло-
вине цикла. У всех больных определяли по-
ловые гормоны. И з обследованных у 46 женщин, 
по / и и н ы м тестов функциональной диагно-
стики и с о д е р ж а н и я половых гормонов во 

II ф а з е цикла , установлен д в у ф а з н ы й менст-
руальный цикл, у 68 — ановуляторный цикл. 
При анализе полученных д а н н ы х дни менст-
руального цикла синхронизировались соответ-
ственно данным ректальной температуры. 
Д е н ь п о д ъ е м а температуры считался 0-м 
днем (у п о д а в л я ю щ е г о большинства боль-
н ы х — 14-й день менструального ц и к л а ) , дни 
1 ф а з ы цикла считались от 0-го со знаком —, 
дни II ф а з ы отсчитывались от 0-го дня со 
знаком + (рис. 1 и 2) . Клиническая картина 
з а б о л е в а н и я х а р а к т е р и з о в а л а с ь полиморф-
ностью проявлений: болевой синдром, нару-
шение менструального цикла, снижение дето-
родной функции. П е р и о д с момента обнару-
ж е н и я опухоли, с о в п а д а ю щ и й с появлением 
первых клинических признаков заболевания , 
до операции у всех больных не п р е в ы ш а л по-
лугода . По гистологическому х а р а к т е р у опу-
холи исследуемая группа распределилась сле-
дующим образом: серозные опухоли — у 65 
(у 58 — гладкостенные, у 7 — п а п и л л я р н ы е ) , 
муцинозные — у 12. Среди обследованных бы-
ли группа ж е н щ и н (37) со зрелыми терато-
мами. Кровь брали у 102 больных на 5—7—9, 
13—15, 19—23-й дни и е ж е д н е в н о у 12 чело-
век. В сыворотке крови определяли актив-
ность э л а с т а з ы и двух ее ингибиторов — ин-
гибитора трипсина и «2-макроглобулина . 
В т к а н я х яинчников определяли эластазу , ин-
гибитор химотрипсина, ингибитор трипсииа. 
Ткани для исследования брали во время опе-
рации из двух точек — капсулы опухоли и 
сохранившейся яичниковой ткани (как прави-
ло, у ворот яичника ) . Д л я исследований так-
ж е использовали ткани 10 яичников молодых 
(до 25 лет) здоровых женщин , погибших в 
а в т о к а т а с т р о ф е или в результате суицида . 
М а т е р и а л поступал из отделения консервации 
тканей при отделении областной судебной 
экспертизы не п о з ж е 4 ч после гибели жен-
щины. П р е д в а р и т е л ь н о в эксперименте на 
крысах было показано , что активность про-
теолитических ферментов в яичниках не из-
меняется в б л и ж а й ш и е б ч после гибели ж и -
вотного. В контрольной группе т к а н ь для ис-
следовании брали тоже из двух точек: по-
верхностно иссекали участок яичника, состоя-
щий преимущественно из белочной оболочки, 
и участок из т о л щ и яичника, представляю-
щий собой мозговое вещество. Преследова -
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to Рис. 1. Активность 
эластазы в сыворотке 
крови у здоровых 
женщин и у больных 
с доброкачественными 
опухолями яичников в 
динамике менструаль-

ного цикла. 
Здесь и на рис. 2: за-
штрихованная часть 
доверительный интервал 
средней арифметической 
в контрольной группе 
(предел надежности 
95 %); сплошная линия — 
больные с овуляторным 
циклом; пунктирная ли-
ния — больные с ано-
вуляториым циклом. По 
оси ординат — актив-
ность эластазы (в 
нкат/л); по оси абсцисс — 

дни цикла. 

I _ J L I I I I I I I I I 1 I 
6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 1718 IS 202122 2324 

I I I I I I l l I I I I I I 
14-13-12-11-10 9-8 -7 -6 5 4 -3 2 1 О >1+2+3+4 ±5+6+7+8+340+11 

лась цель сравнить активность ферментов в 
преимущественно однородных тканях: капсу-
ле опухоли и белочной (преимущественно) 
оболочке здорового яичника и мозгового ве-
щества пораженного и здорового яичника. 

Д л я определения активности эластазы (в 
мкат/л) использована методика Hall (1966), 
а 2 -макроглобулина (в мкат/л) — методика 
Т. А. Кримштейн и В. В. Хвостова, а\-анти-
трипсина (в гТР/л) — методика А. П. Ле-
вицкого (1973). 

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

Активность эластазы в сыворотке 
крови в норме колебалась в пределах 
1 дня у разных женщин незначитель-
но, однако отмечены четкие различия 
между отдельными днями, определяю-
щими фазы менструального цикла. 
Так, для 5, 6, 7, 8, 9-го дня цикла 
средние показатели колебались от 
б , 0 5 ± 0 , 7 (на —6-й день) до 6 , 3 5 ± 
± 0 , 7 8 (на —8-й день) мкат/л. В пе-
риовуляториый период значения сред-
них величин повышаются до 8,28=+= 

± 1 , 3 2 мкат/л на 0-й день цикла. Во 
второй половине цикла отмечается по-
степенное повышение активности фер-
мента, достигающее максимума на 
23-й и 25-й дни цикла, — 7 , 7 5 ± 0 , 3 2 5 и 
8 , 0 5 ± 0 , 3 6 мкат/л (см. рис. 1). Таким 
образом, эластаза обнаруживала два 
максимальных значения (подъема ак-
тивности), соответствующие овуляции 
и 23—25-му дню цикла (периоду рас-
цвета желтого тела или второго подъ-
ема уровня эстрогенов). У больных с 
доброкачественными опухолями яич-
ников констатировано выраженное уг-
нетение активности эластазы в тече-
ние всего менструального цикла с со-
хранением закономерности распреде-
ления активности по фазам цикла, ха-
рактерной для здоровых женщин. Осо-
бенно значительное спижспис актив-
ности эластазы в течение всего цикла 
отмечено у больных с доброкачествен-
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Рис. 2. Активность осг-макроглобулииа в сыворотке крови у здоровых женщин и у 
женщин, больных доброкачественными опухолями яичников в динамике менструаль-

ного цикла. 

ными опухолями яичников с ановуля-
торным циклом. 

Изменения уровня ингибитора эла-
с т а з ы — а2-макроглобулииа в динами-
ке овуляторного цикла были противо-
положны изменениям активности эла-
стазы: наиболее высоким показате-
лем эластазы соответствовали самые 
низкие значения ее ингибитора (см. 
р и с 2 ) . 

У больных с доброкачественными 
опуколями яичников с двуфазпым мен-
струальным циклом отмечена тенден-
ция к повышению уровня а 2-макро-
глобулина в I ф а з е и умеренное его 
повышение во II фазе цикла по срав-
нению с контрольной группой.У боль-
пых с аиовуляториым менструальным 
циклом уровень ингибитора выше, чем 
в контрольной группе. Характерным 
для этой группы больных является 
чередование подъемов и спадов уров-
ня ингибитора в течение всего цикла. 
Обращает па ссбя внимание, что у 
здоровых и больных с доброкачествен-
ными опухолями яичников с овулятор-
пым и аиовуляториым циклом во вто-
рой! половине цикла имеет место «пла-
то», т. е. снижение уровня а2-макро-
глобулина, приходящееся у здоровых 
па 22—25-й день, у больных с̂ овуля-
торным циклом — па 18—23-й день и 
у бфльных с аиовуляториым ц и к л о м -
и а 24—27-й день. Этим дням (у здо-
ровых — 23—25-й день, у больных с 

овуляторным циклом — 2 1 — 2 3 - й день) 
соответствует повышение уровня эла-
стазы. У больных с аиовуляториым 
циклом период наибольшей активно-
сти эластазы (24—27-й день) не сов-
падает с периодом самого низкого 
уровня ингибитора (22—23-й день) . 
Снижение уровня аг-макроглобулина 
у здоровых и у больных с доброкаче-
ственными опухолями яичников с ову-
ляторным циклом начинается за день 
до подъема активности эластазы. 
У больных с аиовуляториым циклом 
снижение уровня ингибитора наступа-
ет позже подъема активности эласта-
зы и не носит столь выраженный ха-
рактер, как у здоровых или больных 
с двуфазным менструальным циклом. 

Динамика уровня второго ингибито-
ра эластазы — ингибитора трипсина у 
здоровых лиц характеризуется досто-
верным по сравнению с предыдущими 
днями снижением его уровня на —1-й 
день с последующим повышением на 
0-й день ( 0 , 8 6 ± 0 , 0 8 ) , отмечается тен-
денция к более высокому уровню ин-
гибитора в I фазе цикла (—6-й день — 
0,93=t0 ,12) , чем во II ( + 6 - Й день — 
0 , 8 8 + 0 , 2 5 ) . Д л я ингибитора трипсина 
не характерны изменения его уровня 
во второй половине цикла, отмечен-
ные для а 2 -макроглобулипа. У боль-
ных с доброкачественными опухолями 
яичников с двуфазным циклом конста-
тирован более высокий уровень ипги-
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ннат/у7 

1сраэа 11 фаза Iфаза Л фаза Iполовина 11 половина /половина 11 пола 
б в вина 

с доброкачественными опу-Рис. 3. Активность эластазы в тканях яичников больных 
холями яичников 

а —- контрольная группа; б — овуляторный цикл; в — ановуляторный цикл. Темные столбики 
преимущественно белочная оболочка яичника у здоровых и капсула опухоли у больных; свет-
лые — вещество яичника у здоровых и сохранившаяся ткань яичника, пораженного доброкачест-

венной опухолью. 

битора трипсина в динамике менстру-
ального цикла, чем у женщин конт-
рольной группы. Так же, как у здоро-
вых, в периовуляторный период отме-
чено снижение по сравнению с I фазой 
цикла уровня ингибитора трипсина до 
0,78=1=0,08 (на 0-й день) , что запазды-
вает на 1 день по сравнению со здоро-
выми. Во II фазе цикла уровень инги-
битора выше, чем в I фазе, особенно 
на + 8 - й и -f-9-й дни (соответственно 
1,57=1=0,08 и 1 , 3 4 ± 0 , 1 8 ) . У больных с 
аиовулярторным менструальным цик-
лом нарушены закономерности рас-
пределения активности ингибитора, 
характерные для здоровых и больных 
с овуляторным менструальным цик-
лом: уровень ингибитора в первой по-
ловине цикла ниже, чем во второй, 
отсутствуют изменения активности в 
середине цикла. 

Изучение активности эластазы в 
тканях яичников (рис. 3) показало, 
что величина ее в поверхностно взя-
той для исследования ткани яичника 
контрольных тканей (преимуществен-
но белочной оболочки) составляет 
0,413=1=0,02 пкат/кг, а в мозговой ча-
с т и — 0,604=t=0,09 икат/г. У больных с 
овуляторным менструальным циклом 
в капсуле опухоли активность фер-

мента в I и II фазах менструального 
цикла одинакова и составляет соответ-
ственно 0,22=1=0,04 и 0,244=0,04 пкат/кг. 
В ткани мозгового вещества сохранив-
шейся части яичника активность фер-
мента во II фазе цикла выше, чем в 
I фазе, и составляет соответственно 
0,2464=0,02 и 0,416=1=0,027 нкат/кг. 
При сравнении полученных результа-
тов в зависимости от морфологиче-
ской структуры опухоли обнаружено, 
что в группе больных с овуляторным 
циклом самая низкая активность фер-
мента отмечена у больных с папил-
лярными опухолями (0,104=fc0,03) по 
сравнению с муцииозными (0,516=1= 
=j=0,02) в мозговом веществе во II фа-
зе цикла. Активность фермента у 
больных с ановуляториым циклом в 
тканях папиллярных ( 0 , 3 1 8 + 0 , 0 6 ) и 
муципозных (0,324=0,15) опухолей до-
стоверно ниже ( р < 0 , 0 0 1 ) , чем в тка-
нях серозных гладкостенных опухолей 
(0,43=1=0,09). У больных со зрелыми 
тератомами активность эластазы сни-
жена незначительно (0,505=1=0,12) по 
сравнению с контрольными тканями. 
В других тканях (капсула и мозговое 
вещество при овулнторном цикле и 
капсула при аповуляторном цикле) не 
отличаются от контрольных тканей. 
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еделах 3 ,34+0 ,17 в мозговом веще-
ве и 5 ,71+0 ,28 в белочной оболоч-

Ингибитор трипсина у подавляюще-
го числа больных в тканях яичников 
не определяется, в то время как в кон-
трольных тканях он определяется в 
л р 
с т 
ке. 

Сравнение активности эластазы в 
т к а н я х и сыворотке больных с добро-
к а ч ест ве н и ы ми опухолями я и ч и и ко в 
с в и д ете л ьст в у ет об од и ©направленно-
сти изменений активности фермента в 
сыворотке крови и в тканях яични-
ков. 

Таким образом, эластаза, очевидно, 
играет определенную роль в обеспече-
нии нормального менструального цик-
лам на что указывает повышение ее 
активности во время периовуля-
тоюного периода и на 24—25-й день 
(период расцвета желтого тела или 
период второго подъема уровня эс-
трогенов). У больных с доброкачест-
венными опухолями яичников отмече-
но выраженное угнетение активности 
эластазы. Снижение уровня иг-макро-
глобулина отмечено в дни подъема ак-
тивности эластазы. В тканях яичника 
отмечено по сравнению с контрольны-
ми тканями выраженное угнетение ак-
тивности эластазы в белочной оболоч-
ке (капсуле опухоли) и в мозговом 
веществе (у больных с овуляторным и 
аиовуляториым циклом). Возможно, 
прдъем активности эластазы в день 
предполагаемой овуляции с уменьше-
нием уровня ее ингибиторов связан с 
непосредетвенным участием фермента 
в механизме овуляции; в мериовуля-
торный период и во II фазе цикла у 
здоровых лиц эти явления совпадают 
с максимальным подъемом уровня 
эстрогенов. Можно предположить, что 
сосудорасширяющий эффект эстроге-
нов может быть осуществлен путем 
активации эластазы, которая, расщеп-
ляя эластин сосудистой стенки, дела-
ет ее более проницаемой для эстроге-
нов, продуцируемых яичниковой 
тканью. Снижение уровня эластазы у 
больных в сыворотке крови и в тка-
ных яичников препятствует своевре-
менному всасываиию эстрогенов в об-
щий кровоток и более длительному 
местному их действию на ткань яич-
пИка. Гистологическое исследование 
препаратов доброкачественных опухо-
ле й яичников, при котором отмечают-
су сужение сосудов, гиалиноз их 
стенки, подтверждает высказанное 

предположение о роли эластазы. 
У больных с аиовуляториым циклом 
в тканях серозных папиллярных и му-
цинозиых опухолей и в тканях сероз-
ных папиллярных опухолей у больных 
с овуляторным циклом активность 
эластазы ниже, чем у больных с глад-
костенными серозными опухолями, а 
активность трипсина вообще не оп-
ределяется. 

Исходя из высказанных предполо-
жений о роли эластазы, можно ду-
мать, что возможность развития про-
лиферативных процессов в тканях 
этих опухолей более вероятна, чем в 
серозных гладкостениых, это под-
тверждается клиническими наблюде-
ниями. 
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ELASTASE AND ITS I N H I B I T O R S IN 
P A T H O G E N E S I S O F OVARY BENIGN 

T U M O R S 

V. F. Nag or nay a 

Medical School, Odessa 

Activities of e las tase and its inhibitors were 
studied in blood serum and t issues of pat ients 
with ovary benign tumors . Two peaks of the 
enzyme act ivat ion were detected d u r i n g the 
mens t rua l cycle: at per iovulatory period and 
at the second step of the cycle. In blood serum 
and t issues of the pat ients a decrease in the 
e las tase activity was found, which was most 
dist inct in papil lary and mucinosis tumors . 
These a l te ra t ions in the e las tase activity ap-
pears to be responsible for impai rments in the 
blood vessel wall s t ructure , which may limit in 
penetrat ion of e s t rogens into circulation and 
cause prolongat ion of effects of s teroids on 
ovary tissue. 
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И С С Л Е Д О В А Н И Е М Е Т А Б О Л И Ч Е С К О Г О СТАТУСА С Е Л Е Н А 
У Б Е Р Е М Е Н Н Ы Х В Г Р У П П Е Р И С К А ПО Р А З В И Т И Ю 

П О З Д Н И Х Т О К С И К О З О В 

Одесский медицинский институт 

Значительная роль в патогенезе 
позднего токсикоза беременных при-
надлежит нарушению систем антира-
дикальной защиты [1, 2] , микроцирку-
ляции и нарастанию содержания нат-
рия в тканях [2, 4 ] . Снижение ак-
тивности Na, К-АТФазы (КФ 3.6.17.3) 
ниже 1 2 , 8 7 ± 0 , 6 6 мкмоль/ч на 1 г ге-
моглобина в гемолизате эритроцитов 
беременных является основанием для 
наблюдения этих беременных в груп-
пе риска в отношении развития позд-
них токсикозов [3 ] . В связи с тем что 
Na, К-АТФаза является мембранно-
связанным ферментом, изменение ак-
тивности этого фермента в эритроци-
тах может быть обусловлено наряду 
с другими факторами и структурными 
изменениями эритроцитных мембран 
вследствие активации процессов сво-
боднорадикалы-юго окисления на до-
клиническом этапе позднего токси-
коза. 

Исходя из вышеизложенного, нами 
была предпринята попытка опреде-
лить активность важного антиокси-
дантиого фермента глутатионперокси-
дазы (КФ 1.11.1.9) и содержание се-
лена, являющегося компонентом ак-
тивного центра этого фермента, в кро-
ви беременных в группе риска в от-
ношении развития поздних токсико-
зов. 

М е т о д и к а 

Скрининг проводили у 540 беременных, 
ж и т е л ь н и ц Одесской области, с неотягощен-
иым акушерским анамнезом, без экстрагени-
тальной патолог.-ш, при сроке беременности 
26—28 нед. Критерием выделения беременных 
в группу риска при скрининге я в л я л о с ь сни-
жение активности Na, К - А Т Ф а з ы н и ж е 1 2 , 8 7 ± 
± 0 , 6 6 мкмоль/ч на 1 г гемоглобина . Выделе-
иая группа риска составила 88 беременных. 
Активность Na, К - А Т Ф а з ы в гемолитазе 
эритроцитов определяли по методу [6], ос-
мотическую резистентность эритроцитов — по 
методу [7]. 

Активность глутатионпероксидазы опреде-
ляли спектрофотометрическим методом [б]. 
Принцип метода з аключается в определении 
скорости о б р а з о в а н и я в процессе глутатион-
пероксидазной реакции окисленного глутатио-

на с помощью глутатионредуктазной системы,, 
в которой убыль восстановленного никотина-
м и д а д е н и н д и н у к л е о т и д ф о с ф а т а , о п р е д е л я е м а я 
оптическим тестом Варбурга (длина волны 
340 им) , пропорциональна количеству окис-
ляемого глутатиона . 

С о д е р ж а н и е селена определяли флюоримет-
рическим методом | 8 | . Принцип метода за-
ключается в измерении интенсивности флюо-
ресценции окрашенного комплекса селена с 
2 ,3 -диаминонафталином, возникающей под 
действием УФ-излучения с длиной волны 
366 им. 

Активность Na, К - А Т Ф а з ы и глутатионпе-
роксидазы определяли в гемолизате эритро-
цитов, с о д е р ж а н и е селена — в цельной кро-
ви. Кровь брали из локтевой вены по об-
щепринятой методике. 

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

Данные, полученные нами, пред-
ставлены в таблице. В пределах груп-
пы риска развития позднего токсико-
за беременных нами были выделены 
две клинические группы. У беремен-
ных 1-й группы активность обоих ис-
следуемых ферментов и содержание 
селена в крови были резко снижены 
по сравнению с таковыми в крови бе-
ременных с физиологически протека-
ющей беременностью. У беременных 
2-й группы при тенденции к снижению 
активности Na, К-АТФазы, не дости-
гающей, однако, уровня статистиче-
ской достоверности, активность глута-
тионпероксидазы и содержание селе-
па существенно не изменялись по 
сравнению с таковыми в крови бере-
менных с физиологической беремен-
ностью. Статистически достоверных 
изменений осмотической резистентно-
сти эритроцитов в крови беременных,, 
выделенных в группу риска, выявить 
не удалось. 

При дальнейшем клиническом на-
блюдении за беременными группы ри-
ска развитие позднего токсикоза было 
выявлено у 68 беременных 1-й группы 
и 6 беременных 2-й группы. 

Полученные результаты дают воз-
можность предполагать, что измене-
ние активности Na, К-АТФазы эрит-
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Соде )жание селена и активность глутатионпероксидазы в крови беременных группы риска в отно-
шении развития позднего токсикоза 

Активность Na, Активность глута-
Группа риска К-АТФазы, Активность глута- Содержание селена, Группа риска мкмоль/ч на 1 г тионпероксидазы , пг на 1 мл крови 

гемоглобина икат на 1 мл крови пг на 1 мл крови 

1-я 8 , 4 3 ± 0 , 7 8 * * 9 6 ± 4 * * 54 ± 0 , 8 * * * 
(70) (78) (70) 

2 - я 11 ,63±1 ,66 126+8* 9 6 ± 1 , 2 * * 
(18) (10) (18) 

Б е р 
ка 

менные с ф и з и о л о г и ч е с к и проте-Б е р 
ка р ш е й беременностью (контроль) 12 ,87±0 ,66 132 ± 6 120±0 ,8 

(95) (95) (95) 

Л р и м е ч а н и е. В скобках — число обследованных. Статистическая достоверность разли-
чий по сравнению с контролем. Одна звездочка — / ; < 0 , 0 5 , две — р < 0 , 0 1 , три — р < 0 , 0 0 1 . 

роцитов беременных на доклиниче-
ском этапе развития позднего токсико-
за беременных в значительной степе-
ни обусловлено активацией процессов 
свободнорадикального окисления. От-
сутствием компенсаторной активации 
глутатиоппероксидазной реакции, ве-
роятно, в значительной мере обуслов-
лено дальнейшее формирование мета-
болических нарушений и развития «по-
рочных кругов» позднего токсикоза. 
В 1го же время необходимо отметить, 
что при уровне селена в крови бере-
менных группы риска 9 6 z h l , 2 пг/мл 
обеспечивается довольно высокая глу-
татионпероксидазная активность [ко-
эффициент корреляции между содер-
жанием селена и активностью глута-
тионпероксидазы составил для 1-й 
группы 0,8 ( р < 0 , 0 1 ) , для 2-й группы 
0.7 ( р < 0 , 0 5 ) ] . Можно предположить, 
что снижение активности глутатион-
пероксидазы в крови беременных 
группы риска обусловлено не только 
иигибироваиием фермента вследствие 
избыточного накопления гидропереки-
сей, в том числе и липидиых, на до-
клиническом этапе развития позднего 
токсикоза, но и алиментарной или, 
возможно, метаболической недоста-
точностью селена. 
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М К Т Л 1 Ю Ы С STATUS OI M . I . I . M l M IN 
T H E G R O U P O F P R E G N A N T WOMEN WITH 
RISC OR LATE T O X I C O S E S D E V E L O P M E N T 

S. V. Gun'ko, V. N. Zaporozhan, A. V. Gun'ko, 
N. N. Nizova 

Medical School, Odessa 

A decrease in activity of N a + , K ' - A T P a s e , 
est imated in erythrocytes of women at the 
secont half of pregnancy, served as a cri terion 
in screening of the rise group tended to de-
velopment of late toxicoses. In the rise g roup 
of women with pregnancy activity of g lu ta th ione 
peroxidase and content of selenium were 
studied in blood, s imul taneously with est ima-
tion of osmotic res is tancy of erythrocytes . A de-
crease in activity of Na+, K"h-ATPase was 
shown to be a reliable prognost ic criterion in 
p regnan t women with tendency to la te 
toxicoses. At the same time, a decrease in 
g lu ta th ione peroxidase activity should be used 
as a dist inct prognost ic pat tern only if con-
tent of selenium was as low as 95 p g / m l in 
blood of women with pregnancy. Alimentary 
and metabolic deficiency of selenium appears 
to be responsible for l imitation of the glu-
ta th ione peroxidase activity at the preclinical 
s tep of late toxicosis development . 



© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

УДК 616.379-008.64-092.19:616.153.995.17 

Б. А. Кудряшов, А. М. Ульянов, /О. А. Тарасов 

З Н А Ч Е Н И Е Э Н Д О Г Е Н Н О Г О Г Е П А Р И Н А 
В З А Щ И Т Е О Р Г А Н И З М А ОТ Д Е Й С Т В И Я Ф А К Т О Р О В РИСКА, 

В Ы З Ы В А Ю Щ И Х Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы Й Д И А Б Е Т 

Биологический ф а к у л ь т е т М Г У им. М. В. Л о м о н о с о в а , Москва 

В плазме крови крыс при аллокса-
новом диабете [2] и в плазме крови 
л юде й, страда ю щи х и и су л и и зависи-
мым диабетом [12] , присутствует диа-
бетогенный фактор ( Д Г Ф ) — а л ь б у -
мин с молекулярной массой 60 000 
дальтон [ И ] . При внутривенном вве-
дении очищенного препарата Д Г Ф 
интактным животным у них наблюда-
ется резкое уменьшение содержания в 
крови инсулина, развитие устойчивой 
гипергликемии и падение концентра-
ции в крови гепарина [15] . Последнее 
обстоятельство приводит к дисфункции 
противосвертывающей системы (Г1СС), 
что влечет развитие предтромботиче-
ского состояния, при некоторых усло-
виях переходящего в тромбоз [10] . 

Гепаринотерапия полностью нейтра-
лизует активность Д Г Ф в организме 
животных [2, 11, 12] и человека [4, 7, 
8] при инсулинзависимом диабете. 

Перечисленные данные получены 
путем использования экзогенного ге-
парина, в связи с чем возникает во-
прос о значении повышения содержа-
ния естественного, эндогенного гепа-
рина в обеспечении защиты организ-
ма от действия факторов риска (ал-
локсан, Д Г Ф ) , вызывающих у живот-
ных развитие симптомов, характерных 
для инсулинзависимого диабета. Мы 
попытались выяснить этот вопрос, на-
блюдая за изменением концентрации 
сахара в крови у животных после вве-
дения им аллоксаиа или ДГФ, иа фо-
не повышения концентрации эндоген-
ного гепарина, вызываемого активаци-
ей ПСС. 

М е т о д и к а 

Эксперименты проведены на белых беспо-
родных к р ы с а х - с а м ц а х (масса тела 200— 
220 г ) . 

Экспериментальный с а х а р н ы й диабет вы-
з ы в а л и у крыс однократным внутривенным 
введением аллоксана в дозе 37,5 мг/кг, пос-
л е предварительного голодания в течение 
24 ч. Гипергликемическое состояние у здоро-
вых животных , развившееся от действия 
Д Г Ф , получали путем 3 -кратного внутривен-
ного введения в течение 3 дней плазмы кро-

ви (1 мл) , полученной от крыс с устойчивым 
а л л о к с а н о в ы м диабетом. 

В о з б у ж д е н и е ПСС, п о в ы ш а ю щ е е с о д е р ж а -
ние эндогенного гепарина в кровотоке , вызы-
вали внутривенным введением раствора тром-
бопластина ( Т П ) : 1,5 мл, активность — 2 5 — 
30 с, полученного из мозга крыс за 10 мин до 
инъекций аллоксана или плазмы крови, со-
д е р ж а щ е й Д Г Ф . В контрольных группах кры-
сам вводили раствор инактивироваиного (на-
греванием при 75 °С в течение 25 мин) ТП 
(при изучении П С С ) или 0,85% раствора 
NaCl (при изучении гликемии) . 

Функциональное состояние П С С оценива-
ли по суммарной фибринолитической актив-
ности (СФА) и уровню неферментативного 
фибринолиза ( Н Ф ) , определяемым по методу 
| 9 | . Концентрацию эндогенного гепарина оп-
ределяли по методу P iep tea , фибриноген -
по методу [17] в модификации [1]. С а х а р в 
крови находили модифицированным методом 
Хагедорна — Йенсена [5]. 

В работе использовали аллоксан («Spofa» , 
Ч С С Р ) , п р о т а м и н а т с у л ь ф а т д л я инъекций,, 
фибриноген и тромбин Каунасского пред-
приятия бакгтрепаратов, гепарин фирмы «Rich-
ter» (Венгрия ) . 

Введение препаратов и взятие крови осу-
ществляли через яремную вену. Кровь для 
анализа отбирали с 3 ,8% раствором цитрата 
натрия в соотношении 9 : 1 . 

Результаты опытов о б р а б о т а н ы статисти-
чески по методу Фишера — Стыодеита . 

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

Известно, что однократное внутри-
венное введение крысам соответству-
ющих доз ТП вызывает кратковремен-
ное повышение свертывания крови, 
сменяющееся через несколько минут 
хорошо выраженной гипокоагуляци-
ей, обусловленной активацией ПСС, 
сопровождающейся повышением кон-
центрации эндогенного гепарина в 
крови [6] . 

По нашим данным (табл. 1), не ме-
нее чем через 10 мин после инъекции 
ТП у крыс возрастает концентрация 
гепарина в среднем на 40 % по срав-
нению с исходной, что сопровождается 
активацией СФА на 54 % и НФ на 
88 % при одновременном снижении 
концентрации фибриногена на 3 5 % . 
Характер изменения изученных пока-
зателей мобилизации активности ПСС 

80' 



Т а б л и ц а 1 

Показатели ПСС у здоровых крыс после внутривенного введения ТП 

Опытная группа Контрольная группа 

Показатель исходные 
данные 

через 
1 0 мин 

через 
60 мин 

исходные 
данные 

через 
10 мин 

через 
60 мин 

сиарии, Е Д / м л 
;ФА, ММ2 

Р 
1Ф, мм2 

Р 
Фибриноген, мг% 

Р 

7,4 
46,8=1=4,2 

22,9=1=1,8 

292,5=T 15,6 

10,2 
72,3=1=5,3 

< 0 , 0 1 
43,1 =1=3,8 

< 0 , 0 0 1 
215,2=Ы2,1* 

< 0 , 0 1 

9,4 
67,3=1=4,2 

< 0 , 0 1 
37,2=1=6,0 

< 0 , 0 5 
2 3 8 , 5 ± 18,1 

< 0 , 0 5 

7,6 
50,1 ± 4 , 3 

2 4 , 5 ± 2 , 1 

288,7=1= 16,1 

7,8 
44,5=b5,2 

> 0 , 2 
20,1 =1=3,1 

> 0 , 2 
300.5=1=28,5 

> 0 , 5 

7,4 
39,8=1=2,7 

> 0 , 0 5 
18,1 ± 1 , 5 

< 0 , 0 5 
298.74-20,1 

> 0 , 5 

П р и м е ч а н и ё . р — по отношению к исходному уровню. Звездочка 
н]ых случаях п - - 6. 

при д = 5 ; в осталь-

тествен н ы й за щ и т 11 ы й бар ье р п рот и в 
диабетогенного действия факторов ри-
с к а — аллоксана и ДГФ. 

Важно отметить, что при иных усло-
виях опыта ТП оказывает диаметраль-
но противоположное влияние на ор-
ганизм. Так, введение ТП крысам че-
рез 7 дней после инъекций им препа-
рата ДГФ обусловило гибель 89 % 
животных от внутрисосудистого свер-
тывания крови, в то время как в кон-
троле осталось в живых 88 % крыс 
[10]. Очевидно, защитная реакция 
против тромбоза у большинства конт-
рольных животных, не получавших 
ДГФ, была полноценной, в то время 
как после предварительного введения 
крысам ДГФ функция ПСС у них ока-
залась заблокированной. 

Известно, что появление в крови 
ДГФ у животных может быть связано 
не только с введением аллоксана. По-
казано [14], что у крыс на поздних 
стадиях экспериментального атеро-
склероза в крови появляется ДГФ. 
У таких животных почти полностью 
отсутствует в крови гепарин в связи 
с депрессией функции ПСС. Система-

Т а б л и ц а 2 
Влияние предварительного внутривенного введения ТП на проявление диабетогенного действия ал-

локсана (37,5 мг/кг) 

охраняется и через 60 мин после инъ-
екции ТП. Повышение содержания 
гепарина составило 2 4 % , СФА — 
4 4 % , НФ — 6 2 % при снижении со-
держания фибриногена на 22 ,6%. 

Предварительное (за 10 мин) вну-
тривенное введение ТП здоровым кры-
сам защищает их от развития гипер-
I vi и ке м и и п осле и н ъе к ц и и а л л о кс а и а, 
в то время как в контроле гипергли-
кемия и диабет имели устойчивый ха-
рактер (табл. 2) . 

При испытании действия препарата 
Д Г Ф получены аналогичные резуль-
таты. Предварительное введение здо-
ровым крысам ТП (не менее чем за 
10 мин до инъекции ДГФ) не приве-
ло к развитию устойчивой гипергли-
кемии в отличие от контрольных жи-
вот н ы х, кото р ы м был п р е д в а р и тел ь и о 
введен инактивированный нагревани-
ем ТП за 10 мин перед внутривенным 
вливанием плазмы крови, содержащей 
ДГФ. 

Таким образом, возбуждение ПСС 
после введения ТП у здоровых живот-
пых, повышающее содержание в кро-
ви эндогенного гепарина, создает ес-

Концеитрация сахара н крови, мг % 

исходная через 1 сут через 7 сут 

Опытная 

Контрольная 

93,5=1=3,9 
( я = 1 3 ) 

9 5 , 2 ± 2 , 5 
(п— 13) 

116,5=1=9,9 
(п— 13) 

<0,001 
229,6=1=23,5 

(п= 12) 

102,2=1=9,5 
( я = 9 ) 
<0,02 

2 4 1 , 7 ± 5 1 , G 
(П=6) 

П р и м е ч а н и е , р — по отношению к контролю (введение инактивированного ТП) . 
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ти чее к а я геп ар и ноте р а пия пол ноеть ю 
устраняла активность ДГФ в крови 
ж и в от н ы х, находящихся на are р ore н -
ной диете, восстанавливая продукцию 
эндогенного гепарина и функцию Г1СС 
[16]. Таким образом, в развитии у та-
ких животных предиабета фактором 
риска был атеросклероз. 

Установлена прямая зависимость 
между содержанием сахара в крови 
и возрастом людей [18] или живот-
ных [3]. Показано [13] , что ДГФ 
«отсутствует в плазме крови крыс мо-
лодого и зрелого возраста, но присут-
ствует в небольшой концентрации в 
крови старых животных, у которых 
наблюдается депрессия ПСС. Однако 
это явление было выражено в значи-
тельно меньшей степени, чем у живот-
ных, длительно находящихся на ате-
рогеиной диете. Введение экзогенного 
гепарина и в этом опыте способствова-
л о устранению активности ДГФ и от-
носительной нормализации ПСС у 
старых крыс. 

Принимая во внимание полученные 
в эксперименте данные, следует учесть 
и клинические наблюдения в этой об-
ласти. При изучении инсулинзависи-
мого диабета у детей [4, 7] и у взрос-
лых больных [8] было установлено 
присутствие у них ДГФ й крови, что 
сочеталось с низким содержанием ге-
парина на почве дисфункции ПСС. 
По-видимому, недостаток гепарина яв-
ляется фактором, способствующим на-
коплению в крови больных токсично-
го ДГФ. Об этом свидетельствует пол-
пая нейтрализация гепарином ДГФ в 
крови больных [4, 7, 8] . 
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P R O T E C T I O N AGAINST RISK FACTORS 
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Activity of risk factors responsible for ex-
perimental diabetes (al loxan and na tura l 
d iabetogenic factor which is an albumin-l ike 
protein) was neutral ized in healthy ra ts si-
mul taneous ly with an increase of heparin con-
centra t ion in circulation, which was observed 
10 min af ter the an t icoagula t ion system activa-
tion caused by thromboplas t in . 
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Р я д неопухолевых заболеваний же-
лудка повышают риск злокачествен-
ного перерождения слизистой оболоч-
ки, к ним относят хронические раз-
дражения слизистой оболочки желуд-
ка ( С О Ж ) , хронические гастриты, 
полипы, язвы и др. [ 2 | . Необходим 
дальнейший поиск критериев, в том 
числе биохимических, позволяющих 
выявлять лиц «группы повышенного 
риска». Д л я метаболизма злокачест-
венных тканей характерно изменение 
активности многих ферментов [11] , в 
частности протеинкиназ (АТФ-проте-
ии-фосфотраисферазы, КФ 2.7.1.37) , 
Участвующих в регуляции пролифера-
ции клеток [6] . Изучение процессов 
фосфорилирования белков в опухолях 
человека показало, что активность 
сА M P - н е з а в и с и м ы х протеинкиназ по-
вышена при злокачественной транс-
формации кожи [5] , слизистой оболоч-
ки толстой кишки [1, 3 ] , желудка [9 ] , 
в лимфоцитах при острой лимфоблас-
томной лейкемии [12] , причем относи-
тельное усиление сАМР-независимого 
фосфорилирования было о б н а р у ж е н о 
не только при опухолях, но и при за-
болеваниях толстой кишки, рассмат-
риваемых клиницистами как облигат-
иый предрак этого органа :[1]. 

В настоящей работе предпринята 
попытка выяснить, происходят ли ана-
логичные изменения при заболеваниях 
желудка , повышающих риск возник-
новения опухоли. С этой целью опре-
деляли активность сАМР-зависимых и 
сАМР-независимых протеинкиназ, а 
также эндогенное содержание сАМР в 
С О Ж при хронических гастритах, эро-
зивно-язвенньтх поражениях, в добро-
качественных полипах и язвах желуд-
ка, леченных местным облучением ге-
лий-неонового лазера. 

М е т о д и к а 

Исследование проведено на биопсионном 
материале, полученном от 75 больных в воз-
расте от 48 до 80 лет, находившихся в ста-
ционаре. Диагноз устанавливали визуально 
при эндоскопическом обследовании и в каж-
дом случае обязательно подтверждали мор-
фологическим анализом образцов ткани, кото-
рые получали под визуальным контролем че-
рез фиброэндоскоп типа G I F ( Q ) («Olympus») 
биопсионными щипцами. Образцы ткани бра-
ли из С О Ж большой кривизны антрального 
отдела, из верхушки полипов, краев язв и 
эрозий, локализованных в нижней . трети же-
лудка, преимущественно в антральном отделе. 
У всех лиц проведем т а к ж е анализ биопсий 
ного материала, взятого с малой кривизны 
субкардиальиого отдела желудка . 

Д л я облучения язв желудка использовали 
отечественный гелий-неоновый лазер ЛГ-75-1 
с длиной волны 0,633 нм. Д л я подачи лазер-
ного излучения к объекту воздействия при-
меняли гибкий световод, проведенный по ра-
бочему каналу фиброэндоскопа. Мощность ла-
зерного облучения на конце световода, уста-
новленного на расстоянии 15 мм от язвы, со-
ставляла 1,5—2 мВт/см2 . Время облучения 
3 -8 мин. 

Биоптаты хранили в жидком азоте, куда 
их помещали через 5—10 мин после взятия. 
Активность протеинкиназ определяли по спо-
собности экстрактов ткани фосфорилировать 
гистон HI в присутствии 2,5 мкМ сАМР или 
казеин в отсутствие сАМР | 5 | . Активность оп-
ределяли при рН 8,5—9,0. Количество сАМР 
анализировали с помощью наборов фирмы 
«Amersham» [1]. 

Результаты, полученные в каждой груп-
пе, обработаны статистически стандартными 
методами по критерию Стыодента для дове-
рительной вероятности 95%. 

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

Биохимический анализ биоптатов 
проводили синхронно в следующих 
группах: 1-я, контрольная, г р у п п а -
здоровые люди с явлениями поверх-
ностного и субатрофического гастри-
та, 2-я — лица с аденоматознымн по-
липами, 3-я — с мелкими поверхност-
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Активность протеинкиназ и содержание сЛМР в СОЖ в норме и при патологии ( М ± т ) 

Активность. пмоль/мин 
сАМР. 

Условия исследования Число на 1 мг белка сАМР. 
Условия исследования биоптатов пмоль на К К / Г К / с А М Р биоптатов 

К К ГК 
1 мг белка 

Антральный отдел: 
контроль 27 166± 16 5 8 0 ± 3 5 6 , 5 ± 0 , 4 0,048 ± 0 , 0 0 6 
аденоматозные полипы 8 169±31 5 0 6 ± 6 7 5 , 7 ± 0 , 9 0 ,067±0 ,012 
эрозии 10 3 1 4 ± 7 5 5 0 5 ± 5 3 10±1* 0,063 ± 0 , 0 0 9 
язвы 11 356 ± 4 0 * 690 ± 6 2 5 , 5 ± 0 , 7 0 ,106±0,015* 
язвы, облученные ла-

зером 9 517±65 ! f : 6 5 3 ± 7 5 9 , 4 ± 0 , 7 5 * 0,084 ± 0 , 0 1 
Д Г Р 4 520±142* 715±92 8 , 1 ± 1,9 0 ,106±0 ,02* 

Субкардиальный отдел: 
контроль 27 2 5 2 ± 2 9 6 1 3 ± 4 0 5 , 3 ± 0 , 3 0 ,086±0 ,012 
аденоматозные полипы 8 184 ± 3 9 366 ± 4 2 4 , 3 ± 0 , 8 0 ,127±0,011 
эрозии 10 399 ± 7 6 * 5 6 3 ± 8 9 6 , 4 ± 1 0 ,134±0 ,027 
язвы 11 388 ± 4 8 * 6 1 3 ± 4 6 5 , 8 ± 1,6 0,154 ±0 ,028* 
язвы, облученные ла-
зером 9 368 ± 5 9 * 5 5 5 ± 5 5 6,1 ± 0 , 9 0 ,148±0,024* 
Д Г Р 4 533 ± 7 8 * 8 3 9 ± 131 6 , 3 ± 0 , 7 5 0,11 ± 0 , 0 2 

* Статистически достоверное отличие от показателей, полученных для соответствующего от-
дела желудка в контрольной группе. 

ными изъязвлениями слизистой обо-
лочки (эрозии) , 4-я — с язвами, 5-я -
с язвами, облученными лазером. 
В каждой группе анализировали по-
раженный участок слизистой оболочки 
в антральном отделе желудка и мак-
симально удаленную от места пора-
жения гистологически нормальную 
ткань субкардиальной области. В эк-
страктах тканей определяли актив-
ность сАМР-зависимых гистонкиназ 
( Г К ) , сАМР-независимых казеинкиназ 
( К К ) и эндогенное содержание сАМР. 
На основании этих данных рассчиты-
вали отношение активности КК к ак-
тивности ГК и количеству сАМР в 
образце. Это отношение отражает ин-
тенсивность сАМР-независимого фос-
форилирования белков в ткани по 
сравнению с сАМР-зависимым. Сред-
ние значения полученных величии в 
каждой группе биоптагов представле-
ны в таблице. 

Предварительное сравнение биопта-
гов контрольной группы по всем па-
раметрам показало, что при поверх-
ностном и субатрофическом гастрите 
активность ферментов одинакова. Не-
большое снижение уровня сАМР и 
отношения К К / Г К / с А М Р на 2 0 % при 
субатрофическом гастрите по сравне-
нию с поверхностным было статисти-
чески недостоверным, поэтому мы со-
чли возможным объединить лиц с по-
верхностным и субатрофическим гаст-
ритом в одну контрольную группу. 

По данным работы [9] , и у здоровых 
людей активность ГК и КК в слизи-
стой оболочке антрального отдела и 
тела желудка одинаковая. В субкар-
диальном ж е отделе, по нашим дан-
ным, слизистая оболочка отличается 
от антральной в 1,5 раза более актив-
ной КК и в 1,8 раза более высоким 
отношением КК/ГК/сАМР. Поэтому 
констатация изменений в фосфорили-
ровании белков справедлива в сравне-
нии с нормальной тканыо только того 
ж е отдела желудка. В дальнейшем 
мы исследовали полипы и изъязвле-
ния, локализованные только в нижней 
трети желудка, преимущественно в 
антральном его отделе. 

Интерес к аденоматозным полипам 
желудка вызван тем, что ранее были 
получены данные о повышении актив-
ности КК и изменении отношения КК 
и ГК в большинстве доброкачествен-
ных полипов толстой кишки до значе-
ний, близких к таковым в злокачест-
венных опухолях [1] . Однако в отли-
чие от полипов кишечника в аденома-
тозных полипах желудка активность 
ГК, КК и содержание сАМР были 
близки к норме (см. таблицу) . Эти 
результаты согласуются с крайне низ-
кой частотой ( 0 , 5 % ) злокачественно-
го перерождения адеиоматозных поли-
пов желудка [13, 14], тогда как круп-
ные доброкачественные полипы 
кишечника рассматриваются клиници-
стами как предрак [10] . 
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Изменения в системе фосфорилиро-
вания были обнаружены при эрозиях 
и язвах желудка. Прежде всего в ме-
сте поражения статистически досто-
верно возрастала активность КК (см. 
таблицу). Ее активность не может 
служить диагностическим критерием 
изъязвления слизистой оболочки, так 
как увеличение среднего значения 
было обусловлено не повышением ак-
тивности КК у всех больных, а рез-
ким ее увеличением у некоторых лиц 
данной группы (рис. 1). С увеличени-
е м г л у б и н ы п о р а ж е н и я п о в ы ш а етс я 
вероятность активации КК: актив-
ность КК была выше нормы только у 
4 из 10 человек с эрозиями и у 8 из 
I I больных с язвами. 

Активность ГК в эрозиях и язвах 
была практически одинаковой. Эти 
группы различались но содержанию 
с AMP и коэффициенту КК/ГК/сАМР. 
При эрозиях уровень сАМР статисти-
ч ее к и до сто в е р н о п р е в ы ш а л н о р м у, 
причем увеличение содержания сАМР 
наблюдалось в тех биоптатах, где бы-
ла повышена активность КК (см. 
рис. 1). Благодаря этому величина 
отношения КК/ГК/сАМР оставалась в 
пределах нормы (рис. 2). В язвах ко-
личество сАМР было таким же, как 
в норме, или меньше, поэтому в по-
ловине язв отношение КК/ГК/сАМР 
было больше 0,09 — максимального 
значения, наблюдавшегося в норме 
(см. рис. 2). В опухолях желудка так-
же отмечалось повышение активности 
КК [9] и отношения КК/ГК/сАМР до 
0,24—0,26. Таким образом, при язвах 
желудка, которые могут подвергаться 
малигнизации в 7,9—12,9 % случаев 
[2, 8] , отмечена тенденция к таким 
же изменениям в системе фосфорили-
рования белков, как при опухолях. 

В субкардиальной области на рас-
стоянии от язв и эрозий состояние сли-
зистой оболочки при гистологическом 
исследовании соответствовало поверх-
ностному или субатрофическому гаст-
риту. Однако в ней также наблюда-
лись изменения системы фосфорилиро-
вания, причем они носили такой ж е 
характер, как в пораженном участке 
антрального отдела, хотя и были ме-
нее выраженными (см. таблицу). 

Установлено, что 4 больных, стра-
давших периодическим забросом со-
держимого двенадцатиперстной киш-
ки в желудок (дуоденогастральный 
рефлюкс — Д Г Р ) и по клиническим и 
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о б с л е д о в а н н ы х р а з л и ч н ы х г р у п п . 
По оси ординат — активность КК (в пмоль/мин на 
I мг белка). Цифры со звездочкой — содержание сАМР 
(в имоль на 1 MI- белка) в биоптате. Штриховая ли 
ния — верхняя граница значений активности КК в нор-
ме. / — норма; 2 —полипы; 3 — эрозии; 4 — язвы, Л — 

ДГР; 6 — язвы, облученные лазером. 

морфологическим признакам отнесен-
ных первоначально в контрольную 
группу, имели такие ж е биохимиче-
ские характеристики С О Ж антрально-
го отдела, как больные с язвами (см. 
таблицу). Наибольшая активность КК 
наблюдалась у больного с тяжелым 
Д Г Р (см. рис. 1). 

Облучение лазерным лучом стиму-
лирует пролиферацию в тканях и уско-
ряет заживление язв |[4, 7]. У всех 
больных с язвами после 3 сеансов об-
лучения в биоптатах, взятых на ста-
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Р и с . 2. С о о т н о ш е н и е с А М Р - н е з а в и с и м о г о и 
с А М Р - з а в и с и м о г о ф о с ф о р и л и р о в а н и я и о т д е л ь -

н ы х б и о п т а т а х . 
По оси ординат — отношение КК/ГК/сАМР. Штрихо-
вая линия верхняя граница значений КК/ГЬ7сАМР 
в норме. Остальные обозначения те же. что на рис. 1. 
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дни формирования рубца, была повы-
шена активность КК (см. рис. 1). Та-
ким образом, стимуляция пролифера-
ции ткани сопровождалась активацией 
КК. Исключение составили 3 больных, 
у которых биопсия была взята или 
после первого облучения, или из дли-
тельно не рубцующейся, несмотря на 
многократное облучение, язвы, или 
после 7 сеансов облучения из фактиче-
ски уже сформировавшегося рубца. 
Сохранение нормальной активности 
КК в этих биоптатах, возможно, свя-
зано с отсутствием стимуляции проли-
ферации. Относительная интенсивность 
с А М Р - н е з а в и с и м о г о ф о с ф о р и л и р о в а -
ния (КК/ГК/сАМР) при стимуляции 
лазером доброкачественной пролифе-
рации не только не повышалась, но 
д а ж е несколько снижалась по сравне-
нию с необлученными язвами (см. 
таблицу). На расстоянии от места об-
лучения в субкардиальной области ла-
зерная терапия не вызывала измене-
ний по сравнению с соответствующей 
тканью необлучавшихся язв (см. таб-
ли цу) . • 

Повышение активности КК при уси-
лении пролиферации в ткани позволя-
ет предположить, что наблюдавшаяся 
в субкардиальном отделе желудка бо-

л е е высокая активность КК, чем в ан-
тральном отделе, указывает на более 
интенсивное протекание пролифератив-
ных процессов в субкардии. Это не 
противоречит данным о клиническом 
течении язв субкардиального отдела 
желудка. По данным [2] , эти язвы 
рубцуются почти в 2 раза быстрее, 
чем пилорические язвы, и в 1,5 раза 
быстрее, чем язвы тела желудка. 

Данные об активности КК после об-
лучения лазером в сопоставлении с 
повышенной ее активностью в опухо-
лях [1, 3, 5, 9] свидетельствуют о 
том, что повышение активности сАМР-
независимых протеинкиназ происходит 
при стимуляции пролиферации как 
доброкачественного, так и злокачест-
венного характера. 

С активацией пролиферации возрас-
тает также отношение КК/ГК/сАМР, 
однако при доброкачественном харак-
тере процесса его значения не превы-
шают 0,1. Д о этих же величии оно 
снижается при стимуляции пролифе-
рации лазерным облучением. Значе-
ния этого показателя больше 0,18 по-
лучей-ы только в опухолях. Возможно, 
значения отношения КК/ГК/сАМР в 

диапазоне 0,1—0,18 у некоторых боль-
ных с язвами и агрофическим гастри-
том (неопубликованные данные) ука-
зывают на предрасположенность тка-
ни к переходу на метаболизм злока-
чественных клеток. Для проверки 
с п р а в ед л и воет и этого п р ед по л о ж ен и я 
необходимо длительное наблюдение за 
такими больными. 
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ACTIVITY O F P R O T E I N KINASES AND 
C O N T E N T O F CAMP IN GASTRIC MUSOCAL 
M E M B R A N E U N D E R C O N D I T I O N S O F NON-

MALIGNANT D I S E A S E S 

/. D. Grozdova, V. T. Ivashkin, N. P. Klimov, 
В. V. Krekknov, E. G., Mamaeva, E. V. Svesh-

nikova, E. S. Sever in, V. Yy, Vasil'ev 

Ins t i tu te of Applied Molecular Biology, Minis t ry 
of Publ ic Heal th of the USSR, Moscow 

Activity of cAMP-dependent and -indepen-
dent protein kinases as well as content of 
cAMP were studied in biopsy prepara t ions of 
g a s t r i c m u c o s a l m e m b r a n e s o b t a i n e d f r o m 
pat ients with superficial gastr i t is , erosion, ulcer, 
adenoma tous polypus and ulcer af ter t r ea tmen t 
with laser i r radiat ion. All the pa t te rns s tudied 
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vere similar in prepara t ions of adenomatous 
)olypiis and normal mucosal membrane . Activity 
)f cAMP-independent protein k inases was in-

creased under condi t ions of erosion, ulcer, 
j a s t roduodena l ref lux and, especially, in ulcer 
issue treated with laser. However, the ratio 
jetween cAMP-independent and -dependent 

phosphoryla t ion was increased only in 50 % of 
ulcerous diseases and in gas t roduodena l re-
flux. The equilibrium of cAMP-dependent and 
- independent phosphorylat ion was not altered 
in the other impai rments studied even though 
benign proliferat ion was s t imulated us ing laser 
i r radia t ion. 

2) КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

У Д К 615.226.2.015.4: [612.015.31:547.17-31].06:[547.269.1+646.72 

И. С. Курбанов, П. И. Мордвинцев, Д. И. Алиев, А. Ф. Ванин 

В Л И Я Н И Е Т И О Л О В Ы Х С О Е Д И Н Е Н И Й И Ж Е Л Е З А 
НА П Р О Д У К Ц И Ю О К И С И АЗОТА ИЗ Н И Т Р О П Р У С С И Д А 

И Н И Т Р О Г Л И Ц Е Р И Н А 

Институт химической физики АН СССР, Москва 

Нитроглицерин (НГ) и нитропрус-
сид ( Н П ) — известные сосудорасши-
ряющие средства, широко используе-
мые в медицине (9, 17]. Их вазодила-
таториое действие обусловлено способ-
ностью продуцировать окись азота, 
1 кт и ви р у ю щу ю р а ст в о р и м у ю ф о р м у 
е м с о д е р ж а щ е г о регуляторного фер-

мента— гуанилатциклазы ( Г Ц ) в стен-
sax кровеносных сосудов и тем самым 
вызывающую их расслабление [7, 11, 
14—16]. В настоящее время способ-
ность НГ и Н П продуцировать окись 
азота широко изучается [1—8, 10, 12, 
13, 16]. Некоторые исследователи су-
дят об этой способности по количест-
ву окиси азота, выделяющейся из рас-
творов Н П и НГ в свободной, газовой 
ф о р м е [12, 13, 16]. М е ж д у тем окись 
азота, продуцирующаяся из НП и НГ 
в растворе, может включаться в дру-
гие комплексы и соединения, не поки-
д а я раствор. Такая ситуация, очевид-
но, реализуется в биологических сре-
д а х , в которых окись азота вряд ли 
существует в свободной форме. В ре-
з у л ь т а т е ее переход на гемовую груп-
пу ГЦ, вызывающий активацию пос-
ледней , определяется конкурентными 
соотношениями м е ж д у этой группой и 
другими акцепторами окиси азота. 

В настоящей работе такая ситуация 
проиллюстрирована для растворов НП 
и НГ после введения в них агентов, 
способных связывать окись азота. 

М е т о д и к а 

В экспериментах использовали Н П - N a 
(«Chcmapol», Ч С С Р ) , цистеин-HCl («Реахим», 
С С С Р ) , восстановленный глутатион ( F S H ) 
(cReanal», В Н Р ) , Н Г — 1 % раствор в спирте 
{ М и и м е дпр о м, Л е н 11 и г р а дс кое м р о и з в о дет ве н -

ное химико-фармацевтическое объединение), ди-
тионит натрия (ч. д. а.), диэтилдитиокарбомат 
( Д Э Т К ) натрия (ч. д. а., перекристаллизован-
ный), тиосульфат натрия (ч. д. а., иерекрис-
таллизованиый) , F e S 0 4 - 7 H 2 0 (ч. д. а.), ди-
метилсульфоксид (ДМСО; ч. д. а ) . Улавли-
вание окиси азота, выделяющейся из раство-
ров НП и НГ, проводили на установке, пока-
занной на рис. 1. В сосуд 1 (сосуд-донор) по-
мещали 20 мл 5 мМ раствора Н П или 10 мл 
3 мМ раствора Н Г в 0,05 М фосфатном бу-
фере (рН 7), в сосуд 2 (сосуд-ловушка) 
комплекс Fe2+ — Д Э Т К в 2 мл Д М С О . Пе-
ред растворением Д Э Т К и F e S 0 4 - 7 H 2 0 в 
Д М С О из растворителя удаляли 0 2 откачи-
ванием до Ю - 2 мм рт. ст., затем в него в 
вакууме вводили Д Э Т К и FeS0 4 , так что их 
конечная концентрация составила соответст-
венно 0,5 и 5 мМ. Раствор образующихся 
при этом бесцветных комплексов Fe2+ -
Д Э Т К замораживали в жидком азоте и в 
замороженном состоянии помещали в сосуд-
ловушку, после чего его откачивали до 1 0 - 2 

мм рт. ст. и перекрывали. Раствор НП и Н Г 
в сосуде-доноре замораживали жидким азо-
том, откачивали до 1()~2 мм рт. ст. и пере-
крывали. После перекрытия крана 3 при за-
крытых кранах J и 2 сосуд-донор помещали в 
водяную баню при 45—50 °С на 10 мин. За -
тем этот сосуд охлаждали до осаждения па-
ров воды с тем, чтобы они не попали в даль-
нейшем в сосуд-ловушку, что приводило бы 
к осаждению комплексов Fe 2 + — Д Э Т К в 
Д М С О . Д а л е е сосуд-ловушку опускали в 
жидкий азот и открывали краны / и 2 до 
начала таяния раствора в сосуде-доноре. 
В результате окись азота, выделяющаяся из 
растворов Н П и НГ, конденсировалась в со-
суде-ловушке и после размораживания раст-
вора комплекса Fe2+ — Д Э Т К при закрытом 
кране 3 начинала связываться с ним с об-
разованием парамагнитных мононитрозильных 
комплексов железа ( М Н К Ж ) с ДЭТК, ре-
гистрируемых методом электронного парамаг-
нитного резонанса (ЭПР) при 77 К на ра-
диоспектрометре ЭПР-«Рубин». В ряде опы-
тов в сосуд-донор к замороженному раствору 
Н П или Н Г добавляли замороженные нейт-
рализованные до рН 7,2—7,4 растворы ци-
стеина, TSH, тиосульфата натрия, дитионита 
натрия или F e S 0 4 в 1 мл, так что их конеч-
ная концентрация в сосуде-доноре составля-
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Рис. I. Схема установки для продукции и 
улавливания окиси азота. 

л а соответственно 15—25, 15—25 ; 30—50, 30— 
50 и 70 мМ. Затем этот сосуд откачивали 
до К) - 2 мм рт. ст., растворы размораживали; 

результате добавленные вещества реагиро-
вали с НИ или НГ при 45—50°С в течение 
10 мин. Дальнейшее улавливание окиси азо-
га, выделяющейся из раствора, проводили 
^писанным выше способом. При контакте 
ЫП с дитионитом после размораживания раст-
вора начиналось бурное выделение пузырьков 
с HCN. Д л я удаления накопившегося над 
раствором HCN сосуд-донор откачивали в те-
чение 5—7 с. В ряде опытов HCN не откачи-
вали. В контрольных опытах вместо раство-
ров НП и Н Г использовали 0,05 М фосфат-
ный буфер (рН 7,4), прогревавшийся 10 мин 
при 45—50 °С. Измерения показали, что и в 
этом случае в сосуде-ловушке возникали 
М Н К Ж с ДЭТК в фоновой концентрации 
2 ± 1 мкМ. Появление этих комплексов мы 
связываем с наличием окиси азота в реаген-
тах и в воде, поступающей в них из возду-
ха. Выдерживание раствора Fe 2 + — ДЭТК 
на воздухе приводило к нарастанию в нем со-
держания М Н К Ж с ДЭТК. При использован-
ной нами концентрации НП и НГ в раство-
ре скорость продукции окиси азота в их 
растворах более чем на порядок превышала 
аналогичную величину в контрольных опытах: 
В последних она составляла в течение 10 мин 
при нагреве буфера до 45—50 °С J —1,5-10~2 

мкМ окиси азота в 1 мин в пересчете на 1 л 
буфера. 

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

В соответствии с данными других 
авторов [12, 13, 16] мы наблюдали 
самопроизвольное выделение окиси 
азота в свободной форме из раствора 
Н П с последующим ее включением в 
комплексы с Fe2+ — Д Э Т К . Форма сиг-
нала Э П Р образующихся при этом 
М Н К Ж с Д Э Т К приведена на рис. 2. 
Судя по его интенсивности, определяе-
мой путем сравнения с сигналом Э П Р 
эталонного образа — раствора М Н К Ж 
с известной концентрацией, в услови-

х дневного комнатного освещения 

Рис. 2. Сигналы Э П Р М Н К Ж с ДЭТК, содер-
жащих N u O (а) или N , 5 0 (б), Д Н К Ж с тио-
сульфатом (в) или цистеином (г), восстанов-

ленного НП (д). Запись при 77 К. 

при 4 5 — 5 0 ° С выход окиси азота из 
Н П в течение 10 мин составлял 0 ,24-
± 0 , 1 мкМ/мии в пересчете на 1 л 
1 мМ раствора Н П , что близко к ве-
личине, полученной в работе [13] . 
В процентном выражении это соответ-
ствует распаду 0,02 % НП в I мин. 

Как было показано ранее [3 ] , при 
одноэлектронном восстановлении НП 
в водном растворе он дестабилизиру-
ется: начинается высвобождение C N , 
улетучивающегося из раствора в фор-
ме синильной кислоты ( H C N ) ; д а л е е 
в присутствии различных лигандов 
(тиосульфата, цистеина и др.) возни-
к а ют п а р а м а г и итн ы е д и н ит р оз и л ьн ы е 
комплексы железа ( Д Н К Ж ) с этими 
лигандами, включающие ж е л е з о и 
окись азота, входившие исходно в НП. 
В наших опытах мы наблюдали ана-
логичный эффект. Введение в раствор 
Н П восстановителя—дитионита в ко-
нечной концентрации 50 м М — в ы з ы -
вало синее окрашивание раствора и 
усиление выхода окиси азота: образо-
вание М Н К Ж с Д Э Т К в сосуде-ловуш-
ке возрастало в 2 — 3 раза. Кроме то-
го, в самом растворе Н П возникали 
Д Н К Ж с тиосульфатом, образующим-
ся при распаде дитионита [3] . Форма 
сигнала Э П Р этих комплексов приве-
дена на рис. 2. Их концентрация до-
стигала 0,05 мМ, т. е. в них включа-
лось до 1 % железа , исходно имевше-
гося в НП. Если ж е вместе с дитио-
нитом в раствор Н П вводили еще и 
тиосульфат или цистеии в конечной 
концентрации 50 мМ (рН 7,4) , кон-
центрация образующихся Д Н К Ж с 
этими лигандами достигала уровня,, 



соответствующего включению в них 
10—20% железа, входившего в состав 
НП. Выброс окиси азота в газообраз-
ной форме при этом также усиливал-
ся, хотя сами по себе Д Н К Ж с тио-
сульфатом или цистеином, судя по ре-
зультатам специально поставленных 
опытов, окись азота практически не 
высвобождали. Очевидно, выход окиси 
азота из раствора НП при добавле-
нии дитионита, тиосульфата или ци-
стеина был вызван распадом НП, в 
ходе которого железо и окись азота 
связывались с введенными в раствор 
лигандами с образованием соответст-
вующих днкж. 

Следует отметить, что М Н К Ж с 
Д Э Т К возникали в сосуде-ловушке не 
всегда, а только после того, как в те-
чение 5—7 с из сосуда-донора, содер-
жащего раствор НП с дитионитом, от-
качивали ITCN, а затем уже этот со-
суд открывали на сосуд-ловушку. Без 
такой откачки в последнем возникали 
не М Н К Ж с ДЭТК, а восстановлен-
ные комплексы НП, сигнал ЭПР ко-
торых приведен на рис. 2. Очевидно, 
в этом случае вместе с окисью азота 
в сосуд-ловушку поступала и синиль-
ная кислота, включаясь вместе с 
окисью азота и имевшимся там Fe2+ 
в образование НП. 

Выход окиси азота из раствора НП 
можно было выявить и другим спосо-
бом. В сосуд-ловушку вводили М Н К Ж 
с ДЭТК, содержащий N I 5 0 , в растворе 
ДМСО в концентрации 10 4 М, т. е. 
близкой к той, в которой М Н К Ж с 
ДЭТК возникали в сосуде-ловушке 
при поступлении в него окиси азота 
из раствора НП. Сигнал Э П Р М Н К Ж 
с ДЭТК с N l 5 0 характеризуется дуб-
летной сверхтонкой структурой (СТС) 
при gi, обусловленной взаимодействи-
ем неспаренного электрона с ядром 
N15 (ядерный спин 1 = 1/2; см. рис. 2). 
После поступления на такой комплекс 
N l 4 0 из раствора НП дублетный сиг-
нал превращался в «обычный» сигнал 
М Н К Ж с ДЭТК с триплетной СТС, 
Обусловленной взаимодействием не-
спаренного электрона с ядром N14. 
Очевидно, это изменение было обус-
ловлено замещением N 1 5 0 в М Н К Ж с 
Д Э Т К на N 1 4 0 , поступавшей из НП. 

Д Н К Ж с тиосульфатом или цистеи-
ном возникали в растворе НП и без 
добавления в него дитионита. Очевид-
но, в роли восстановителей могли вы-

ступать оба лиганда. Высвобождение 

окиси азота из НП с последующим ее 
включением в Д Н К Ж с тиоловыми 
группами б е л к о в — в так называемые 
комплексы 2,03 [5] наблюдались и на 
биологических препаратах — гомогена-
те печени и почек. Последние полу-
чали гомогенизацией свежеизвлечен-
ной ткани печени или почек мышей в 
0,05 мМ фосфатном буфере ( 1 : 1 ) . 
Комплексы 2,03 возникали в гомоге-
нате после добавления в них НП в ко-
нечной концентрации 10 мМ. 

НГ в фосфатном буфере сам по се-
бе практически не продуцировал 
окись азота: если М Н К Ж с Д Э Т К в 
результате этого и возникали, их кон-
центрация была не выше фоновой. 
Окись азота начинала выходить из 
раствора НГ после введения в него 
цистеина (15 мМ), TSH (15 мМ) или 
дитионита (30 мМ) со скоростью 
0 ,6 i t0 ,2 мкМ/мин в пересчете на 1 л 
1 мМ раствора НГ (измерение в те-
чение 10 мин при прогреве раствора 
при 45—50°С) . Эта величина близка 
к полученной в работе [13] для рас-
твора НГ после введения в него ци-
стеина. Отметим, что в той же работе 
не наблюдалось выделения окиси азо-
та из раствора НГ после добавления 
rSH. Другое отличие состоит в том, 
что после добавления в раствор НГ 
вместе с цистеином, TSH или дитио-
нитом соли железа — FeSO^ (правда, 
в существенно большей концентра-
ции— 70 мкМ против 20 мкМ в ра-
боте [13]) мы обнаружили усиление 
выхода окиси азота из раствора НГ в 
2—3 раза. Кроме того, было зарегист-
рировано образование в растворе НГ 
Д Н К Ж с цистеином, ГЗН или тио-
сульфатом, возникающим из дитиони-
та. Концентрация этих Д Н К Ж состав-
ляла 10—15% от исходной концент-
рации НГ. Введение НГ в гомогенат 
печени или почек вызывало образова-
ние в основном нитрозильных комп-
лексов гемопротеинов. 

Полученные нами данные согласу-
ются с имеющимися в литературе све-
дениями о способности растворов НП 
самопроизвольно продуцировать окись 
азота, а также выделять это вещест-
во под влиянием различных восстано-
вителей [3, 12, 13, 16]. Вместе с тем 
в противоположность этим авторам 
[12, 13] мы отметили усиление выхо-
да окиси азота из раствора НП в при-
сутствие цистеина TSH, а также ди-
тионита, действие которого на НП не 
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было ими изучено. Мы считаем воз-
можным инициирующее действие не-
гемового железа (ионов Fe2+) на вы-
ход окиси азота из растворов НГ и 
обращаем основное внимание на вклю-
чение окиси азота, высвобождаемой 
из растворов НП и НГ, в Д Н К Ж , 
образующиеся в тех же растворах. 
Образование Д Н К Ж в растворах НП 
и НГ обеспечивается дестабилизацией 
этих соединений, вызываемой их вос-
становлением. В результате железо и 
окись азота, входившие в состав НП, 
легко связываются с тиолсодержащи-
ми лигандами с образованием соот-
ветствующих Д Н К Ж . В присутствии 
дитиолов, например диэтилдитиокар-
бомата, могут возникать и соответст-
вую щ и е мои о н ит р о з и л ь и ы е комплек-
сы железа (МНКЖ) [6]. В эти 
М Н К Ж и Д Н К Ж включается до 20% 
окиси азота, входившей в состав НП, 
что на 2—3 порядка выше количества 
окиси азота, выделяемой в свободном 
виде из раствора НП. Что касается 
НГ, то при действии на него восста-
новителей вначале, по-видимому, про-
исходит гидролиз эфирной связи с вы-
свобождением аниона NO£~, который 
затем в ходе восстановительных про-
цессов продуцирует окись азота. В от-
сутствие лигандов и Fe2 + она выделя-
ется из раствора; в присутствии F2+, 
цистеина, FSH или тиосульфата начи-
нается синтез Д Н К Ж , что усиливает 
продукцию окиси азота из НГ. В ре-
зультате ее количество, включившееся 
в Д Н К Ж , более чем на 2 порядка 
превышает количество окиси азота, 
выделившейся в свободном виде из 
раствора. 

Итак1, наши данные показывают, что 
тиоловые соединения и химические 
восстановители существенно влияют 
на продукцию окиси азота из НП, 
а также НГ, причем для последнего 
этот процесс усиливается в присутст-
вии ионов F2+. Продуцирующаяся из 
НП и НГ окись азота в основном 
остается в растворе в связанном со-
стоянии, включаясь в соответствующие 
Д Н К Ж . Такая же ситуация наблюда-
ется и при введении НП и НГ в био-
логические среды [1, 2, 5—8, 10]. Вве-
дение НП в гомогенат печени и почек 
вызывает образование комплексов 
2,03; окись азота, выделяющаяся в 
|гомогеиате тканей из НГ, в основном 
связывается с гемопротеинами. Обра-
зование комплексов 2,03 в печени мьт-
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шей in vivo после введения в их ор-
ганизм НП, а также комплексов гемо-
глобин— окись азота после введения 
им НГ зарегистрировано в работах 
[6—8, 10]. Таким образом, в организ-
ме высвобождающаяся из НП и НГ 
окись азота оказывается связанной с 
различными соединениями. Этот факт 
следует учитывать при анализе акти-
вирующего влияния данного вещества 
на ГЦ в тканях животных при воз-
действии на них продуцентов окиси 
азота — НП и НГ. 
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EFFECTS O F T H I O L - C O N T A I N I N G PRE* 
ARATIONS AND IRON ON FORMATION O F 

NITRIC OXIDE FROM N I T R O P R U S S I D E AND 
NITROGLYCEROL 
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Some th io l -conta in ing subs tances 5-Na-
Ijhiosulfate, cysteine, reduced g lu ta th ione and 
educing agen t Na-dethioni te were shown to 

(flevate format ion of nitric oxide from both Na-

$! КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

Д К 616.712-007.24-07:1616.5 + 616.71 -018.3J-008.939.629-074 

ni t ropruss ide and nitroglycerol in wa te r 
solut ions, especially if Fe2+ was added into 
solut ion of ni troglycerol . Nitric oxide developed 
was main ta ined in solut ions in the complexes 
con ta in ing water soluble dinitrosyl iron and 
thiol derivat ives. Release of nitric oxide f rom 
ni t ropruss ide and ni troglycerol in an imals was 
caused by similar reactions. At the same time, 
nitric oxide, derived f rom ni t roprusside, was 
involved in complexes con ta in ing dinitrosyl 
iron and a protein with double thiol group, 
whereas nitric oxide, obtained from nitro-
glycerol, was bound with hemoglobin, 
d u c i n g Hb-nitrosyl complexes. 

pro-

Б. /7. Соколов, Б. M. HI ер, E. А. Козлов, Т. А. Цветкова, С. С. Рудаков, 
А. А. Дельвиг, В. Н. Калинин 
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У Б О Л Ь Н О Г О С И З О Л И Р О В А Н Н О Й Ф О Р М О Й 
К И Л Е В И Д О Й Д Е Ф О Р М А Ц И И Г Р У Д Н О Й КЛЕТКИ 

Институт медицинской генетики АМН СССР, Институт медицинской энзимологии АМН 
СССР, Москва 

Коллагены — белки человека и выс-
ших животных, составляющие 20— 
2 5 % от общего количества белковой 
массы в организме [4, 10]. Коллаге-
ны входят в состав всех видов соеди-
нительной ткани, формируют строму 
н а р е н х и м а тоз н ы х органов, ri р и су тст-
иуют в стенках кровеносных сосудов, 
кишечника и в базальиых мембранах. 
Наиболее широко в организме пред-
ставлены коллагены I, II и III типов. 
Коллагены I и III типов составляют 
белковую основу кожи и костей, 
11 типа — основу хряща. Молекулы 
коллагенов 11 и III типов представ-
ляют собой тримеры цепей соответст-
венно а 1 (II) и а \ ( III) , молекулы 
коллагена 1 типа состоят из двух це-
пей (х 1 (I) и одной цепи а 2 ( I ) , фор-

прующих устойчивую трехсиираль-
ую структуру, не чувствительную к 
ействию протеаз (за исключением 
пецифических коллагеназ) при фи-
пологических температурах. В ре-

зультате самосборки молекулы колла-
генов образуются в фибриллы. Фиб-
[) и л л ы до п о л и и тел ь н о ст а б и л и з и р у ют -
с:я внутри- и межмолекулярными ко-
аалентными сшивками м е ж д у сх-цепя-
ш, которые образуются между моди-
фицированными остатками некоторых 
минокислот. В отличие от молекул 

коллагенов I и II типов в молекулах 

коллагена III типа цепи связаны до-
полнительно дисульфидными мостика-
ми [ И ] . 

Коллагены играют важную роль в 
эмбриогенезе , существенно влияют на 
дифференцировку клеток соединитель-
ной ткани, а также эпителиальных и 
мышечных клеток, активно участвуют 
в формировании микро- и макроархи-
тектоники тканей [4, 8, И ] . С изме-
нениями ко л л а г е н о в с в я з а ны р а з л ич-
ные физиологические процессы, в том 
числе патологические. Известен ряд 
наследственных и врожденных болез-
ней соединительной ткани, обусловлен-
ных нарушениями структуры и мета-
болизма коллагенов. Изучение колла-
генов больных с патологией соедини-
тельной ткани может дать уникальную 
возможность для получения новых 
сведений о их роли в жизнедеятель-
ности организма человека в норме, о 
функциональной значимости различ-
ных участков молекул и разных эта-
пов их процессинга для функциониро-
вания. 

В настоящей работе мы провели 
изучение коллагенов, выделенных из 
кожи и реберного хряща больного с 
изолированной формой врожденной 
килевидной деформации грудной клет-
ки ( К Д Г К ) и 10 детей, не имевших 
признаков патологии соединительной 



А / ч 

d l ( I ) \ 
d f ( I ) p -
d 2 ( l V 

te:. 

f i i i 

Рис. 1. Э л е к т р о ф о р е з коллагенов , экстрагиро-
ванных из к о ж и больного К. (У) и ребенка 

из контрольной группы (2). 

ткани. В результате выявлены сущест-
венные изменения структуры коллаге-
нов больного с К Д Г К и получены дан-
ные, свидетельствующие об образова-
нии в коже больного сшивок между 
цепями коллагенов I и 111 типов. 

М е т о д и к а 
О б р а з ц ы к о ж и больного получали при 

биопсии, о б р а з ц ы реберного х р я щ а — при хи-
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рургической коррекции К Д Г К . В качестве 
контроля использовали аутопсийный мате-
риал. О б р а з ц ы тканей хранили при — 2 0 ° С . 
Все операции по выделению коллагенов про-
водили при 4 °С. 

Коллагены к о ж и выделяли по методу [13 | . 
О б р а з ц ы к о ж и очищали от ж и р а , мелко из-
мельчали, инкубировали в 100 о б ъ е м а х 0,5 М 
уксусной кислоты в течение суток, гомогени-
зировали в гомогенизаторе «Virt is», д о б а в л я -
ли еще 100 о б ъ е м о в 0,5 М уксусной кислоты 
и экстрагировали в течение суток. К экстрак-
ту д о б а в л я л и пепсин до конечной концентра-
ции 100 мкг/мл, инкубировали в течение 16 ч 
и центрифугировали I ч при 5000 об/мин. Д л я 
о с а ж д е н и я коллагенов к надосадочной ж и д -
кости д о б а в л я л и NaCl до конечной концент-
рации 2 М, осадок отделяли центрифугиро-
ванием при 30 000 g в течение 1 ч, растворя -
ли в небольшом объеме 0,5 М уксусной кис-
лоты и д и а л и з о в а л и против 0,5 М уксусной 
кислоты до полного удаления NaCl , после че-
го лиофилизировали . 

Выделение коллагена II типа из реберно-
го х р я щ а проводили по методу [5] с неболь-
шими изменениями. Х р я щ очищали от над-
хрящницы, гомогенизировали в гомогенизато-
ре «Vir t is» и промывали 4 М раствором гуа-
нидинхлорида . Гомогенат х р я щ а экстрагиро-
вали раствором пепсина (100 мкг /мл) в 0,5 М 
уксусной кислоте в течение суток. Э к с т р а к т 
центрифугировали (5000 о б / м и н , 30 мин) , к 
надосадочной жидкости д о б а в л я л и NaCl до 
конечной концентрации 2 М для о с а ж д е н и я 
коллагенов с последующим центрифугировани-
ем (30 000 g, 30 мин) . О с а д о к растворяли в 
небольшом количестве 0,5 М уксусной кисло-
ты и д и а л и з о в а л и против 0,5 М уксусной 
кислоты до полного удаления NaCl , после че-
го лиофилизировали . 

Э л е к т р о ф о р е з коллагеновых белков прово-
дили в градиентном ( 5 — 1 5 % ) полиакрила -
мидном геле (ПААГ) [9]. После электрофо-
реза гели о к р а ш и в а л и кумаси R-250. 

Пептидное картирование коллагенов прово-
дили по методу [12] с небольшими измене-
ниями. П р е п а р а т ы коллагеновых белков (1 мг) 
растворяли в 200 мкл раствора бромциана 
(0,1 мг/мл) в 70% муравьиной кислоты, вы-
д е р ж и в а л и 3 ч при 37 С, высушивали и под-
вергали электрофорезу в П А А Г ( 1 0 — 2 5 % ) . 
Пептидное картирование индивидуальных кол-
лагеновых полипептидов проводили, как опи-
сано ранее [3]. 

Сканирование гелей осуществляли при дли-
не волны 570 нм, соотношение площадей пи-
ков на э л е к т р о ф о р е г р а м м а х определяли с по-
мощью системы анализа и з о б р а ж е н и й IBAS-1 
(«Opton», Ф Р Г ) . 

Тотальное соотношение коллагенов III и 
I типов в экстрактах к о ж и определяли по 
формуле , аналогичной п р е д л о ж е н н о й в рабо-
те [6] : количество коллагена III типа = 

A ( a l ( I I I ) СВ5) 
A ( a l ( I) СВ8) • 1 , 5 - 0 , 8 4 8 + А ( a l ( I I I ) C B 5 ) X 

Х Ю 0 % , 
где A — площадь пика соответствующего 
пептида на денситограмме . 

Соотношение интактных молекул коллаге -
нов III и I типов, не имеющих сшивок, оп-
ределяли по формуле : 

)2 
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Рис. 2. Электрофорез пептидов, полученных после обработки бромцнаном коллагено» 
кожи больного К. (2) и ребенка из контрольной группы ( / ) . 

а — восстанавливающие условия; б — иевосстаиавливающие условия. 

количество коллагена II типа = 
X — Y 
Х+1 1 0 0 % , 

A (al (I) al (111)) 
где А = д ( а 2 — восстанав-

ливающие условия электрофореза, A ( a l (1)) 
А («2 (1)) и е в н с с т а н а в л и в а ю ш ' и е условия Г = 

электрофореза . 
Д л я определения чувствительности к пеп-

сину образцы коллагенов (100 мкг) раство-
ряли на холоду в 100 мкл 0,5 М уксусной 
кислоты, добавляли 5 мкл раствора пепсина 
(5 мг/мл) и помещали в водяную баню с 
соответствующей температурой. Через 1 ч пос-
лё начала инкубации пробирки с образцами 
помещали в жидкий азот и после заморажи-
вания лиофилизировали. Лиофилизированные 
образцы подвергали электрофорезу в ПААГ. 

Общую чувствительность коллагена II ти-
па к пепсину при 37 °С оценивали по соот-
ношению площадей пиков цепи ai (II) до и 
после обработки препаратов коллагенов пеп-
сином. 

Содержание фракции молекул коллагенов 
I [и II типов, способных к протеолитическо-

/ отщеплению N-коицевых участков, оцени-
вали по соотношению площадей пиков полно-
размерных цепей a l ( I ) , a 2 ( I ) , ос 1 (II) и соот-
ветствующих цепей a l ( I ) р , a l , 2 ( I ) р , a l ( I I ) p , 
не содержащих N-концевых участков. 

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

Ыа рис. 1 приведены результаты 
электрофореза в градиентном (5— 
1 5 % ) ПААГ коллагенов, экстрагиро-
ванных из кожи больного К. и ребенка 
из контрольной группы. Электрофоре-
грамма коллагенов кожи больного К. 
существенно отличается от нормы. Во-
первых, кроме цепей a 1(1) и а 2 (II) , 
димеров р п , рг2 и ^-компонентов, четко 
виден дополнительный полипептид, 
расположенный между a l (I) и a2 (I) 
[обозначен как a l (1)р ] , а также на-
бор полипептидов, расположенных ни-
ж е цепи a 2 (I) . В пепсиновых экст-
рактах кожи детей контрольной груп-
пы полипептид с подвижностью, анало-
гичной подвижности полипептида 
а 1(1)р , либо не обнаруживается, ли-
бо выявляется в значительно меньшем 
количестве (см. рис. 1, табл. 1). Во-
вторых, резко снижено количество ди-
мера Р12 и цепи a 2(1) . Кроме того,, 
видны полосы, образованные полипеп-
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Рис. 3. Пептидные карты полипептида а 1(1) р больного К. и цепей а 1(1) и а 2(1) 
больного К. и ребенка из контрольной группы. 

/. 4 — пептиды цепей a I (I) и а 2 (1) больного К.; 2 — пептиды цепи а I (1)Р больного К.; 3, 5— 
пептиды цепей а 1 (1) и а 2 (I) ребенка из контрольной группы. 

гидами с мол. массой более 120 000 Д , 
представляющие собой, по-видимому, 
цепи коллагена V типа, практически не 
выявляемые в норме. На рис. 2 пред-
ставлены результаты электрофореза 
пептидов, полученных после расщепле-
ния коллагенов кожи б ром цианом по 
остаткам метионина. На электрофоре-
граммах видны все высокомолекуляр-
ные СМВг-пептиды цепей коллагенов 
I и 111 типов. Кроме того, у больного 
К. присутствует дополнительный пеп-
тид XC N B r , мигрирующий несколько бы-
стрее, чем пептид а 1(1) СВ 8. В нор-
ме этот пептид практически не обнару-
живается. Относительная интенсив-
ность пептида а 2(1) СВ 3,5 у больно-
го К. снижена по сравнению с нормой, 
что коррелирует со сниженным количе-
ством цепи а 2 (1 ) , выявленным у дан-
ного больного (см. рис. 1). Цепи 
а 1(111) в коллагене III типа связаны 
дисульфидными мостиками, в которых 
у ч а с т в у ю т о с т а т к и ц и с т е и н а , р а с п о л а -
гающиеся в пептиде а 1 (III) СВ 9. 
Поэтому в норме пептид а 1 (III) СВ 9 
выявляется только при электрофорезе 

в восстанавливающих условиях (см. 
рис. 2, а) и не обнаруживается в не-
воестанавливающих условиях (см. рис. 
2, б ) . В противоположность этому у 
больного К. пептид а 1(111) СВ 9 вы-
является и в восстанавливающих, и в 
невосста на вливающих условиях, хотя 
во втором случае его относительная ин-
тенсивность снижается (см. рис. 2, а, 
б ) . Это позволяет предположить, что 
либо в гидролизате коллагенов кожи 
больного К. имеется CNBr-пептид кол-
лагена иного типа, чем 1 или III, миг-
рирующий вместе с пептидом а 1(111) 
СВ 9 коллагена III типа, либо в коже 
этого больного присутствуют короткие 
фрагменты коллагеновых молекул, со-
д е р ж а щ и е последовательности пептида 
а 1(111) СВ 9 и не имеющие дисуль-
фиды ых мостиков. 

Д л я выяснения природы полипепти-
да а 1(1) р было проведено пептидное 
картирование индивидуальных цепей 
к о л л а г е н о в , ф р а к ц и о н и р о в а н н ы х э л е к -
трофорезом в ПААГ. На рис. 3 видно, 
что полипептид а 1(1)р содержит все 
высокомолекулярные CNBr-пептиды 
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Рис. 4. Пептидные карты дополнительных полипептидов, выявляемых в пепсиновых 
экстрактах коллагенов кожи больного К. 

а — электрофореграмма коллагенов кожи больного К.; б: / — пептиды нефракциоиированных на 
индивидуальные цепи коллагенов кожи больного К.; 2—8 — пептиды полипептидов соответственно 

№> 1, а 1,2 (1)Р, № 2, 3, 4, 5 и 6. 

цепи а 1 (I) и подвижности их не изме-
нены. В то ж е время на пептидной 
карте полипептида а 1 (1)р отсутству-
ют 2 полосы, имеющиеся на карте а 
1 (I) и представляющие собой, по-ви-
димому, низкомолекулярные пептиды 
к 1 (I) СВ 2 и а 1 (I) СВ 4, располо-
женные в N -концевой области цепи 
а 1 (1). Таким образом, результаты 
CNBr-пептидного картирования свиде-
тельствуют о том, что полипептид 
а 1 (1)р представляет собой укорочен-
ную цепь а 1 (I ) , у которой в резуль-
тате либо делении, либо ограниченно-
го протеолиза отсутствует часть N - K O H -

цевой последовательности. 
G N B r -пелтидный анализ полипепти-

дов, мигрирующих быстрее цепи а 
2 ( 1 ) , показал, что они представляют 
собой в основном продукты частичного 
расщепления цепей коллагенов I и III 
Типов, поскольку содержат C N B r - n e n -

тиды, характерные для цепей а 1 ( 1 ) , 
а 2 (I) и а 1(111) (рис. 4 ) . В частно-
сти, в зоне, обозначенной а 1, 2 (1)1* 
и выявляемой после обработки пепси-
ном и в норме (см. рис. 4 ) , содержатся 
укороченные цепи а 1 (I) и а 2 (I) с 
последовательностями всех высокомо-
лекулярных C N B r -псптидов , но без 
N -концевых участков. Эти полипепти-
ды были подробно описаны нами в 
другой работе [1] . Полипептиды в зо-
не № 1, хорошо видной у больного К. 
и слабо заметной в норме (см. рис. 1), 
также содержат укороченные цепи 
а 1 (1) и а 2 (I ) , но больших размеров, 
чем в зоне а 1, 2 (1)р. Полипептиды, 
расположенные ниже зоны а 1, 2 (1)р , 
содержат лишь некоторые из высоко-
молекулярных C N B r - п е п т и д о в цепей 
коллагенов I и III типов и являются, 
по-видимому, более короткими фраг-
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Рис. 5. Электрофорез коллаге-
нов кожи больного К. ( / ) и 
ребенка из контрольной груп-

пы (2). 
а — без дополнительной обработки 
пепсином; б — после обработки 
пепсином в течение 120 ч при 4 ЭС; 
в — после обработки пепсином в те-

чение I ч при 18 °С. 
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рентами цепей a 1 (I) , a 2 (I) и a 
I (III) . 

Исключение составляет пол и пептид 
№ 5. После обработки бромцианом 
его подвижность не изменяется (см. 
рис. 4) и соответствует подвижности 
пептида XGNBr, выделяемого в значи-
тельном количестве в CNBr-гидроли-

зате коллагенов кожи больного К. Ве-
роятно, полипептид № 5 представляет 
собой цепь или фрагмент цепи колла-
гена иного типа, чем I и 111, представ-
ленного в большем количестве у боль-
ного К., чем в норме. 

На рис. 5 приведены результаты об-
работки коллагенов кожи больного К-
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Рис. 6. Пептидное картирование полипептидов, мигрирующих в зонах димеров 0ц и 
Pi2 больного К. и ребенка из контрольной группы. 

/ — пептиды нефракционированиых на цени коллагенов кожи ребенка из контрольной группы; 
2 — пептиды димера больного К.; 3 — пептиды димера f3t2, ребенка из контрольной группы; 
4 — пептиды димера р п больного К.; 5 — пептиды димера ребенка из контрольной группы. 

пепсином в различных условиях. Дли-
тельная обработка (120 ч) пепсином 
паи 4 °С приводит к существенному 
с н и ж е н и ю интенсивности полосы а 1 (1) 
и одновременному повышению интен-
сивности полосы а 1 (1)р . Соотношение 
л л о щ а д е й пиков сх 1 (I) р / а 1 ( 1 ) + 
+ а 1 (1)р повышается от 0,39 до нача-
л а обработки пепсином до 0,61 после 
ed окончания (см. табл. 1). Эти резуль-
таты подтверждают, что полипептид 
ос 1 (1)р образуется в результате про-
токол итического отщепления части N-
концевой последовательности цепи 
а 1 ( I ) . Полигтептид а 1 (1)р после об-
работки пепсином удается выявить во 
всех о б р а з ц а х коллагенов кожи детей 
контрольной группы, однако в значи-
тельно меньшем количестве (см. рис .5 
и табл. 1). У больного К. после обра-
ботки пепсином в зоне цепи а 2 (I) вы-
является дуплет из двух близколежа-
щих полос с общей интенсивностью, 
меньшей, чем первоначальная интен-
сивность цепи а 2 ( I ) , резко увеличи-
вается относительная интенсивность 
полосы № 1. Димеры (Зц и р,2 при этом 
полностью деградируют, в то время как 

в норме их количество после обработ-
ки пепсином не снижается (см. р и с . 5 ) . 

При обработке коллагенов кожи 
больного К. пепсином в течение 1 ч при 
более высокой температуре (18 °С) 
происходит практически полная дегра-
дация цепей а 1 ( I ) , а 2 (I) и полипеп-
тида а 1 (1)р (см. рис. 5 ) . Соотношение 
площадей пиков а 1 (1 ) р /а 1 (1) + 
+ а 1 (1)р увеличивается с 0,39 до на-
чала дополнительной обработки пеп-
сином до 0,56. При увеличении срока 
обработки пепсином до 8 ч существен-
ного снижения интенсивности полос 
а 1 (I) и (х 2 (I) не наблюдается, со-
отношение площадей пиков а 1 (1)р / 
/ а 1 (I) + (х 1 (1)р несколько снижает-
ся (см. табл. 1). В норме после обра-
ботки пепсином в течение 1 ч при 18 °С, 
как и после обработки при 4 °С в тече-
ние 72 ч, существенного протеолиза це-
пей а 1 (I) и а 2 (I) не происходит, од-
нако полипептиды а 1 (1)р и а 1, 2 (1)р 

выявляются более четко. Соотношение 
площадей пиков а 1 (1 ) р /а 1 (1) + 
+ а 1 (1)р составляет 0,1 —0,2. Даль-
нейшее увеличение длительности об-
работки пепсином до 72 ч не приводит 
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Т а б л и ц а 2 

Основные количественные характеристики коллагенов, экстрагированных из кожи больного К. и де-
тей контрольной группы 

Группа исследованных 

Относительное содержание (в %) 
коллагена 111 типа 

Соотношение цепей в коллагене 
I типа 

Группа исследованных 
определенное 

по маркерным 
CNBr-пептидам 

определенное 
по интактным 

а-цепям 
J L 
а 

a l (I)H-al (I)P 
<х2 (I) 

Б о л ь н о й 
Д е т и контрольной группы 

(среднее значение) 

16 

22 
( ± 4 , 3 ) 

46 

12 
( ± 6 , 5 ) 

0,11 

0 ,45 
( ± 0 , 1 5 ) 

3 ,7 

2 , 3 
( ± 0 / 2 1 ) 

к изменению спектра полипептидов и 
изменению соотношения площадей пи-
к о в а 1 ( 1 ) Р / а 1 ( 1 ) + < х 1 ( 1 ) р ( с м . 
табл. 1). При обработке коллагенов 
кожи больного К. пепсином в течение 
коротких промежутков времени выяс-
нилось, что резкая деградация цепей 
а 1 (1) и а 2 (I) происходит у ж е через 
5 мин после начала обработки при 
18 °С. Соотношение площадей пиков 
се 1 ( I ) р / а 1 (I) + а 1 (1)р при этом ж е 
отличается от наблюдаемого через 1 ч 
(см. табл. 1). 

Эти данные позволяют предполо-
жить, что деградация коллагена I ти-
па, выделяемого из кожи больного К., 
имеет двухфазный характер. В первую 
фазу , которая длится менее 5 мин, про-
исходит быстрая деградация основной 
массы цепей, причем а 2 (I) расщеп-
ляется практически полностью, а 
1 ( I ) — н е с к о л ь к о в меньшей степени. 
Цепь а 1 ( I ) , по-видимому, частично 
превращается в полипептид а 1 (1)р , 
поскольку соотношение пиков а 1 (1)р / 
/ а 1 ( 1 ) + а J (1)р возрастает. Во вто-
рую фазу (после 5 мин) деградация це-
пей идет очень медленно и наблюда-
ется снижение соотношения а 1 (1)р / 
/ а 1 ( 1 ) + а 1 (1)р , т. е. происходит пре-
имущественная но сравнению с а 1 (I) 
деградация а 1 (1)р . 

Поскольку содержание димеров у 
больного К. резко снижено и они пол-
ностью расщепляются при обработке 
пепсином, было проведено пептидное 
картирование димеров рп и pi2 с це-
лью изучения их состава. Результа-
ты оказались неожиданными. По дан-
ным литературы, димер Рп представ-
ляет собой 2 ковалентно связанные це-
пи а 1 ( I ) , димер р 12 — ковалентно 
связанные цени а 1 (I) и а 2 ( I ) . В со-
ответствии с этим пептидные карты рп 
должны содержать только пептиды, 
характерные для цепи а 1 ( I ) , а р^ — 

пептиды цепей a J (I) и а 2 ( I ) . В нор-
ме пептидные карты димеров {$п и р12 
соответствуют ожидаемым (рис. 6 ) . У 
больного К. в пептидных картах зоны 
димеров, кроме пептидов цепей кол-
лагена I типа, обнаружены пептиды 
а J (III) СВ 5 и а 1 (III) СВ 3 колла-
гена III типа. Соотношение количест-
ва цепей а 1 ( Ш ) / а 1 ( I ) , определен-
ное по маркерным CNBr-пептидам, со-
ставляет в зонах димеров р п и Р12 со-
ответственно 0,4 и 0,44. Состав у-ком-
понент больного К. и соотношение це-
пей а 1 ( Ш ) / а 1 (I) в них не отлича-
ются от нормы (данные не приведены). 

Было проведено определение коли-
чественных характеристик состава кол-
лагенов кожи больного К. и детей 
контрольной группы. Как видно из 
табл. 2, соотношение цепей а 1 (1) + 
а 1 ( 1 ) р / а 2(1) в коллагене I типа у 
больного К. существенно повышено и 
составляет 3,7, в то время как в норме 
оно равно 2, 3 ( а = 0 , 2 1 ) . 

Среднее отношение количества ди-
меров Р11+Р12 к количеству мономер-
ных цепей а 1 (I) и а 2 ( I ) , которое 
отражает уровень внутримолекуляр-
ных межцепочечных сшивок в молеку-
лах коллагена I типа, в коЖе детей 
контрольной группы составляет 0,45 
(а = 0 ,15) . У больного К. относитель-
ное содержание димеров снижено и 
составляет 0,11. Следует отмстить, что 
снижение суммарного содержания ди-
меров у больного К. происходит в ос-
новном за счет снижения содержания 
димера р 12 [соотношение димеров 
Р 1 2 / Р 1 1 в контроле равно 3,6 ( а = 1 , 0 ) , 
у больного К. оно составляет 1,2]. Оп-
ределение соотношения коллагенов III 
и I типов по маркерным CNBr-пепти-
дам а 1 ( I I I ) СВ 5 и а 1 ( I ) СВ 8, по-
зволяющее оценить тотальное соотноше-
ние коллагенов III и I типов, включая 
и связанные межцепочечными сшив-
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Рис. 7. Э л е к т р о ф о р е з коллаге-
нов, э к с т р а г и р о в а н н ы х из ре-
берного х р я щ а больного К. и 
ребенка из контрольной груп-
пы (а), и пептидов, получен-
ных о б р а б о т к о й бромцианом 
к о л л а г е н о в реберного х р я щ а 
болцного К. и ребенка из кон-

трольной группы (б) . 
] — рольной К.; 2 — ребенок из 

контрольной группы. 
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Электрофоретический анализ кол-
лагенов реберного хряща больного К. 
не выявил изменений в подвижности 
цепи а 1 (II) по сравнению с нормой 
или наличия дополнительных полипеп-
тидов. При CNBr-пептидном анализе 
изменений также не выявлено (рис .7) . 
Содержание ^-компонент в коллагене 
II типа больного не отличается от нор-
мы (табл. 3) . Отмечается повышенное 
содержание полипептида а 1 (П) р , осо-
бенно после обработки препарата кол-
лагена пепсином при 30°С. Полипеп-
тид а 1(П) Р , как нами было показано 
ранее [1] , представляет собой продукт 
отщепления концевых участков цепей 

Т а б л и ц а 3 

Основные количественные характеристики коллагена II типа , экстрагированного из реберных хря-
щей больного К- и детей контрольной группы 

ками и частично разрушенные молеку-
лы с неповрежденными маркерными 
пептидами, не выявило у больного К. 
существенного отличия от нормы. Доля 
коллагена III типа составляет у него 
16 %, в норме среднее значение равно 
2 2 % (а = 4,3) . Соотношение интакт-
ных молекул коллагенов III и I типов, 
не имеющих межцепочечных сшивок, 
определяемое по соотношению цепей 
а 1 ( I I I ) / а 1 (I) , у больного К. сущест-
венно повышено. В норме доля колла-
гена III типа среди интактных молекул 
коллагенов кожи, не имеющих сшивок, 
составляет 12 % (д = 6,5), в то время 
как у больного К. она равна 4 6 % . 

Относительное содержание (в %) 
цепи al (П)Р в пепсиновом экст-

ракте коллагенов реберного 
хряща 

Процент цепей 
a l (II). дегра-

дировавших при 
обработке пеп-

сином при 37 °С 
в течение 1 ч не обработанном 

дополнительно 
пепсином 

обработанном 
пепсином при 

3 0 °С в течение 
1 ч 

Процент цепей 
a l (II). дегра-

дировавших при 
обработке пеп-

сином при 37 °С 
в течение 1 ч 

22 33 34 

16 17 14 
( ± Ь 5 ) ( ± 1 , 6 ) ( ± 4 ) 

Группа обследованных 
Соотношение 

цепей 
Р/а в коллагене 

II типа 

BOJ 
Де-

О 

!Ы!ОЙ К-
и контрольной группы 
реднее значение) 

0 ,15 

0,11 
( ± 0 , 0 3 ) 

4* 99 



а 1 ( I I ) , входящих в состав фракции 
молекул коллагена II типа, чувстви-
тельных к протеолизу при низких тем-
пературах, т. е. содержание этой фрак-
ции молекул коллагена II типа в хря-
ще больного К. повышено. Кроме то-
го, при обработке пепсином при темпе-
ратуре 37 °С выявлена повышенная чув-
ствительность цепей а 1 (II) больного 
к протеолизу. В контрольной группе 
детей через 1 ч после начала обработ-
ки пепсином расщепляются 14 % (а = 
= 0 ,4) , у больного К. — около 34 %. 

Анализ коллагенов кожи больного К. 
с изолированной формой К Д Г К вы-
явил существенные нарушения структу-
ры коллагена I типа — основного бел-
кового компонента кожи. Повышенное 
соотношение количества цепей а 1 ( I ) / 
/ а 2 (I) и сниженное содержание диме-
ра (312 позволяет предположить у боль-
ного К. наличие мутации в гене 
COLIAI. кодирующем цепь а 1 ( I ) , ли-
бо в гене COLIA2, кодирующем цепь 
а 2 ( I ) . Предполагаемая мутация дол-
жна нарушать встраивание цепи а 2 (I) 
в молекулу коллагена I типа, приводить 
к резкому снижению стабильности об-
разующихся молекул и, кроме того, на-
рушать формирование сшивок м е ж д у 
цепями а 1 (I) и а 2 ( I ) , не нарушая 
(либо нарушая в меньшей степени) 
образование сшивок м е ж д у цепями 
а 1 ( I ) . В случае гетерозиготности по 
мутации в гене цепи а 2 (I) только по-
ловина образующихся молекул колла-
гена I типа будет иметь нарушенную 
структуру. Однако результаты изуче-
ния чувствительности к действию пеп-
сина свидетельствуют о том, что значи-
тельно больше чем 50 % молекул кол-
лагена I типа, эстрагированных из ко-
ж и больного К., имеют сниженную ста-
бильность. Таким образом, предполо-
жение о мутации в гене, кодирующем 
цепь а 2 ( I ) , возможно только в случае 
гомозиготности по данной мутации ли-
бо при полностью нефункционирующем 
втором гене COLIA2, что маловероят-
но. 

Более вероятным нам представляет-
ся предположение о мутации в гене 
цепи а 1(1), нарушающей ее взаимо-
действие с а 2(1) и образование сши-
вок м е ж д у ними. В случае гетерозигот-
ности по такой мутации 3Д образую-
щихся молекул будут дефектными, что 
лучше согласуется с полученными на-
ми результатами. 

Соотношение коллагенов III и 1 ти-
пов, определенное по CNBr-пептидам, 
у больного К. в пределах нормы, хотя 
и несколько понижено. Это свидетель-
ствует об отсутствии количественного 
нарушения синтеза коллагена 1 типа. 
В то ж е время соотношение цепей а 
1(111)/,а 1(1) , о т р а ж а ю щ е е соотноше-
ние интактных молекул, не имеющих 
сшивок, у больного повышено в 4 ра-
за (превышение над средним значенн-
ом нормы более 4а; см. табл. 2 ) . Рас-
х о ж д е н и е количественных соотноше-
ний, определенных двумя методами, 
свидетельствует о том, что в экстрак-
тах коллагенов кожи больного К. име-
ется большое количество частично 
разрушенных молекул коллагена I ти-
па, которые, имея неповрежденную об-
ласть пептида а 1 (1 )СВ 8, вносят свой 
вклад в определение тотального соот-
ношения коллагенов III и I типов, но 
не участвуют при определении соотно-
шения по интактным а-цепям. Это 
предположение подтверждается выяв-
лением при электрофорезе коллаге-
нов кожи больного К. большого числа 
продуктов частичной деградации цепей 
а 1 (I) и а 2(1) (см. рис. 1 и 4 ) , a 
также высокой чувствительностью кол-
лагена I типа к обработке пепсином. 

Выявление в бромциановых гидро-
лизатах коллагенов кожи больного К. 
пептида а 1(111) СВ 9 при электрофо-
резе в невосстанавливающих условиях, 
а также выявление полипептида № 6, 
дающего после обработки бромцианом 
пептид а 1 (III) СВ 9, свидетельствуют 
0 наличии в коже этого больного корот-
ких молекул коллагена, содержащих 
фрагмент цепи а 1 (III) размером, не-
сколько превышающим размер пепти-
да а 1 (III) СВ 9. 

Чрезвычайно интересным представ-
ляется нам факт обнаружения в пеп-
тидных картах димеров |3ц и Pi* 
больного К. CNBr-пептидов цепи а 
1 (III ) . Наличие этих пептидов трудно 
объяснить примесыо димеров коллаге-
на III типа. Во-первых, при картиро-
вании цепей а 1 (I ) , полученных при 
электрофорезе в невосстанавливающих 
условиях, наличия примесей пептидов 
коллагена III типа не выявлено. 
В связи с этим предположение о кон-
таминации дополнительно требует 
предположения о том, что дисульфид-
ные связи нарушены либо дестабили-
зированы в молекулах коллагена III 
типа, цепи которых участвуют в обра-
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зовании Р-компонент состава а 
1 (111)—а 1 (III) и не нарушены в дру-
гих молекулах. Во-вторых, димеры кол-
лагена III типа и димеры р ! 2 коллаге-
на 1 типа имеют существенно разли-
чающиеся электрофоретические под-
вижности, обусловленные значитель-
ными различиями в подвижностях 
цепей а 1(111) и а 2 ( I ) . Таким обра-
зом, полученные нами данные свиде-
тельствует о наличии в коже больного 
К. сшивок м е ж д у цепями коллагенов 
I и III типов, а именно — сшивок 
м е ж д у цепями а 1 (II) и а 1 (I) и меж-
ду а 1 (III) и а 2 ( 1 ) . Ранее было опи-
сано существование сшивок только 
м е ж д у цепями а 1(111) и а 1(1), при-
чем выявлены они были в нераствори-
мой фракции коллагенов аорты быка 
и л|ейомиомы человека [7] . Наши дан-
ные показывают, что сшивки м е ж д у 
коллагенами 1 и III типов, по крайней 
мере в патологических случаях, могут 
существовать и в коже человека, при-
чем возможны сшивки не только меж-
ду цепями а 1 (III) и а 1(1) , но и 
ме^кду цепями а 1 (III) и сс2(1) . Вы-
явление сшивки м е ж д у цепями а 1(1) 
и а 1(111) интерпретировали [ 7 | как 
указание на образование смешанных 
фибрилл, состоящих из молекул кол-
лагенов I и III типов. Наши данные 
дойускают такое предположение, од-
нако трудно поддается объяснению тот 
факт, что р-компоненты, в состав ко-
торых входят цепи а 1(111), не связа-
ны дисульфидными связями с другими 
цепями а 1(111), входящими в состав 
молекулы коллагена III типа. Дисуль-
фидные связи в молекулах коллагена 
III типа образуются внутриклеточно, 
т. е. д о формирования фибрилл и по-
перечных сшивок. Поэтому с учетом 
наших данных гипотеза об образова-
нии смешанных фибрилл требует 
предположения о том, что возникнове-
ние сшивок м е ж д у цепями а 1 (III) и 
цепями коллагена I типа разрушает 
или дестабилизирует дисульфидные 
мостики в коллагене III типа. В на-
стоящее время нет данных о том, что 
цецш коллагенов I и III типов могут 
образовывать смешанные молекулы. 
Однако имеется большое сходство в 
строении цепей а 1 (I) и а 1 (III) и рас-
пределении сшивок в коллагенах I и 
III типов. Полученные при изучении 
больного К. результаты, свидетельст-
вующие о наличии у него цепей кол-
лагена III типа, сшитых с цепями кол-

лагена I типа и не имеющих дисуль-
фидных связей, в принципе позволяют 
допустить возможность образования 
смешанных молекул, состоящих из це-
пей коллагенов I и III типов. Смешан-
ные молекулы, с о д е р ж а щ и е не более 
одной цепи loci 1(111), не будут иметь 
дисульфидных связей. 

Результаты, полученные нами при 
изучении больного К., свидетельствуют 
о взаимосвязи синтеза и метаболизма 
разных типов коллагенов в коже. 
Свойства одного типа коллагенов су-
щественно влияют на синтез и созре-
вание других типов коллеганов. 
У больного К. имеется, по-видимому, 
первичное изменение коллагена I ти-
па. Однако эти изменения сказывают-
ся и на других типах коллагенов. 
В частности, у больного К. наблюда-
ется увеличение содержания коллаге-
на V типа (см. рис. 1), появляются 
ковалентные сшивки м е ж д у цепями 
коллагенов I и III типов, которые в 
норме в коже либо отсутствуют, либо 
имеются в очень небольшом количест-
ве. Кроме того, снижается в некото-
рой степени и стабильность коллагена 
III типа, о чем: свидетельствует выяв-
ление значительных количеств про-
дуктов деградации цепей а 1(111) в 
экстракте коллагенов кожи больного 
К. (см. рис. 1). Следовательно, мета-
болическим превращениям молекулы 
коллагенов подвергаются как взаимо-
связанные и взаимозависимые компо-
ненты экстраклеточного матрикса. 

Ранее мы показали [1] , что в коже 
и хряще здоровых индивидуумов сре-
ди молекул коллагенов I и II типов 
всегда присутствуют 2 фракции моле-
кул. Первая фракция состоит из моле-
кул, устойчивых к пепсину при тем-
пературе ниже 33 °С, вторая фракция 
(до 20 % всех молекул) состоит из мо-
лекул с дестабилизированной структу-
рой (особенно в области N-концевого 
участка) , чувствительных к действию 
пепсина при температурах ниже 33 °С. 
При действии иротеаз при температу-
ре ниже 33 °С происходит отщепление 
N-концевых участков, чувствительных 
к пепсину молекул, с образованием 
полипептидов a l ( I ) p , a l , 2 ( I ) p и 
a l ( I I ) p . При температуре 3 3 ° С моле-
кулы чувствительной к пепсину фрак-
ции полностью расщепляются в отли-
чие от нечувствительной фракции. Мы 
предположили [1] , что образование 
фракции молекул с дестабилизирован-
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ной структурой является закономер-
ным процессом созревания и функцио-
нирования коллагенов, необходимым 
для их обмена в тканях. У больного 
К- практически весь коллаген I типа 
представлен фракцией чувствительных 
к пепсину молекул. Однако в отличие 
от фракции чувствительных молекул, 
имеющихся в норме и не расщепляе-
мых (за исключением N-концевых 
участков) пепсином при температуре 
ниже 33°С, молекулы коллагена 1 ти-
па больного К. в силу структурных на-
рушений деградируют уже при 18 °С. 
Не исключено, что практически пол-
ная представленность коллагена 1 ти-
на больного К. фракцией молекул с 
дестабилизированной структурой необ-
ходима как компенсаторный меха-
низм, стимулирующий процесс обмена 
дефектных молекул. 

При изучении коллагена II типа, 
выделенного из реберного хряща боль-
ного К., также выявлено некоторое 
снижение общей стабильности колла-
гена II типа и повышенное содержа-
ние фракции молекул с повышенной 
чувствительностью концевых участков 
к пепсину. Аналогичные изменения мы 
выявили у больных с синдромом 
Элерса — Данло 11 типа, с синдрома-
ми Марфана и Видемана — Беквита, 
имеющих врожденные деформации 
грудной клетки, а также у больных с 
изолированными формами воронкооб-
разных деформаций грудной клетки 
[2]. Является ли это первичным зве-
ном, вызывающим развитие деформа-
ций грудной клетки, или же это меха-
низм, компенсирующий болезнь и сти-
мулирующий обмен коллагенов в па-
тологически развивающемся хряще, 
остается невыясненным. 
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I M P A I R M E N T IN S T R U C T U R E OF COL-
LAGEN I AND P R E S E N C E O F C R O S S - L I N K S 
B E T W E E N P E P T I D E C H A I N S O F COL-
LAGENS I AND III IN T H E PATIENT WITH 

ISOLATED FORM O F P I G E O N C H E S T 

B. P. Sokolov, В. M. Slier, E. A. Kozlov, 
T. A. Tsvetkova, S. S. Rudakov, A. A. Del'vig, 

V. N. Kalinin 

Ins t i tu te of Medical Genetics, Inst i tute of Me-
dical Enzymology, Academy of Medical 

Sciences of the USSR, Moscow 

Skin and rib car t i lage col lagens were 
studied in patient I.I.K. with isolated form of 
pigeon chest as well as in a g roup of children 
without any impai rments of connective tissue. 
Distinct decrease in stabil i ty of collagen I, an 
increase in the rat ion of oci ( I ) / а г ( I ) chains 
and impairment in format ion of dimers were 
detected in the patient with pigeon chest. In 
the patient skin total ratio between col lagens 
I and III, calculated from a content of BrCN-
peptides, was similar to normal level, whereas 
the proportion was markedly increased between 
intact molecules of col lagens III and I free of 
cross-links, which was calculated f rom the 
ratio of cc! (111) /ex2(I) chains. Presence of cross-
links between ос ((III) and cxi (I) chains as well 
as between oci ( I I I ) and ад(1) chains was de-
tected af ter peptide mapp ing of polypeptides 
a r ranged in the region of i|3n and p ! 2 dimers. 
All the col lagen I preparat ion, extracted from 
skin of the patient I.I.K., contained molecules 
with unstabil ized N-terminal sites. These re-
sul ts sugges t that mutat ion occurred in the N-
terminal region of a i ( I ) chain. Analysis of col-
lagen from the patient I.I.K. rib car t i lage de-
mons t ra ted a sl ight decrease in total s tabil i ty 
of collagen II as well as elevated concentrat ion 
of collagen II molecules con ta in ing unstabil ized 
N-terminals . Mechanisms responsible for forma-
tion of cross-l inks between polypeptide chains 
of col lagens I and III detected in human skin 
are discussed. 
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НА И М М О Б И Л И З О В А Н Н О М П Л А З М И Н Е 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

В данной работе при исследовании 
сНособности фрагментов фибронектина 
с т и мулировать п р о л и ф е р а ц и ю фибро-
бластов использовали ограниченный 
протеолиз фибронектина иммобилизо-
ванным плазмином [1] . При действии 
плазмина фибронектин расщепляется 
только в наиболее чувствительных к 
протеолизу участках [6] . При этом 
ог щеп л я ется фрагмент, сод е р ж а щи й 
м е ж су бъ ед и н и ч н ы е д и су л ьф и д н ы е 
связи, следующие за ним два домена 
на том ж е С-конце молекулы фибро-
нектина, а также N-концевой и сосед-
ний с ним домены фибронектина. Ог-
раниченный протеолиз фибронектина 
плазмином позволяет, следовательно, 
получить фрагменты центральной ча-
сти молекулы, с о д е р ж а щ и е клетку-
связывающий домен и набор доменов, 
р а с п о л о ж е и н ы х в концевых у ч а с т к а х 
нативной молекулы, не содержащий 
клеткусвязывающего домена. Мы об-
наружили, что фрагменты централь-
ной части фибронектина, с о д е р ж а щ и е 
клеткусвязывающий домен, обладают 
сродством к иммобилизованному 
плазмину. Используя это свойство, 
мы отделили N- и С-коицевые доме-
ны фибронектина и соседние с ними 
от центрального фрагмента, содержа-
щего клеткусвязывающий домен. 

М е т о д и к а 

Фибронектин крови человека получали из 
сыворотки или из нитратной плазмы описан-
ным ранее методом [2], но без добавления 
фенилметилсульфонилфторида (ФМСФ) . Сы-
воротку, из которой получали фибронектин, 
д в а ж д ы центрифугировали при 3000 об/мин в 
течение 5 мин, смешивали с желатии-сефаро-
зой 4В, предварительно отмытой раствором 1 
(0,01 М трис-HCl, 0,001 М ЭДТА рН 7,4) и 
инкубировали во вращающейся колбе 2 ч при 
20 °С или в течение ночи при 3 °С. Сефарозу 
отделяли на стеклянном фильтре или центри-
фугировали при 4000 об/мин (1 мин), отмы-
вали раствором 1 и фибронектин элюирова-

раствором 2 (1М NaBr, 0,02 М Ыа-ацетат-
HAIH буфер рН 5,0) и осаждали сульфатом 

ш о н и я ( 2 2 % от насыщения) при 3 °С в те-

чение ночи. Осадок, полученный центрифуги-
рованием при 10 000 g (10 мин), растворяли 
и диализовали против раствора 1. Плазмин 
(фибринолизин; «Koch-Light», Англия) иммо-
билизовали на CNBr-активированной сефарозе 
в конечной концентрации 1 мг/мл и расщеп-
ление фибронектина иммобилизованным плаз-
мином проводили либо в растворе 1, либо в 
растворе 3 (0 ,01% твин-80, 0,35 М NaCl, 
0,05 М трис-HCl рН 7,4). Инкубацию фибро-
нектина с плазмин-сефарозой проводили при 
соотношении 3—5 мг фибронектина на 1 мл 
геля 6—18 ч при 20 °С в рециклизованной ко-
лонке. Фрагменты, не связавшиеся с плазмин-
сефарозой, осаждали сульфатом аммония 
(50 % от насыщения) , осадок растворяли в 
растворе I и диализовали против 1. Связав-
шиеся с плазмин-сефарозой фрагменты элюи-
ровали раствором 2. Электрофорез образцов 
проводили по методу [5] в 5—15 % полиакри-
ламидном геле. Действие фибронектина и его 
фрагментов на пролиферативную активность 
клеток оценивали, как описано ранее [4), с 
незначительными изменениями. Эмбриональ-
ные фибробласты человека (штаммы получены 
в Институте медицинской генетики АМН 
СССР) выращивали в среде Игла с 0,1 % ка-
иамицином, 1 % глутамином и 5 % эмбрио-
нальной сывороткой на пластиковых чашках 
и по достижении клетками субконфлюентной 
плотности (на 3—4-е сутки) среду заменяли 
на содержащую 0,5 % эмбриональной сыво-
ротки. Через 24 ч в культуру добавляли фиб-
ронектин или его фрагменты в растворе 1 
(100 мкл на 2 мл среды), а еще через 
18—20 ч вводили 3Н-тимидин (2 мкКи на 
пластиковую чашку, 900 ТБК/моль, СССР) на 
1—2 ч. Меченую среду собирали, клетки опо-
ласкивали холодной средой Игла и заливали 
2 мл холодной 5 % трихлоруксусной кислотой 
(ТХУ). Через 2 ч ТХУ удаляли, чашки опо-
ласкивали 2 раза 5 % ТХУ и 2 раза 96 % эта-
нолом, после удаления следов которого клет-
ки растворяли в 0,3 М КОН, измеряли опти-
ческую плотность в УФ-светс при 260 нм и 
брали аликвоты для определения радиоактив-
ности. 

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

Д л я исследования влияния фрагмен-
тов на пролиферативную активность 
фибробластов важно исключить как 
возможные побочные цитотоксические 
эффекты, которые могут возникать 
при действии примесей Ф М С Ф , азида 
натрия и других веществ, так и воз-
можное митогенное действие, которое 
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может быть обусловлено, например, 
примесью протеиназ, детергента и др. 
Поэтому препараты фибронектина и 
его фрагментов получали без исполь-
зования ФМСФ; отсутствие плазмина 
обеспечивали, используя иммобилизо-
ванный плазмин, а контроль за отсут-
ствием протеолитической активности в 
препаратах фрагментов проводили, 
анализируя свойство препаратов фраг-

Действие фрагментов фибронектина на синтез 
Д Н К в культуре эмбриональных фибробластов 

человека 

Фрагменты 

Б
ел

ок
, 

м
кг

 

Вк
лю

че
ни

е 
3Н

-т
им

ид
и-

на
, 

им
п/

м
ин

 
на

 1
0е к

ле
-

то
к 

(.
 1

 О
-4

) 

Не связываемые плаз- 1,2 2 ,0 
мин-сефарозой 2 ,4 2 ,5 

3 ,6 6 ,5 
4 ,8 9 ,8 
6 ,0 10,8 
9 ,6 14,6 

12,5 15,8 
Связываемые плазмин- 1,2 1,2 

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

19,0 1,8 

ментов расщеплять нативный фибро-
нектин [1 ] . Чтобы оценить значение 
возможной примеси детергента в пре-
паратах фрагментов, исследовали рас-
щепление фибронектина плазмииом в 
присутствии твина-80 и без твина-80. 
Оказалось, что если протеолиз иммо-
билизованным плазмииом проводить 
при низкой ионной силе и в отсутст-
вие детергента, то лишь небольшая 
часть от внесенного белка остается 
вне связи с плазмин-сефарозой. Ос-
тальной белок может быть элюирован 
с плазмин-сефарозы введением детер-
гента и повышением ионной силы. 

На рисунке представлены результа-
ты электрофоретического разделения 
фрагментов фибронектина, получен-
ных при действии иммобилизованно-
го плазмина. Фрагменты, не связы-
вающиеся с плазмин-сефарозой (трек 
/ ) отличаются (по молекулярной мас-
се) от связавшихся (трек 2). Среди 
несвязавшихся нет «тяжелых» фраг-
ментов (фрагмент с наибольшей мол. 
массой 45 к Д ) , а связавшиеся, напро-
тив, представлены почти исключитель-
но (кроме 29 к Д ) «тяжелыми» фраг-
ментами ( , ^ 1 2 0 к Д ) . Поскольку наи-
меньший из «тяжелых» фрагментов 
имеет мол. массу 120 кД, то это озна-
чает, что клеткусвязывающий домен 
(расположенный в центральной части) 
находится в составе «тяжелых» фраг-
ментов. Следовательно, в условиях на-
шего эксперимента удалось отделить 
фрагменты, с о д е р ж а щ и е клеткусвязы-
вающий домен, от концевых и сосед-
них с ними, не содержащих клетку-
связывающего домена. 

Нашей задачей, выходящей за рам-
ки настоящего исследования, являлась 
идентификация фрагмента фибронек-
тина, стимулирующего пролиферацию 
фибробластов. Поскольку стимулиру-
ющее пролиферацию действие фраг-
мента, по-видимому, д о л ж н о быть 
опосредовано рецептором, представ-
ляло интерес выяснить, оказывают 
ли стимулирующее пролиферацию 
действие фрагменты, с о д е р ж а щ и е 
клеткусвязывающий домен, к кото-
рому, как известно, есть рецептор 
на поверхности фибробластов [6] . Как 
свидетельствуют результаты соответ-
ствующих экспериментов (см. табли-
цу) , ни фибронектин, ни «тяжелые» 
фрагменты такого действия не оказы-
вают. З а т о «легкие» фрагменты в не-
сколько раз стимулируют включение-
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3Н-тимидина в Д Н К . Следовательно, 
стимулирующее пролиферацию дей-
ствие легких фрагментов, не обуслов-
ленное клеткусвязывающим доменом, 
опосредовано, очевидно, не рецепто-
ром к этому домену, а рецептором к 
другому участку фибронектина. Точ-
ная идентификация фрагмента, стиму-
лирующего пролиферацию фибробла-
стов, является предметом другого ис-
следования. 

В недавно опубликованной работе 
[о] показано, что препараты фибро-
нектина часто содержат в качестве 
примеси трансформирующий фактор 
роста (р -TGF) , который, как извест-
но, при определенных условиях явля-
ется митогенным фактором или, на-
против, ингибирует митогенную ак-
тивность. М о ж н о было бы считать, что 
наличие стимулирующей пролифера-
цию фибробластов активности в полу-
ченных нами фрагментах обусловлено 
примесыо p-TGF. Однако скорее всего 
это не так, поскольку препараты 
фрагментов, стимулирующие в наших 
опытах пролиферацию фибробластов, 
сохраняли эту активность после уда-
ления желатине в я з ы в а ю щ и х ф р а г м е н -
тов [1 ] . Известно [3 ] , что (3-TGF об-
ладает сродством к желатину и, сле-
довательно, д о л ж е н быть удалей вме-
сте с желатинсвязывающими фрагмен-
тами. Таким образом, в настоящей ра-
боте предложен метод, позволяющий 
отделить набор концевых фрагментов, 
характеризующийся наличием стиму-
лирующей пролиферацию активности, 
от набора фрагментов, с о д е р ж а щ и х 
центральную часть молекулы, в том 
числе клеткусвязывающий домен, не 
о б л а д а ю щ и й стимулирующей проли-
ферацию активностью. 
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ISOLATION OF FIBRONECTIN P E P T I D E 
FRAGMENTS, DISSIMILAR IN THEIR SIZE 
AND BIOLOGICAL ACTIVITY, BY MEANS 
OF AFFINITY CHROMATOGRAPHY ON A 
COLUMN WITH IMMOBILIZED PLASMIN 

A. N. Chubukina, A. D. Zlatopolsky, M A. Zai-
denberg 

Insti tute of Biological and Medical Chemistry, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

Plasmin, immobilized on Sepharose, was 
used for isolation of human blood plasma fi-
bronectin f ragments obtained after proteolysis.. 
Under definite conditions the major part of the 
fibronectin f ragments , liberated dur ing pro-
teolysis, remained to be bound to plasmin-
Sepharose. As shown by electrophoretic ana-
lysis, the fraction of f r agmen t s bound to 
plasmin-Sepharose constituted mainly "heavy" 
( > 1 2 0 kD) peptides and one " l ight" (29 kD) 
peptide, while only " l ight" f r agmen t s ( < 4 5 kD) 
were detected in the free unbound fraction. 
These unbound to plasmin-Sepharose fibronectin 
f r agments were found to s t imulate proliferation 
of human embryonal f ibroblasts in cell culture, 
whereas the plasmin-Sepharose bound pept ides 
did not exhibit any effects on proliferation. 
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С Р А В Н И Т Е Л Ь Н Ы Й М И К Р О А Н А Л И З Л И П И Д О В 
Н Е К О Т О Р Ы Х К О М П О Н Е Н Т О В СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА 

Калининский университет 

К настоящему времени достаточно 
подробно изучены и охарактеризованы 
основные белковые компоненты систе-
мы свертывания крови |3 , 5, 6, 8, 9 ] . 
Установлено важное значение липид-
ных компонентов, в частности фосфо-

липидов, в процессах гемостаза [1Г 
4—6, 9 ] . Вместе с тем подробного 
анализа липидного состава основного 
продукта гемостаза — сгустка, на-
сколько это известно из данных лите-
ратуры, практически не проводилось. 
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Интерес же к исследованию липидно-
го профиля сгустка в сравнении с сы-
вороткой и плазмой крови определя-
ется прежде всего тем, что в нем фик-
сируются отдельные липидные фрак-
ции, имеющие важное значение в фор-
мировании и функционировании ком-
понентов системы гемостаза. 

В связи с этим целью настоящего 
исследования было сравнительное 
изучение микрохроматографическими 
методами качественного состава и ко-
личества основных липидных компо-
нентов сгустка, сыворотки и плазмы 
крови у здоровых людей и больных с 
хроническими неспецифическими вос-
палительными заболеваниями легких, 
находящихся в состоянии ремиссии. 

М е т о д и к а 

Материалом служила венозная кровь 
10 здоровых людей и 10 больных с хрони-
ческими неспецифическими воспалительными 
заболеваниями легких 40—60 лет (мужчины). 
Д л я получения плазмы кровь смешивали, не 
допуская образования сгустков и воздушных 
пузырей, с антикоагулянтом (3,8 % раствором 
цитрата натрия) в соотношении 9 : 1 . Затем 
кровь центрифугировали при 3000— 
4000 об/мин в течение 15 мин. Цитратную 
плазму использовали для получения сгустка 
без форменных элементов крови («чистый 
сгусток»). Д л я этого к 0,5—1 мл плазмы до-
бавляли 0,05—0,1 мл 5 % раствора СаС1г. 
Смесь перемешивали стеклянной палочкой, ко-
торую оставляли в плазме. Пробирки ставили 
в термостат на 10 мин при 37 °С. Образо-
вавшийся сгусток переносили на обезжирен-
ный фильтр и отжимали до исчезновения сле-
дов влаги на фильтре. Высушенный таким 
образом сгусток взвешивали на торсионных 
весах. Рассчитывали массу сгустка в милли-
граммах на 1 мл исследуемой плазмы крови. 
По описанной методике получали 10—20 мг 
сгустка. Оставшуюся жидкую часть (сыворот-
ка) использовали для анализа липидного со-
става. 

Исследуемые сгустки (10—20 мг) гомоге-
низировали в течение 5 мин с 2 мл смеси хло-
р о ф о р м — метанол (соотношение 2 : 1 ) для 
извлечения общих липидов ( О Л ) . Время экст-
ракции после гомогенизации 10—20 мин. Пос-
ле этого материал фильтровали через обез-
жиренный фильтр с последующим промыва-
нием 0,1—0,2 мл экстрагирующей смеси. Ме-
танолом доводили объем до 1—2 мл, из него 
отбирали по 0,1 мл для определения ОЛ. 
Остаток упаривали на водяной бане при 
40—50 °С досуха, растворяли в 0,2 мл хлоро-
форма и использовали для последующей хро-
матографии. 

Экстракцию и очистку общей липидной 
фракции из сыворотки и плазмы крови, коли-
чественное определение О Л плазмы, сыворот-
ки крови и сгустков без форменных элемен-
тов проводили по методу, описанному ра-
нее |2 ] . 

Качественный состав и количество отдель-
ных липидных фракций сыворотки, плазмы и 
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сгустка без форменных элементов крови изу-
шли с применением микротонкослойной хро-
матографии [2 | . 

Рассчитывали относительное содержание и 
бсолютное количество всех липидных фрак-

ций. Данные обработаны методом вариациои-
юй статистики. 

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

Результаты сравнительного изуче-
ния липидного состава плазмы, сыво-
)отки и сгустка без форменных эле-
ентов крови здоровых людей пред-

тавлены в табл. 1. Как видно из 
табл. 1, содержание ОЛ в нитратной 
плазме выше, чем в полученной после 
удаления сгустка сыворотке. Количе-
ство ОЛ в сгустке составляет пример-

к 

VO 

но '/б часть от ОЛ плазмы крови 
(100,1-4=3,9 мг% ) с индивидуальными 
Колебаниями от 80 до 115 м г % . 

Липидный состав плазмы, сыворот-
ки и сгустка крови был примерно 
одинаков. Основная масса липидов 
(в процентах от суммы ОЛ) пред-
ставлена фосфолипидами ( Ф Л ) , со-
ставляющими более XU части, холесте-
рином (ХС) и его эфирами (ЭХС)— 
dвыше 3 0 % , а также свободными 
жирными кислотами (СЖК) и тригли-
церидами (ТГ). Иногда выявляется 
незначительное количество других 
фракций. Вместе с тем относительное 
содержание отдельных фракций в изу-
чаемых объектах (особенно в сгуст-
ке) существенно различно. Если по 
j ипидным фракциям сыворотка и 
плазма крови количественно достовер-
но не отличаются друг от друга, то 
в составе липидов сгустка содержа-
ние С Ж К было в 2 с лишним раза 
выше, чем в плазме или сыворотке 
шови; относительное количество ТГ, 
ЭХС было ниже, чем в сыворотке или 
штазме крови. Причем относительное 
содержание ХС и ЭХС было пример-
но одинаковым, тогда как в плазме и 
сыворотке крови отмечено преимуще-
ство ЭХС над ХС. 

С ра внительны й анализ а бсолютного 
содержания ОЛ и отдельных липид-
ных фракций показывает, что часть 
липидов плазмы переходит в сгусток, 
причем это хорошо коррелирует с 
остающейся частью липидов в сыво-
ротке крови. Больше всего при обра-
зовании сгустка из плазмы крови за-
хватывается ФЛ и СЖК, в сумме со-
ставляющих более 50%. Остальные 
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50 % приходятся на долю других 
фракций (ХС, ТГ, ЭХС). 

Интересным представляется сопо-
ставление абсолютной доли отдельных 
липидных фракций плазмы и сгустка 
крови. Если ФЛ сгустка составляют 
примерно 7е часть суммарного коли-
чества О Л плазмы, то ХС — 7s, 
Э Х С - 7 g , ТГ — 7 $ , С Ж К — 7 з . Из 
сопоставления этих данных можно за-
ключить, что в процессе образования 
«чистого сгустка» значительная часть 
липидов плазмы и прежде всего С Ж К , 
ФЛ, ХС и в меньшей степени нейт-
ральные липиды, ЭХС могут захваты-
ваться белковыми компонентами свер-
тывающей системы крови. Эти процес-
сы, по всей видимости, осуществляют-
ся при участии липопротеидов. Суще-
ствуют данные о том, что комплекс 
фибирногена с фибронектином связы-
вает значительное количество липо-
протеидов низкой плотности [7]. 

Учитывая, что значительное число 
заболеваний характеризуется сущест-
венными изменениями белкового и ли-
пидного профиля плазмы и сыворотки 
крови, логично предположить, что ха-
рактер липидного спектра сгустка бу-
дет в значительной степени опреде-
ляться метаболическими сдвигами в 
липидном и белковом профилях плаз-
мы крови таких больных. 

Подтверждением этого предположе-
ния являются данные табл. 2, в кото-
рой представлены сведения об изме-
нениях липидного состава сгустка, 
плазмы и сыворотки крови у больных 
с хроническими неспецифическими 
воспалительными заболеваниями лег-
ких. Из представленных результатов 
следует, что, кроме некоторого сниже-
ния количества О Л , существенных из-
менений относительных величин боль-
шинства липидных фракций плазмы 
крови у больных с хроническими не-
специфическими воспалительными за-
болеваниями легких не обнаружено. 
Содержание суммарных липидов в сы-
воротке крови у таких больных было 
т а к ж е ниже, чем у здоровых людей. 
Отмечено снижение относительного и 
абсолютного количества ХС, а доля 
С Ж К была выше, чем у здоровых 
людей. 

При анализе липидного состава 
сгустка крови без форменных элемен-
тов у больных с хроническими неспе-
цифическими воспалительными забо-
леваниями легких по сравнению со 

здоровыми людьми обнаружено досто-
верное снижение относительной доли 
свободного ХС и ЭХС. Выше, чем у 
здоровых людей, было содержание 
ФЛ (абсолютное содержание) , С Ж К 
и ТГ. Фосфолипиды сгустка крови без 
форменных элементов у таких боль-
ных составляют 7Б часть ФЛ плазмы, 
ХС — 7б, С Ж К - 2/5, ТГ - 7б, а ЭХС -
7ю. 

Эти данные свидетельствуют о том, 
что спектр липидного состава сгустка 
без форменных элементов у больных 
с хроническими неспецифическими 
воспалительными заболеваниями лег-
ких значительно отличается от харак-
тера липидного профиля сгустка у 
здоровых людей, что может с л у ж и т ь 
дополнительным критерием для диффе-
ренциально-диагностических целей. 

Проведенное исследование позволя-
ет заключить, что в процессе образо-
вания сгустка крови без форменных 
элементов часть липидов плазмы пе-
реходит в сгусток. В липидном соста-
ве сгустка крови без форменных эле-
ментов здоровых людей определяются 
все те ж е фракции, что и в плазме и 
сыворотке крови, с преимуществен-
ным содержанием ФЛ и С Ж К , в сум-
ме составляющих около половины О Л 
сгустка. 

Больше всего в сгусток крови бе& 
форменных элементов у здоровых лю-
дей переходят ФЛ и С Ж К плазмы, 
тогда как у больных с хроническими 
неспецифическими заболеваниями лег-
ких — ФЛ, С Ж К и ТГ. Изменения 
липидного спектра сгустка крови у 
больных с хроническими неспецифиче-
скими воспалительными заболевания-
ми легких являются более показа-
тельными, чем плазмы и сыворотки 
крови, что может быть использовано 
в целях диагностики указанных забо-
леваний. 
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Lipid compos i t ion w a s s tud ied in blood 
p l a sma , blood s e rum and blood clot of h e a l t h y 
pe r sons and of pa t i en t s wi th chron ic unspeci f ic 
l u n g i m p a i r m e n t s . S imi la r lipid compos i t ion w a s 
detected in blood clot ( f ree of cells) and in 
blood p l a s m a or blood s e r u m where phosphol i -
pids and f ree f a t t y ac ids prevai led and con-
s t i tu ted about a half of the to ta l l ipids con-
tent . D u r i n g f o r m a t i o n of blood clot a par t of 
blood p l a s m a l ipids w a s t r a n s f e r r e d to the clot . 
Phospho l ip id s and free f a t t y ac ids were ma in -
ly detec ted in the blood clot of hea l thy 
persons , whi le in pa t i en t s wi th chronic unspe-
cific l u n g s i m p a i r m e n t s t r ig lyce r ides were a l so 
detected in the clot. A l t e r a t i ons in lipid com-
posi t ion of blood clot were m o s t i n f o r m a t i v e 
in pa t i en t s wi th ch ron ic unspec i f ic l u n g s 
i m p a i r m e n t s as c o m p a r e d with blood s e r u m and 
p la sma , which m i g h t be used for d i a g n o s i s of 
the i m p a i r m e n t s s tud ied . 

4 КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

УД К 616.248-056.3-022-07:616.155.1:576.314 

E. А. Бородин, Ю. С. Ландыше в, М. В. Савельева 

С Т Р У К Т У Р Н О - Ф У Н К Ц И О Н А Л Ь Н Ы Е С В О Й С Т В А 
М Е М Б Р А Н Э Р И Т Р О Ц И Т О В У Б О Л Ь Н Ы Х 

И Н Ф Е К Ц И О Н Н О - А Л Л Е Р Г И Ч Е С К О Й Б Р О Н Х И А Л Ь Н О Й АСТМОЙ 

Б л а г о в е щ е н с к и й медицинский институт 

В развитии заболеваний важную 
роль играют повреждения биологиче-
ских мембран [5, 24, 25] . Дефекты, 
затрагивающие плазматическую мем-
брану клетки и мембраны внутрикле-
точных органелл, установлены при 
гипертонической болезни [10, 11], ате-
росклерозе [3, 9, 15, 18], заболеваниях 
печени [1, 2, 14]. Интимные патоге-
нетические механизмы развития брон-
хиальной астмы включают нарушения 
обмена Са2+ [13, 21, 22] . Поскольку 
с о д е р ж а н и е ионов Са2+ в цитоплазме 
клеток регулируется Са 2+-иасосами 
плазматической мембраны и мембран 
саркоплазматического и эндоплазма-
тического ретикулума, понятен инте-
рес исследователей к выяснению 
структурно-функциональных свойств 
клеточных мембран при бронхиальной 
астме [16, 23] . 

В настоящей работе проведено ис-
следование фосфолипидного состава, 
физико-химических свойств и актив-
ности Mg 2 + - , Na+-, К+- и Са 2 + -АТФаз 
мембран эритроцитов у больных ии-
фекционно-аллергической бронхиаль-
ной астмой (в дальнейшем — брон-
хиальной астмой) и предпринята по-
пытка выяснить возможность регуля-
ции активности АТФаз эритроцитов 
лекарственными средствами, исполь-

зуемыми в фармакотерапии этого за-
болевания. 

М е т о д и к а 

Больные бронхиальной астмой средней сте-
пени т я ж е с т и составили 1-ю группу. Из них 
двойным слепым методом отбирали пациен-
тов, которым назначали обычную терапию с 
включением бронхолитиков, отхаркивающих , 
противовоспалительных, биостимулирующих 
средств и по п о к а з а н и я м антибиотиков (под-
группа А) , декариса в т а б л е т к а х по 100 мг/сут 
курсом 3 д н я с интервалом 5 дней, всего 
3 курса (подгруппа Б ) , интала в и н г а л я ц и я х 
с п о м о щ ь ю спинхалера (подгруппа В) . Во 
2-ю группу были включены пациенты с гормо-
нально-зависимой формой бронхиальной аст-
мы, получавшие высокие дозы глюкокортико-
стероидов . К р о в ь у больных брали утром до 
приема пищи и собирали в стеклянные гепа 
рииизированные пробирки. Все исследования 
проводили не п о з ж е чем через 1 —1,5 ч после 
в зятия крови. 

Эритроциты выделяли из крови центрифу-
гированием при 3000 об/мин в течение 
10 мин, у д а л я л и пленку лейкоцитов и т р и ж -
ды о т м ы в а л и в растворе , с о д е р ж а щ е м 0 , 1 5 М 
КС1, 5 м М трис-НС1-буфер (рН 7,5). М е т о д 
получения не с о д е р ж а щ и х гемоглобина теней 
эритроцитов описан ранее [7]. 

Д л я получения гомогентов м и о к а р д а крыс 
извлеченные сердца ж и в о т н ы х п р о м ы в а л и в 
30 м М трис-НС1-буфере (рН 7,5) , в звешивали 
и растирали в ф а р ф о р о в о й ступке до полу-
чения однородной массы, которую гомогенизи-
ровали в гомогенизаторах со стеклянным, а 
затем с т е ф л о н о в ы м пестиком в 30 мМ трис-
H C l - б у ф е р е (рН 7,5) в соотношении 19 мл 
б у ф е р а на 1 г т к а н и сердца . Полученный го-
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Т а б л и ц a i 

Фосфолипидный состав (в % ) мембран эритроцитов здоровых людей и больных бронхиальной астмой 
(М±т) 

Больные бронхиальной астмой 

Фоефолипиды 
Здоровые 

люди 
(п= 18) 

со средней степенью тяжести заболевания с гормонально-зависимой 
формой заболевания 

Фоефолипиды 
Здоровые 

люди 
(п= 18) 

до лече-
ния 

(/1 = 26) 

после обще-
принятого 
лечения 
( / 1 = 1 3 ) 

после лече-
ния ииталом 

( п = 1 2 ) 

после 
лечения 
декари-

сом 
( / 1 = 1 0 ) 

до лече-
ния 

( / г = 1 4 ) 

после лечения 
глюко корт и-
костероидями 

( / 1 = 1 4 ) 

Фосфатидил эта-
нол амии 

Фосфатидилхо-
лин 

Сфингомиелин 
Фосфатидилсе-

рин и фосфа-
тидилинози-
тол 

2 6 , 2 ± 3 , 3 

4 1 , 0 ± 3 , 7 
29,2н=2,1 

3 , 4 ± 1 , 0 

2 7 , 3 ± 2 , 2 

3 7 , 7 ± 2 , 6 
29,34=3,1 

5 , 2 ± 1 , 1 

2 6 , 4 ± 4 , 6 

3 7 , 8 ± 4 , 3 
2 6 , 6 ± 4 , 1 

9,0ч=2,1* 

2 4 , 6 ± 3 , 3 

4 0 , 5 ± 3 , 5 
31,1 ± 2 , 2 

3 , 3 ± 0 , 7 * 

2 7 , 2 ± 3 , 7 

4 0 , 9 ± 3 , 6 
2 7 , 2 ± 3 , 1 

4,3=1= 1,3 

24,4=1= 1,8 

4 0 , 5 ± 3 , 9 
31,44=3,0 

5,74=2,5 

2 6 , 6 ± 3 , 3 

44, ( ± 3 , 7 
2 6 , 6 ± 2 , 1 

2,9 ± 0 , 3 * 

П р и м е м а и и е. Звездочка — р < 0 , 0 5 по сравнению с соответствующей группой больных 
до лечения. Здесь и в табл. 2: п — число больных. 

могенат был неустойчив и при хранении вы-
падал в осадок. 

Активность АТФаз эритроцитов и гомоге-
ната сердец крыс определяли по освобожде-
нию неорганического фосфора (Фн). Инкуба-
ционная смесь для измерения активности 
Mg2+-ATOa3bi содержала 100 мМ КС1, 3 мМ 
MgCl2 , 0,5 мМ ЭГТА (для подавления актив-
ности С а 2 + - А Т Ф а з ы ) , 30 мМ трис-НС1-буфер 
(рН 7,5). Среда инкубации для измерения 
активности Na+-, К + - , М ^ 2 + - А Т Ф а з ы включа-
ла 10 мМ КС1, 100 мМ NaCl, 3 мМ MgCl2 , 
0,5 мМ ЭГТА, 30 мМ трис-НС1-буфер 
(рН 7,5). В инкубационной среде для измере-
ния активности Са2+, М д 2 + - А Т Ф а з ы содержа-
лись 100 мМ КС1, 50 мкМ СаС12, 3 мМ MgCI2 , 
ЗОмМ трис-НС1-буфер (рН 7,5). В к а ж д у ю инку-
бационную смесь вносили по 0,2 мл гемолизата 
эритроцитов или 0,1 мл гомогената сердец 
крыс. Общий объем инкубационных смесей со-
ставлял 1 мл. Реакцию инициировали внесе-
нием 3 мМ АТФ. Пробы инкубировали при 
37 °С с постоянным встряхиванием. Продол-
жительность инкубации 60 мин для гемолиза-
тов эритроцитов и 3 мин для гомогенатов сер-
дец крыс. Реакцию останавливали внесением 
0,5 мл 15 % ТХУ с последующим центрифу-
гированием при 3000 об/мин в течение 3 мин. 
В контрольные пробы, содержащие все ингре-
диенты, АТФ вносили после добавления ТХУ. 

Д л я определения Ф„ к 0,4 мл надосадоч-
ной жидкости добавляли 1,6 мл ацетатного 
буфера (рН 4,75), 0,2 мл 1 % молибдата ам-
мония и 0,2 мл 1 % аскорбиновой кислоты. 
Через 30 мин измеряли оптическую плотность 
образцов при 720 нм. 

Активность АТФаз рассчитывали, вычитая 
из содержания Ф„ в пробах для определения 
активности фермента содержание Ф и в конт-
рольных образцах. Активность Na+-, К + -
АТФазы рассчитывали по разности актив-
ностей Na+-, К+-, Mg2+-ATOa3bi и Mg 2 +-
АТФазы, а активность Са 2 " к АТФазы — по 
разности активностей Са 2 + - , Mg 2 + -ATOa3bi 
и Мд 2 +-АТФазы. 

Д л я исследования прямого влияния ряда 
лекарственных препаратов, используемых при 

лечении бронхиальной астмы, на активность 
АТФаз эритроцитов и в ряде экспериментов 
на активность Са 2 + - , А ^ 2 + - А Т Ф а з ы гомоге-
ната миокарда в опытах in vi tro в инкуба-
ционную смесь вносили эуфиллин, дексазон, 
интал и декарис в конечной концентрации от 
10~7 М до 10" 3 М . Все использованные лекар-
ственные средства хорошо растворимы в воде. 
Балластные вещества из таблетироваиных 
форм отделяли центрифугированием. 

Микровязкость и поверхностный заряд 
мембран теней эритроцитов оценивали соот-
ветственно по спектрам флюоресценции пире-
на [6] и анилиниафталиносульфоиата 
(АНС~) [4]. Измерения выполнены на спек-
трофлуориметре M P F 4 («Hitachi», Япония). 

Экстракцию липидов из эритроцитов про-
водили по методу Фолча [7]. Разделение фос-
фэлипидов осуществляли в тонком слое сили-
кагеля («Woelm», Ф Р Г ) на стеклянных плас-
тинках размером 9 X 1 2 см в системе хлоро-
форм — метанол — 28 % водный аммиак 
( 1 4 : 6 : 1) с идентификацией пятен по извест-
ным величинам Rf, цветным реакциям и фос-
фолипидам-свидетелям. Содержание индиви-
дуальных фосфолипидов определяли по Ф и 
[8] и выражали в процентах. 

Статистическую обработку результатов, 
включая корреляционный анализ, проводили 
общепринятым методом [12]. 

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

Результаты исследования фосфоли-
пидного состава мембран эритроцитов 
здоровых людей и больных бронхи-
альной астмой представлены в табл. 1. 

Не обнаружено существенных раз-
личий в фосфолипидном составе эрит-
роцитарных мембран больных бронхи-
альной астмой по сравнению со здо-
ровыми людьми. Выявлена лишь тен-
денция к увеличению суммарного со-
держания кислых фосфолипидов -
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что мембраны 
бронхиальной 

фосфатидилсерина и фосфатидилиио-
з^тола в эритроцитах больных брон-
хиальной астмой. Содержание этих 
фосфолипидов продолжало возрастать 
с улучшением состояния больных при 
средней степени тяжести заболевания 
пасле лечения бронхолитиками, до-
стигая 9 % по сравнению с 3,4 % в 

контроле, и возвращалось к величи-
нам, характерным для здоровых лю-
дей, при применении декариса, интала, 
г л ркокортикостероидов (у больных 
гормонально-зависимой бронхиальной 
астмой). 

Зыло установлено, 
эр ^троцитов больных 
астмой и здоровых людей не разли-
чаются существенно по микровязкости, 
оцениваемой соотношением флюорес-
ценции эксимеров и мономеров пирена 
(F470/F391), поверхностным зарядом, 
который измеряли по соотношению 
флюоресценции АНС в средах с вы-
сокой и низкой ионной силой. 
I FIEO м М N a C l \ _ 

I F M M ^ C - H C , j ^ s n в мембранах 
больных и здоровых людей составило 
соответственно 0 , 3 0 + 0 , 0 1 4 и 0 , 2 9 ± 

. П А Ю PiFOMMNaCl 
±Q>0 1 9> а F6 ммтрис-HCi - с о о т в е т с т -
венно 1 ,64±0 ,033 и 1 ,54±0,086. Неко-
торое увеличение последнего показате-
ля в мембранах эритроцитов больных 
бронхиальной астмой согласуется с по-
вышением содержания в мембранах 
кислых фосфолипидов и указывает на 
незначительное увеличение плотности 
отрицательного заряда на поверхности 
мембраны эритроцита. 

Результаты исследования активно-
сти АТФаз эритроцитов представлены 
в табл. 2. Активность Mg2+-ATOa3bi 
не изменяется в эритроцитах больных 
бронхиальной астмой как при средней 
степени тяжести заболевания, так и 
при гормонально-зависимой его фор-
ме, однако возрастает после примене-
ния глюкокортикостероидов и интала. 
При лечении декарисом активность 
Mg2+-ATOa3bi достоверно не отлича-
ется от показателя у здоровых людей. 

Активность Na + - , К+ -АТФазы увели-
чена у больных бронхиальной астмой 
средней степени тяжести в 2 раза по 
сравнению со здоровыми и продолжа-
ет возрастать после общепринятого 
комплексного лечения. В отличие от 
этого применение интала и декариса 
приводит к снижению активности фер-
менте до величин контрольной груп-
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Рис. 2 

Р и с . 1. С о д е р ж а н и е ф о с ф а т и д и л с е р и н а и ф о с ф а т и д и л и н о з и т о л а (в о т н . % ) и а к т и в -
н о с т ь А Т Ф а з в м е м б р а н а х э р и т р о ц и т о в ( в н м о л ь Ф„. з а 1 м и н на I м л э р и т р о ц и -

т о в ) з д о р о в ы х л ю д е й и б о л ь н ы х б р о н х и а л ь н о й а с т м о й . 
/ — фосфатидилсерин + фосфатидилинозитол; / / — Mg 2+-ATOa3a; III — Na + -, К + -АТФаза; IV — 
-СаН АТФаза. а — здоровые люди; б, в, г, д — больные со средней степенью тяжести бронхиаль-
ной астмы до (б) и после лечения бронхолитиками (в), инталом (г), декарисом (д)\ е, ж — боль-
ные с гормонально-зависимой формой бронхиальной астмы до (е) и после курса терапии глюко-

кортикостероидами (ж). 

Р и с . 2. В л и я н и е р а з л и ч н ы х к о н ц е н т р а ц и й д е к а р и с а ( / ) , э у ф и л л и и а ( 2 ) , и н т а л а (3) 
и д е к с а м е т а з о н а (4) на а к т и в н о с т ь С а 2 + , М £ 2 + - А Т Ф а з ы м и о к а р д а . 

По оси абсцисс — концентрация препаратов (в М); по оси ординат — активность Са2+-, MgM -АТФа-
зы (в %. активность фермента в отсутствие лекарств принята за 100%). /( — контроль. 

тты. У больных с гормонально-зависи-
мой формой бронхиальной астмы _ак-
тивность Na+-, К ' - А Т Ф а з ы снижается 
после проведения курса терапии глю-
кокортикостероидами на 5 0 % . 

Наибольший интерес представляют 
изменения активности Са 2+-АТФазы 
мембран эритроцитов в связи с важ-
ной ролью ионов С а 2 + в развитии 
бронхиальной астмы. У больных обеих 
групп активность этого фермента в пе-
риод приступов снижена на 27 % при 
средней степени тяжести заболевания 
и на 40 % при гормонально-зависимой 
форме болезни. Все виды проводимого 
лечения, сопровождающиеся прекра-
щением приступов и улучшением кли-
нического состояния больного, приво-
дят к повышению активности Са2+-
АТФазы. После лечения бронхолити-
ками активность фермента возрастает 
в 2 раза и значительно превышает та-
ковую у здоровых людей. Применение 
интала, декариса и глюкокортикосте-
роидов вызывало восстановление ак-
тивности Са2+-АТФазы, в меньшей сте-
п е н и — п р и использовании интала. 

Поскольку изменения в липидном 
составе мембран эритроцитов у обсле-
дованных больных затрагивает только 
суммарную фракцию фосфатидилсери-

на и фосфатидилинозитола мы сопо-
ставили изменения в содержании этих 
липидов с активностью АТФаз эрит-
роцитарных мембран (рис. 1). Отме-
чается отчетливая корреляция м е ж д у 
изменениями содержания фосфатидил-
серина и фосфатидилинозитола и ак-
тивность Na+-, К + -АТФазы эритроци-
тов (г = 0 ,91) , что хорошо согласуется 
с известными данными об активирую-
щем влиянии кислых фосфолипидов на 
Na+-, К + -АТФ азу [10] . Активность 
M g 2 + - и Са 2+-АТФазы не зависит от 
содержания в мембранах фосфатидил-
серина и фосфатидилинозитола (г со-
ставляет соответственно 0,30 и —0,22) . 

Полученные результаты свидетель-
ствуют о способности использованных 
в работе лекарственных средств моди-
фицировать активность аденозинтри-
фосфатаз мембран эритроцитов в усло-
виях in vitro у больных бронхиальной 
астмой. Эта способность может реа-
лизовываться как за счет изменения 
липидного окружения фермента, так и 
путем прямого влияния лекарств на 
отдельные стадии АТФазной реакции. 
С целью выяснения правомерности 
второго предположения были постав-
лены эксперименты в условиях in vit-
ro, в ходе которых в инкубационную 

Рис. 1 
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Т а б л и ц а 3 

Влияние лекарственных препаратов на активность А Т Ф а з эритроцитов in v i t ro ( M ± m ) 

А 
и 
н 

ктивность АТФаз. 
моль Ф^ за 1 мин 
а 1 мл .эритроци-

тов 
Контроль Эуфиллин 

(1 0^7 М) Иитал (Ю - 7 М) Декарис 
(10~7 М) 

Дексазон 
(10'7 М) 

ML 
N< 

Са 

2 + - з а в и с и м а я 
^ - а к т и в и -

руемая 
2 ' - а к т и в и р у е м а я 

4 6 , 5 ± 3 , 5 

27,1 ± 3 , 1 
4 8 , 6 ± 3 , 4 

5 7 , 9 ± 4 , 5 * 

2 8 , 8 ± 3 , 3 
5 6 , 8 ± 4 , 4 * 

5 5 , 4 ± 4 , 3 * 

2 3 , 3 ± 1 , 1 
3 6 , 5 ± 3 , 3 * 

4 7 , 3 ± 3 , 6 

33,4 ± 2 , 8 * 
5 5 , 5 ± 3 , 9 * 

61,1гЬ5,1* 

3 0 , 9 ± 3 , 7 
49,1 ± 3 , 0 

П р и м е ч а и и е. Звездочка — р < с 0 , 0 5 но сравнению с контролем. 

смесь для измерения АТФазной актив-
ности эритроцитариых мембран вноси-
ли использованные ранее лекарствен-
ные средства в концентрации 10 7 М 
(табл. 3). 

Эуфиллин, вызывая увеличение ак-
тивности Ыа2+-АТФазы и в меньшей 
степени Са2+-АТФазы, не влияет на 
Na+-, К+-АТФазную активность. Ин-
т а л нез н а чител ь но ии гибирует N а+-, 
К'-АТФазу, существенно ингибирует 
Са2 _ кАТФазу и вызывает увеличение 
активности М^2+-АТФазы. Декарис не 
влияет на Мд 2 , -АТФазу и умеренно 
повышает активность Na+-, К+- и 
Са 2 + -АТФаз . Дексазон повышает 
М^2+-зависимую активность и не ока-
зывает существенного влияния на 
Na+-, К+- и Са2+-АТФазы. Влияние 
лекарств на активность АТФаз эрит-
роцитов в условиях in vitro и in vivo 
характеризуется практически одинако-
вой направленностью изменений в слу-
чае Mg2+- и Са2 +-АТФаз и противо-
положной в случае Na+ , К+-АТФазы. 
По-видимому, в условиях in vitro 
влияние лекарств на Na+-, К+-АТФазу 
реализуется через изменение содержа-
ния в мембране кислых фосфолипидов 
(см. рис. 1). 

АТФазная активность мембран 
эритроцитов невысока и при измере-
нии ее по нарастанию содержания Фц 
можно установить главным образом 
качественные изменения. Поэтому для 
количественной оценки зависимости 
активности АТФаз от концентрации 
лекарственных средств мы использо-
вали препараты гомогенатов миокар-
да с высокой Са2н"-, М^+'АТФазной 
активностью. Измерить в этих препа-
ратах Na+- , К"1"- или Мд2 +-АТФазную 
активность по приросту Фн не пред-
ставляется возможным в силу слож-
ности подавления Са21 -активности. 

Все лекарственные средства активи-
руют Са2 +-, А^2н--АТФазу, причем ак-
тивирующий эффект для большинства 
лекарственных средств выражен силь-
нее при концентрациях 10™7 и Ю~4 М 
и в меньшей степени при концентра-
циях Ю-6, 10~5 и 10~з м (рис. 2) . Спо-
собность к активации Са2+-, Mg2+-
АТФазы миокарда убывает в ряду де-
карис — эуфиллин — интал — декса-
зон. Декарис и эуфиллин также наи-
более эффективно активируют Са2+-
АТФазу эритроцитов (табл. 2 и 3). 

Результаты настоящего исследова-
ния свидетельствуют о снижении ак-
тивности Са2+-АТФазы мембран эрит-
роцитов у больных инфекционно-ал-
лергической бронхиальной астмой. 
Учитывая структурные нарушения кле-
точных мембран различных тканей при 
гипертонической болезни [10, 11], по-
лученные результаты могут иметь не-
посредственное отношение к механиз-
мам, ответственным за повышение то-
нуса гладкой мускулатуры бронхов и 
при бронхиальной астме. «Лекарствен-
ные средства, используемые в фарма-
котерапии бронхиальной астмы, спо-
собны восстанавливать активность 
Са2+-АТФазы мембран эритроцитов в 
условиях in vivo и in vitro, причем 
активирующее действие препаратов на 
Са2 +-АТФазу in vitro проявляется при 
их низких концентрациях (10 7— 
10~б М), соответствующих концентра-
ции лекарственных средств в организ-
ме при применении их в терапевтиче-
ских дозах. Наряду со снижением ак-
тивности Са2+-АТФазы для мембран 
эритроцитов больных бронхиальной 
астмой характерно повышение актив-
ности Na+- К4-АТФазы, коррелирую-
щее с увеличением содержания в мем-
бранах кислых фосфолипидов. Микро-
зязкость эритроцита рной мембраны, 
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измеряемая по соотношению флюорес-
ценции эксимеров и мономеров пире-
на, при бронхиальной астме не изме-
няется, но на поверхности мембраны 
умеренно увеличивается плотность от-
рицательного заряда согласно флюо-
ресценции А Н С - . 
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S T R U C T U R E - F U N C T I O N A L P R O P E R T I E S O F 
ERYTHROCYTE M E M B R A N E S IN PATIENTS 

WITH BRONCHIAL ASTHMA 

E. A. Borodin, Yu. S. Landyshev, M. V. Sa-
vel'eva 

Medical School. Blagovestchensk 

A decrease in activity of Ca 2 +-ATPase and 
act ivat ion of Na+, K + -ATPase , cor re la t ing 
with elevation in content of phosphat idyl 
inositol and phosphatidyl serine, were de-
tected in erythrocyte membranes of pat ients 
with the infect ional-al lergic form of bronchial 
as thma. Microviscosity of the erythrocyte mem-
branes, es t imated by fluorescence spectra of 
pyrene, was not altered, while negat ive charge , 
as shown by ANS~ fluorescence, was s l ight ly 
increased on the membrane surface. Euphyll ine, 
intal, levamizole and glucocorticosteroid were 
found to regu la te the ATPases activity in vivo» 
and in vitro. 
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А К Т И В Н О С Т Ь Na, К-АТФазы КАК О Д И Н ИЗ К Р И Т Е Р И Е В 
В В Ы Д Е Л Е Н И И Г Р У П П Ы Р И С К А ПО Р А З В И Т И Ю 

П О З Д Н Е Г О Т О К С И К О З А ПРИ С К Р И Н И Н Г Е Б Е Р Е М Е Н Н Ы Х 

Одесский медицинский институт им. Н. И. Пирогова, Н И И глазных болезней и тканевой 
терапии им. В. П. Филатова, Одесса 

Ранняя диагностика и прогнозиро-
вание гестозов по-прежнему — акту-
альная медико-социальная проблема 
в современном акушерстве. Значитель-
ная роль в патогенезе гестозов при-
надлежит нарушению электролитного 

баланса. Известно, что одним из пер-
вичных патогенетических звеньев ток-
с и к о з а я в л я е т с я н а р у ш е н и е м и к р о ц и р -
куляции [2, 9 ] , приводящее наряду 
с другими патологическими процесса-
ми к уменьшению клубочковой филь-
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трации и нарастанию уровня натрия в 
тканях [3, 4] . Na, К-АТФаза (КФ. 
3.6.17.3) осуществляет перенос ионов 
Ка+ и К + против градиента концен-
трации через пламатическую мембра-
ну клеток. За счет энергии, получае-
мой в результате гидролиза АТФ дан-
ным ферментом, происходит сохране-
ние клеточного водно-солевого балан-
са [6, 8]. Активность Na, К-АТФазы 
регулируется концентрацией ионов. 
В то ж е время имеются данные, по-
зволяющие рассматривать Na, К-
АТФазу как гормонально-зависимый 
фермент, что подтверждается рядом 
экспериментальных работ на изолиро-
ванном нефроне [9, 10]. 

Цель нашей работы — определение 
прогностической ценности уровня ак-
тивности Na, К-АТФазы в формирова-
нии групп риска по развитию позд-
них токсикозов. 

М е т о д и к а 

Активность Na, К-АТФазы определяли в 
гемолизате эритроцитов по методу И. А. Яку-
шевой, J 1 И. Орловой [6]. Кровь брали на-
тощак из локтевой вены в количестве 4 мл 
в пробирку с гепарином, центрифугировали 
при 4000 об/мин в течение 10 мин. Эритро 
циты отделяли от плазмы и гемолизировали 
охлажденной бидистиллированной водой 
(1 . 4 ) . Гемолизат может храниться при тем-
пературе — 4 ° С и ниже в течение 30 сут, что 
делает метод доступным при скрининге боль-
шого количества беременных. Гемоглобин 
определяли гемоглобинцианидным методом с 
испол ьзова н и ем ст а нда рт н ы х анал ит ичее ки х 
иаборов 

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

При обследовании в динамике жен-
щин с неосложненной беременно-
стью нами установлено, что актив-
ность фермента в каждом случае бы-
ла стабильной и соответствовала для 
этой группы беременных ( 1 2 , 8 7 ± 
± 0 , 7 мкг НФ/ч на 1 г гемоглобина). 
Эти цифры были прняты нами в каче-
стве критерия нормального уровня ак-
тивности Na, К-АТФазы. 

При обследовании 259 здоровых 
женщин со сроком беременности от 20 
до 34 нед без клинических проявле-
ний позднего токсикоза были выделе-
ны 2 группы: у 143 женщин ранее бе-
ременность и роды протекали без ос-
ложнений (1-я группа), у 116 акушер-
ский анамнез был отягощен поздним 
токсикозом и так называемым геста-
ционным пиелонефритом при предыду-
щих беременностях (2-я группа). Все 
женщины во время беременности про-
шли полное клинико-лабораторное об-
следование. Традиционные клиниче-
ские тесты на выявление претоксикоза 
в большинстве случаев были отрица-
тельными. 

У 48 беременных 1-й группы (с не-
отягощенным акушерским анамнезом) 
активность Na, К-АТФазы была ниже 
нормы ( 9 , 6 3 ± 0 , 6 6 мкг НФ/1 г гемо-
глобина, / ; < 0 , 0 5 ) , что предшествовало 
развитию позднего токсикоза у 46 
женщин. Информативность прогноза у 
этой группы беременных составила 
96 % (см. таблицу). 

Прогнозирование позднего токсикоза беременности с учетом активности Na, К-АТФазы 

Число поздних токсикозов 

Группа обследованных 
Активность 

Na, К-АТФазы, 
мкг НФ/ч на 1 г 

гемоглобина прогноз 

развитие 
токсикоза 

на 30 —32-й 
педеле бере-

менности 

Информа-
тивность, % 

1-я (без отягощенного акушерского 
ашамнеза) 

В том числе: 
с низким уровнем активмости 
Ша,К-АТФазы 
с повышенным уровнем активности 
Ша, К-АТФазы 
с нормальным уровнем активности 
Ша, К- АТФазы 

2-я (с отягощенным акушерским 
анамнезом) 

низким уровнем активности 
а, К - А Т Ф а з ы 

9 , 6 3 ± 0 , 6 6 * 
(4Н) 

13,31 ± 0 , 4 5 * 
(3) 

12 ,96±0 ,86 
№) 

8,36=1=0,48** 
(I 1(1) 

48 

1 16 

46 

101 

96 

87 

П р и м е ч а и и е. Одна звездочка — р < 0 , 0 5 , две — /?<0 ,01 , три — ^ < 0 , 0 0 1 относительно 
nopiv ы. 



У всех 'беременных 2-й группы ак-
тивность Na, К-АТФазы была снижена 
по сравнению с нормой ( 8 , 5 6 + 0 , 4 8 мкг 
НФ/1 г гемоглобина, р < 0 , 0 5 ) , позд-
ний токсикоз в последующем развился 
на 30—32 неделе беременности у 101 
из 116 женщин. Информативность 
прогноза развития позднего токсикоза 
у этой группы беременных составила 
8 7 % . 

Снижение активности Na К-АТФазы 
предшествовало развитию позднего 
токсикоза у беременных обеих групп 
за 2—4 нед до появления первых кли-
нических признаков. 

У 92 беременных 1-й группы была 
выявлена нормальная активность фер-
мента — 12,96+0,86 мкг НФ/1 г гемо-
глобина, у 2 из них в последующем, 
к концу III триместра беременности, 
развился поздний токсикоз. В то ж е 
время ни у одной из 3 беременных 1-й 
группы с 'повышенным уровнем актив-
ности фермента (13,31 ± 0 , 4 5 мкг 
НФ/1 г гемоглобина, р < 0 , 0 5 ) поздний 
токсикоз не развился. 

Снижение активности Na, К-АТФа-
зы, выявленное нами у беременных за 
2—4 нед до появления первых клини-
ческих признаков, является, вероятно, 
результатом реализации нескольких 
патогенетических звеньев позднего 
токсикоза, в том числе следствием ис-
тощения ферментной системы после 
компенсаторного напряжения в ответ 
на уменьшение экскреции натрия [11]. 
Можно полагать, что снижение актив-
ности фермента является следствием 
изменений в диэнцефальном отделе 
нервной системы и обусловлено, в 
частности, влиянием альдостерона. 
Определенную роль в снижении ак-
тивности фермента, встроенного в кле-
точную мембрану, играют структурные 
и функциональные изменения мем-
бран, обусловленные процессами сво-
боднорадикального перекисного окис-
ления, которым принадлежит важная 
роль в патогенезе позднего токсикоза 
[ I I -

Таким образом, можно предполо-
жить, что снижение активности Na, 
К-АТФазы в эритроцитах отражает 
сложные патофизиологические про-
цессы, приводящие к развитию позд-
него токсикоза. При возникших нару-
шениях электролитного обмена сни-
жение активности Na, К-АТФазы до 
появления клинических признаков ге-
стоза обусловливает дальнейшее усу-
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губление этого патологического про-
цесса и возникновение порочного 
круга. 

Полученные нами результаты по-
зволяют сделать следующие .выводы: 

1. Снижение активности Na, К-
АТФазы в эритроцитах беременных 
можно рассматривать как ранний диа-
гностический тест в общем комплексе 
к л и н и ко - б и ох и м и ч е с к и х исследований 
беременных. 

2. Снижение активности Na, К-
АТФазы ниже 12 ,87±0 ,66 мкг НФ/ч 
на 1 г гемоглобина в гемолизате эри-
троцитов беременных женщин являет-
ся основанием для наблюдения этих 
беременных в группе риска по разви-
тию поздних токсикозов. 
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EVALUATION OF RISK G R O U P S FOR LATE 
T O X I C O S I S IN P R E G N A N T W O M E N SCRE-
E N I N G USING ACTIVITY O F NA+ K + -

ATPASE AS ONE OF CRITERION 

S. V. Gun'ko, N. F. Leas 

Chair of Gynecology and Obstetr ics, Faculty 
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Activity of erythrocyte Na+, K + - A T P a s e 
was studied in screening of p regnan t women.. 



Altera t ions in total ant i radical s t a tu s were 
es : imated by means of es t imat ion of erythrocy-
tes res is tancy to peroxidation. 259 heal thy 
women with p regnancy of 20-34 weeks, without 
ai у clinical man i fes ta t ions of hestosis were 
examined. The enzymat ic activity studied w a s 
decreased in erythrocytes of women both with 
nonimpaired and a g g r a v a t e d obstetr ic history; 

these g roups of women were impaired with 
hestosis. Func t ions of N a + , K + -A tpase en-
zymat ic sys tem appear to be impaired d u r i n g 
the preclinical s teps of hestosis development . 
Al tera t ions in activity of Na+, K + - A T P a s e in 
blood of p regnan t women should be used in 
evaluat ion of risk groups for development of 
late toxicoses. 
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Р Е Ц Е П Т О Р Ы 1,25-ДИ Г И Д Р О К С И В И ТАМ И НА D3 

В Л И М Ф О Ц И Т А Х И У Р О В Е Н Ь Т- И В-Л И М Ф О Ц И Т О В 
У Б О Л Ь Н Ы Х Г Л О М Е Р У Л О Н Е Ф Р И Т О М 

Институт питания АМН С С С Р 
Институт общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Москва 

1,25 - Дигидроксивитамин D 3 

[ l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 ] — гормональная фор-
ма витамина D 3 — реализует свои 
эффекты но механизму, аналогичному 
механизму действия других стероид-
ных гормонов [3, 8 ] . Рецепторы 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 выявлены в большинстве 
тканей организма, где этот гормон ре-
гулирует вне- и внутриклеточный об-
мен кальция. 

В находящихся в покое моноцитах 
и активированных in vitro Т- и В-лим-
фоцитах крови человека также обна-
ружены рецепторы l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 [2, 10, 
14], а макрофаги, моноциты и акти-
вированные Т-лимфоциты способны 
синтезировать l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 [15, 16]. 
Показано, что гормон влияет на про-
дукцию интерлейкина-1 и интерлейки-
на-2, ^-интерферона, колониестимули-
рМющёго фактора, иммуноглобулинов 
и антител, регулирует пролиферацию 
и дифференцировку лимфоцитов in 
vitro [2, 3, 8, 13]. Эти данные позво-
ляют рассматривать 1,25 ( O H ) 2 D 3 как 
иммуномодулирующий гормон и, воз-
можно, гормон иммунной системы. 

В связи с этим мы исследовали со-
д е р ж а н и е рецепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 в 
лимфоцитах периферической крови 
(без их активации in vitro) у детей, 
больных гломерулонефритом — забо-
леванием, в патогенезе которого веду-
щая роль принадлежит аутоиммунно-
му компоненту. Кроме того, учитывая 
ключевую роль l ,25 (OIT) 2 D 3 как каль-
цийрегулирующего гормона, мы оцени-
вали показатели обмена кальция, а 
также определяли ко н це н т р а ц и ю 
с A M P в лимфоцитах, позволяющую 
косвенно судить об их функциональ-

ной активности. В комплексном лече-
нии гломерулонефрита был использо-
ван синтетический аналог гормональ-
ной формы витамина D 3 оксидевит 
(1 -гидроксивитамин D 3 ) , превращаю-
щийся в организме в l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 . 

Полученные нами данные свидетель-
ствуют, что у больных гломерулонеф-
ритом изменены показатели обмена 
кальция, резко повышена концентра-
ция рецепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 В лимфо-
цитах периферической крови, а также 
имеет место выраженная Т-лимфоци-
топения. Лечение оксидевитом на фо-
не общепринятой комплексной тера-
пии способствует нормализации пока-
зателей обмена кальция и численно-
сти Т-клеток, тогда как уровень рецеп-
торов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 В лимфоцитах ос-
тается высоким. 

М е т о д и к а 

В апреле — мае 1988 г. обследовано 10 де-
тей в возрасте 7—12 лет с нефротической и 
смешанной формами гломерулонефрита (5 с 
острым и 5 с хроническим гломерулонефри-
том) , находившихся на лечении в отделении 
нефрологии Института педиатрии АМН СССР. 
Все больные в период первичного обследова-
ния не получали кортикостероидов, цитоста-
тических препаратов, гепарина, препаратов ви-
тамина D и кальция, диуретиков. В течение 
месячного курса лечения в стационаре им на-
значали оксидевит в дозе 1 —1,5 мкг в день. 
В дополнение к этому больные получали пред-
низолон и гепарин. Контрольную группу со-
ставили 11 здоровых детей того ж е возраста. 

Лимфоциты выделяли центрифугированием 
свежей гепаринизированной крови в фиколл — 
верографиие (1,077 г/мл) . Отмытые лимфоци-
ты ресуспендировали в среде RPMI-1640 (кон-
центрация белка лимфоцитов составляла 
1 мг/мл) и немедленно использовали для 
оценки рецепторного связывания 1,25 (OH) 2 D 3 . 
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Т а б л и ц а I 

Концентрация общего и ионизирующего кальция , ИТ Г, 25-OHD в сыворотке крови, рецепторов 
l t25(OH)oD.,, сАМР в лимфоцитах у больных гломерулонефритом ( A f ± m ) 

Показатель Контрольная 
группа 

Больные гломерулонефритом 

Показатель Контрольная 
группа до лечения через 1 нед лече-

ния 
через 4 нед лече-

н и я 

Кальций, ммоль/л 2,25=1=0,03 2,04=Ь0,07Л 2,05=Ь0,04& 2,20:1=0,06 
С а 2 + , ммоль/л 1 ,14±0 ,01 1,09=1=0,015а 1,06=1=0,04 1,13=1=0,03 
П Т Г , пг/мл 185=1=8 252=1= 19м 240=1=37 326=t99 
25-OHD, иг/мл 13,7=h 1,9 < 1 , 2 5 * 19,6=1=5,4б 10,4=1=3,96 
Рецепторы 1,25(0H),D : J , 

39,7=1=5,5а>6 фмоль на 1 мг белка < 1 , 5 * * 27,3=1=2,8а 39,7=1=5,5а>6 24,8=1=5,8а 

сАМР, пмоль на 1 мг 
белка 38,6=1=4,9 25,9=1=5,2 21,3=1=3,1;' 33,7=1=4,0 

* У 2 больных концентрация 25-OHD составила 1,64 и 3,17 нг/мл. 
** У 4 обследованных концентрация рецепторов l ,25(OH 3 )Da равнялась 1,83, 3,10, 2 ,65 и 

12,5 фмоль/мг . 
П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: а — достоверное отличие ( р < 0 , 0 5 ) по сравнению с пока-

зателями контрольной группы, б — с показателями до лечения. 

С этой целью к 200 мкл суспензии лимфоци-
тов д о б а в л я л и 20 мкл раствора 1,25-ди-
гидрокси [26,27 - метил - 3 Н ] холекальциферола 
(удельная радиоактивность 180 Ки /ммоль , 
"Amersharn" , Англия) в смеси изопропанол 
среда инкубации ( 1 : 3 ) . Концентрация 3И-1,25 
( O H ) 2 D 3 В пробах была насыщающей и со-
ставляла 0,5 нМ. Д л я оценки неспецифическо-
го связывания к пробам предварительно до-
бавляли немеченый l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 в 500-крат-
ном избытке. Инкубацию проводили в пробир-
ках из боросиликатного стекла ( 1 2 X 7 5 мм) 
при 37 °С и постоянном встряхивании в тече-
ние 45 мин. З а т е м пробы о х л а ж д а л и 15 мин 
при 0 — 4 ° С , д в а ж д ы отмывали холодным ра-
створом Хенкса. Клетки растворяли в ткане-
вом солюбилизаторе ( "Se rva" , Ф Р Г ) , радиоак-
тивность измеряли в жидкостном сцинтилля-
ционном счетчике "Rackbe ta -1215" (LKB, Шве-
ция) . Количество специфически связанного 
Н М , 2 5 ( О Н ) 2 О З рассчитывали по разности 
м е ж д у общим и неспецифическим связыванием, 
которое составляло 20—30 %• В части проб 
у д а л я л и моноциты, используя их свойство при-
липать к пластиковой поверхности (1 ч, 3 7 ° С ) . 
Связывание 3 Н - l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 лимфоцитами пос-
ле удаления моноцитов достоверно не отлича-
лось от такового в исходной суспензии, поэто-
му в дальнейших экспериментах удаление мо-
ноцитов не проводили. 

С о д е р ж а н и е Т- и В-лимфоцитов в перифе-
рической крови определяли путем совместного 
розеткообразования клеток лимфоцитарной 
фракции с эритроцитами барана и зимозаном 
| 1 | . При этом т а к ж е выявляли число D-лим-
фоцитов (клеток, экспрессирующих рецепторы 
как эритроцитов барана , так и зимозана) и 
0 -лимфоцитов (клеток, лишенных основных фе-
нотипических характеристик Т- и В-лимфоци-
тов. 

Концентрацию 25-гидроксивитамина D 
(25-OHD) в сыворотке крови определяли ме-
тодом радиоконкурентного белкового связыва-
ния, используя наборы " V i t a m i n D-sc reen ing 
Kit" ( " B u h l m a n n L a b " , Ш в е й ц а р и я ) ; концен-
трацию паратгормона (Г1ТГ) (С-терминальный 
фрагмент) — радиоиммунологическим методом, 
используя наборы "Ria -ma t Р Т Н " ("Mal inek-

rodt Diagnos t i ca" , Ф Р Г ) . С о д е р ж а н и е с А М Р 
в лимфоцитах определяли радиоиммунологиче-
ски с помощью наборов "Cyclic A M P assay 
kit" ( " A m e r s h a m " , Англия) . При подготовке 
проб к 0,2 мл суспензии лимфоцитов добавля -
ли 0,2 мл 50 мМ трис-HCl-буфера , с о д е р ж а щ е -
го 8 мМ Э Д Т А рН 7,5 и з а м о р а ж и в а л и при 
—20 °С. Д л я определения концентрации с А М Р 
применяли высокоскоростной супернатант , по-
лученный после денатурации белков при 9 5 ° С 
Концентрацию ионизированного кальция в све-
жей сыворотке крови, полученной в анаэроб-
ных условиях, измеряли на анализаторе " S p a -
ce-S ta t 20" ("Orion Biomedica l -LKB", Шве-
ция) , концентрацию общего кальция — ранее 
описанным методом [4]. 

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

Гломерулонефрит у детей сопровож-
дался достоверным снижением концен-
трации общего и ионизированного 
кальция в сыворотке крови, при этом 
уровень ПТГ возрастал на 36% 
(табл. 1). Концентрация 25-01 ID, ос-
новного циркулирующего в крови ме-
таболита витамина D, снижалась до 
и со п р едел я е м о го у ров ня, очевидно, 
вследствие его потери с экскретирус-
мым в большом количестве с мочой 
витамин D-связывающим белком [7]. 
Таким образом, у детей, больных гло-
мерулонефритом, наблюдались значи-
тельные нарушения обмена кальция, 
содержания в крови кальций регули-
рующих гормонов — ПТГ и витами-
на D. 

Поскольку иммунологические меха-
низмы являются ведущими в патогене-
зе гломерулонсфрита, мы оценивали 
также некоторые показател и, х а р а к -
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Т а б л и ц а 2 

С о д е р ж а н и е ( в % ) Т - , В-, D- и О - л и м ф о ц и т о в в п е р и ф е р и ч е с к о й крови б о л ь н ы х г л о м е р у л о н е ф р и т о м 
(М±т) 

Лимфоциты Контрольная 
группа 

Больные гломерулонефритом 

до лечения 
через 1 мед лече-

ния 
через 4 нед лече-

нии 

т 
в 
1) 
о 

5 1 , 0 ± 4 , 8 
1 0 , 8 ± 1 , 8 

1 , 2 ± 0 , 4 
3 7 , 0 ± 5 , 4 

3 6 , 5 ± 3 , 9 А 

1 0 , 3 ± 1 , 2 
1 , 3 ± 0 , 4 

5 1 , 9 ± 5 , 8 А 

4 1 , 6 ± 4 , 2 
1 4 , 4 ± 1 , 9 

1 , 6 ± 0 , 3 
4 2 , 4 ± 4 , 3 

5 6 , 4 ± 4 , 7 Б 

8 , 0 ± 1 , 3 
1 , 3 ± 0 , 3 

3 4 , 3 ± 4 , 0 Б 

*ризующие состояние иммунной си-
стемы. Результаты этого раздела ра-
боты приведены в табл. 2. У детей, 
больных гломерулонефритом, по срав-
нению со здоровыми почти в 1,5 раза 

рижено содержание Т-лимфоцитов в 
периферической крови, тогда как со-
держание малодифференцированных 
0-клеток, напротив, существенно по-
вышено, а число В- и D-лимфоцитов 
НЕ изменено. 

Важным представляется то обстоя-
тельство, что лимфоциты у всех детей, 
больных гломерулонефритом, содер-
жали в высокой концентрации рецеп-
тары гормональной формы витамина 
D3, l , 25 (OH) 2 D 3 , не отличавшиеся от 
рецепторов гормона в других тканях 
(<рм. рисунок). В то ж е время среди 
здоровых детей рецепторы 
l | 2 5 ( O H ) 2 D 3 были обнаружены только 
у 2 7 % , причем в значительно более 
низкой концентрации. Значимость на-
блюдаемого нами феномена не вполне 
ясна, но очевидно, что активация лим-
фоцитов при гломерулонефрите сопро-
вождается экспрессией рецепторов 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , что делает эти клетки 
«компетентными» для гормона. Сле-
дует отметить, что косвенным под-
тверждением активации лимфоцитов 
у больных гломерулонефритом может 
также служить снижение в них кон-
центрации сАМР (см. табл. 1), так 
как известно, что уровень сАМР в 
лимфоцитах находится в обратной за-
висимости от их функциональной ак-
тивности [6] . 

При лечении детей 1-гидроксивита-
мином D3 (оксидевитом), превращаю-
щимся в печени в l , 25 (OH) 2 D 3 , через 
1 нед терапии наблюдалось достовер-
ное (на 4 5 % ) повышение концентра-
ции рецепторов гормона в лимфоци-
тах, однако через 4 нед их концентра-
ция снижалась до исходной (см. 
табл. 1). Эти изменения концентра-

ции рецепторов l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 в лимфо-
цитах сопровождались реципрокными 
колебаниями в них уровня сАМР. Та-
кое транзиторное повышение концен-
трации рецепторов l ,25(OIT) 2D 3 В 
лимфоцитах, очевидно, можно было 
бы рассматривать как результат по-
ложительной ауторегуляции метаболи-
тами витамина D3 [3]. В то ж е время 
необходимо отметить, что больные по-
лучали кортикостероиды, которые 
также регулируют уровень рецепторов 
l , 25 (OH) 2 D 3 , причем их действие мо-
жет выражаться как в повышении, так 
и в снижении концентрации рецепто-
ров гормона [5, 12]. 

Необходимо подчеркнуть, что окси-
девит способствовал нормализации 
функции почек у больных гломеруло-
нефритом (оценивалась по клиренсу 
креатинина, экскреции с мочой белка, 
Р1Г, кальция — данные не представле-
ны). Очевидно, именно этим можно 

40 

30 

20 

10 

• • 

и • • * ч 

К о н ц е н т р а ц и я р е ц е п т о р о в 1 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 в л и м -
ф о ц и т а х у б о л ь н ы х г л о м е р у л о н е ф р и т о м . 

Квадраты — контрольная группа, пунктирная ли-
ния— предел чувствительности метода (1,5 фмоль на 
1 мг белка); светлые кружки — больные острым гло-
мерулонефритом, темные — больные хроническим 
гломерулонефритом; сплошные линии—средние зна-
чения ± стандартная ошибка для последних 2 групп. 
По оси ординат — концентрация рецепторов 
1,25 (OH)2D3 (В фемтомолях на 1 мг белка лимфо-

цитов). 
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объяснить восстановление концентра-
ции 25-01TD в крови. В повышении 
концентрации кальция в крови этих 
больных ведущая роль, по-видимому, 
принадлежит действию препарата на 
всасывание минерала в кишечнике. 

В процессе лечения у больных так-
ж е происходила постепенная нормали-
зация иммунологических показателей 
(см. табл. 2): через 4 нед содержание 
Т-лимфоцитов в периферической кро-
ви увеличилось, а численность 0-лим-
фоцитов уменьшилась до показателей 
контрольной группы. 

Таким образом, полученные нами 
данные свидетельствуют, что при гло-
мерулонсфрите наблюдается экспрес-
сия рецепторов 1,25 ( O H ) 2 D 3 в лимфо-
цитах. В литературе до настоящего 
времени имеется только одно наблю-
дение, подтверждающее подобную на-
правленность изменений: среди боль-
ных ревматоидным артритом рецепто-
ры 1,25 (ОН 2 ) D3 в лимфоцитах обнару-
жены у 7 6 % , среди здоровых лю-
д е й — только у 17% [11] . 

В связи с этим следует отметить, 
что в последние годы получены дан-
ные об отсутствии рецепторов 1,25 
( O H 2 ) D 3 В находящихся в покое как 
Т-, так и В-лимфоцитах и их выра-
женной экспрессии при митогеиной и 
антигенной стимуляции, что коррели-
рует с изменениями их функциональ-
ной активности и характером перехо-
да из одной стадии клеточного цикла 
в другую [2, 10, 14]. Представляется 
несомненным, что в данном случае в 
силу наличия аутоиммунного процес-
са при гломерулонефрите лимфоциты 
больных находятся в активированном 
состоянии, отражением чего является 
интенсивная экспрессия рецепторов 
1,25 ( O H ) 2 D 3 . 

Как было установлено в нашей ра-
боте, при гломерулонефрите развива-
ется выраженная Т-лимфоцитопения, 
тогда как применение оксидевита спо-
собствует восстановлению числа лим-
фоцитов до нормы. Снижение уровня 
Т-клеток может быть связано с раз-
нива ющимся при гломерулонефрите 
дефицитом витамина D. Показано 
[9] , что при культивировании лимфо-
идных клеток в среде, лишенной вита-
мина D или его метаболитов, проис-
ходит торможение продукции клетка-
ми интерлейкина-2, тогда как внесе-
ние в культуру l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 В физио-
логических концентрациях восстанав-

ливает их способность к продукции 
интерлейкина-2. Как известно, интер-
лейкин-2 является одним из основных 
клеточных цитокинов, воздействую-
щих, в частности, на процессы проли-
ферации и дифференцировки Т-лим-
фоцитов [17] . В связи с этим стано-
вится ясной причина отмеченных на-
ми изменений: под влиянием 1,25 
(О Н ) 2 D з происходит восстановление 
способности клеток к продукции ин-
терлейкина-2, что в свою очередь при-
водит к стимуляции пролиферации Т-
лимфоцитов и активирует процессы 
клеточной дифференцировки, отраже-
нием чего является уменьшение числа 
малодифференцированных 0-лимфоци-
тов. В то ж е время концентрация ре-
цепторов 1 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 В лимфоцитах 
остается высокой, что может указы-
вать на сохранение в активированном 
состоянии значительной части Т- и 
(или) В-лимфоцитов. 

Полученные данные об экспрессии 
рецепторов 1,25 ( O H ) 2 D 3 в лимфоци-
тах при гломерулонефрите свидетель-
ствуют о необходимости при выпол-
нении дальнейших исследований про-
вести изучение этих рецепторов от-
дельно в популяциях Т- и В-лимфоци-
тов, что может иметь существенный 
интерес для углубления представле-
ний о роли иммунной системы в па-
тогенезе гломерулонефрита. 
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CONTENT O F T AND В LYMPHOCYTES AS 
WELL AS O F T H E C E L L R E C E P T O R S TO 
U 5 - D I H Y D R O X Y V I T A M I N D3 IN P A T I E N T S 

WITH G L O M E R U L O N E P H R I T I S 

/. N. Sergeev, K. D. Plecity, F. I. Rusnak, 
V. B. Spirichev 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Ins t i tu te of General 
Pa tho logy and Pathophys io logy, Academy of 

Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Content of receptors to hormonal form of 
vi tamin D3, l ,25(OH) 2 D 3 , const i tuted 
27.3 f m o l e / m g of protein in lymphocytes of 
peripheric blood of children with glomerulonep-
iritis. In the pat ients concentra t ion of total and 
ionized form of Ca2+ was decreased down to 
2.04 m m o l e / L and 1.09 mmole /L , respectively, 
while an increase in pa ra thormone (PTH) by 
3 6 % and a distinct decrease in 2 5 ( O H ) D con-
centrat ion (lower than 1.25 n g / m l ) was found 
in blood; content of cAMP was also decreased 
in lymphocytes by 33 %. At the same time, 
total content of T lymphocytes was decreased 
1.5-fold in peripheric blood. Trea tment with I-
hydroxyvi tamin D3 (1-1.5 m g daily, within 
4 weeks) led to normal izat ion of total and 
ionized form of Ca2+ and of 2 5 ( O H ) D , but did 
not affect the PTH content in blood. Concen-
trat ion of the receptors to 1 .25(OH) 2D 3 was 
elevated up to 39.7 f m o l e / m g af te r I week of 
the t rea tment , whereas it was decreased to the 
initial level 24.8 f m o l e / m g within 4 weeks; 
s imul taneous al terat ion in the cAMP content 
was observed in lymphocytes. Trea tment with 
l - ( O H ) D 3 normalized also the T lymphocytes 
content in peripheric blood. The da ta obtained 
sugges t that under condi t ions of glomerulo-
nephrit is only high content of receptors to 
1 .25(OH) 2D 3 in lymphocytes enabled to perform 
the cell response to the hormone effect. 

МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ 

@ КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1989 

УДК () 16-006.6-07:б 16.153.96-053.1 -097-078.833 

А. И. Щербань, Л. В. Лукашевич, С. И. Марчук, Е. А. Нежинец 

П Р И М Е Н Е Н И Е И М М У Н О А Ф Ф И Н Н О И Х Р О М А Т О Г Р А Ф И И 
Д Л Я В Ы Д Е Л Е Н И Я Р А К О В О - Э М В Р И О Н А Л Ь Н О Г О А Н Т И Г Е Н А 

Институт биоорганической химии АН БССР, Минск 

Р а ково -э м б р и он а л ь н ы й а н ти ген 
( Р Э А ) — гликопротеин с молекуляр-
ной массой — 180 кД — является мар-
кером ряда злокачественных опухо-
лей [10] . В медицине широко ириме-
н я юте я к оммерческ не наборы реакти-
вов для радиоиммунологического и 
и ммуноферментного определения 
РЭА. Д л я серийного выпуска наборов 
требуются большие количества высо-
коочищенного антигена, который ис-
пользуется для приготовления стан-
дартов, получения меченного радио-
изотопной или ферментной меткой ан-
тийена, антисыворотки. Традиционные 
методы выделения Р Э А включают раз-
личные сочетания ионообменной и 

гель-хроматографии, аффинной хро-
матографии на лектинах, т. е. являют-
ся многоэтапными и дают низкий вы-
ход антигена ( 5 — 2 0 % ) [2, 4 ] . 

Целью настоящей работы явилась 
разработка метода выделения Р Э А на 
основе иммуноаффинной хроматогра-
фии, поскольку применение ее в про-
цессе выделения белковых антигенов 
во многих случаях позволяет упро-
стить методы выделения и достичь 
высокого выхода [8] . 

М е т о д и к а 

В работе использовали ДЭАЭ-сефадекс 
А-25, CNBr-сефарозу 4В, сефадекс G-200 
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( « P h a r m a c i a ) , Ш в е ц и я ) , К М - ц е л л ю л о з у 
( « W h a t m a n » , Англия) , холат натрия , доде-
ц и л с у л ь ф а т натрия , твин-20, N a N 3 («Serva» , 
Ф Р Г ) , нитроцеллюлозу («Bio-Rad», С Ш А ) , 
глицин («Reana l» , В Н Р ) , отечественные реак-
тивы к в а л и ф и к а ц и и х. ч. и о.) с. ч. 

Д л я выделения РЭА использовали мета-
стазы а д е н о к а р ц и н о м ы толстой кишки в пе-
чень, в зятые при аутопсии. О п у х о л е в у ю т к а н ь 
хранили при —60 °С. 

Ф р а к ц и ю IgG, с о д е р ж а щ у ю антитела к 
РЭА ( а н т и - Р Э А I g G ) , в ы д е л я л и из кро-
личьей антисыворотки к РЭА фракциониро-
ванием с у л ь ф а т о м аммония (50% насыще-
ния) с последующей ионообменной хромато-
графией на Д Э А Э - с е ф а д е к с е А-25 в 0,02 М 
фосфатном буфере рН 7,4 (фракции, с о д е р ж а -
щие а н т и - Р Э А - I g G , не сорбировались на ионо-
обменнике) и ионообменной х р о м а т о г р а ф и е й 
на КМ-целлюлозе в 0,02 М фосфатном буфе-
ре рН 5,6; фракции , с о д е р ж а щ и е а н т и - Р Э А 
IgG, э л ю и р о в а л и 0,02 М ф о с ф а т н ы м буфером 
рН 7,8, с о д е р ж а щ и м 0,2 М NaCl. 

И м м у н о с о р б е н т а н т и - Р Э А - ^ О - с е ф а р о з а 4В 
получали, иммобилизируя I g G на C N B r - с е ф а -
розе 4В в условиях , рекомендуемых фирмой 
« P h a r m a c i a » ( Ш в е ц и я ) , при концентрации 
12 мг I g G на 1 мл геля. Иммуносорбент 
п р о м ы в а л и последовательно 0,01 М фосфат -
ным буфером р Н 7,4, с о д е р ж а щ и м 0,2 М 
NaCl , 0,05 М ф о с ф а т н ы м буфером р Н 7,4, 
с о д е р ж а щ и м 0,3% холат натрия и I М NaCl , 
0,01 М ф о с ф а т н ы м буфером р Н 7,4, 0,1 М 
глицин-HCl р Н 2,2, 0,01 М ф о с ф а т н ы м буфе-
ром рН 7,4, с о д е р ж а щ и м 0,2 М NaCl ; в этом 
ж е буфере иммуносорбент хранили, д о б а в л я я 
в качестве бактериостатика 0 ,03% NaN 3 . Эф-
фективность иммобилизации IgG составила 
5 6 % . Емкость иммуносорбента , определенная 
с очищенным РЭА, составила —0,7 мг Р Э А 
на 1 мл геля. 

a i - К и с л ы й гликопротеин ( а г К Г ) выделяли 
из сыворотки крови з д о р о в ы х д о н о р о в по ме-
т о д у [3] . В работе использовали т а к ж е пре-
п а р а т ы сбгКГ и антисыворотки к a i - К Г , лю-
безно п р е д о с т а в л е н н ы е А. В. Курикой 
( Т И Б О Х Д В Н Ц А Н С С С Р ) и А. А. М о л о д ы к 
( В О Н Ц А М Н С С С Р ) . 

Определение РЭА и a i - К Г во ф р а к ц и я х в 
процессе их выделения проводили методом 

Рис. 1. И м м у н о а ф ф и н н а я х р о м а т о г р а ф и я эк-
с т р а к т а из опухолевой ткани на колонке с 
а н т и - Р Э А - ^ С - с е ф а р о з о й 4В (а) (участок 
промывки колонки не показан) и гель-хрома-
т о г р а ф и я препарата Р Э А па колонке с сефа-

дексом G-200 (б) . 
Заштрихованные области — объединенные фракции, 
содержащие РЭА; оптическую плотность элюируе-
мых растворов измеряли с помощью УФ-детектора 

«Uvicord S II» (LKB, Швеция). 

двойной р а д и а л ь н о й иммунодиффузии по Оух-
терлони. Концентрацию белка определяли по 
методу [6] . 

Радиоиммунологическое определение Р Э А 
осуществляли с помощью серийно выпускае-
мого опытным производством И Б О Х АН 
Б С С Р набора рио-РЭА- 1 2 51 согласно инструк-
ции по применению набора , используя стан-
д а р т ы РЭА, приготовленные на 0,05 М фос-
фатном буфере рН 7,4, с о д е р ж а щ е м 0,1% 
твин-20, 1% бычий сывороточный альбумин, 
0,003 М Э Д Т А , 0,03 % NaN 3 . 

Контроль чистоты п р е п а р а т о в Р Э А осу-
ществляли методами э л е к т р о ф о р е з а в полиак-
риламидиом геле в присутствии додецилсуль-
ф а т а натрия [5] и иммуноблоттинга [ I I ] . 

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

РЭА экстрагировали из опухолевой 
ткани с помощью H C I O 4 по методу 
[4] . Опухолевую ткань гомогенизиро-
вали в дистиллированной воде при 
соотношении 'масса ткани/объем во-
ды — 1 : 4 при 14 500 об/мин в тече-
ние 10 мин в гомогенизаторе типа 
Уоринга. Гомогенат центрифугировали 
30 мин при 9000 g и 4°С. К надоса-
дочной жидкости добавляли равный 
объем 2 М НС104 , перемешивали 
30 мин при 4°С, затем 30 мин цент-
рифугировали при 9000 g и 4°С. Над-
осадочную жидкость нейтрализовали 
до рН 6,0 1 М NaOH, концентрирова-
ли в 25 раз ультрафильтрацией, Ана-
лизировали против дистиллированной 
воды и лиофилизировали. Лиофилизи-
рованный экстракт хранили при 
—20 °С. 

Л и оф ил из ирован н ы й э кст р акт, по-
лученный из 25 г опухолевой ткани, 
растворяли в 20 мл 0,01 М фосфатно-
го буфера рН 7,4, содержащего 0,2 М 
NaCl, и наносили со скоростью 6 мл/ 
/ (см 2 -ч) на колонку (1 ,4X16 см) с 
анти-РЭА IgG-сефарозой 4В, уравно-
вешенную тем ж е 'буфером (эту и все 
последующие операции проводили 
при 4 ° С ) . После нанесения экстракта 
колонку промывали со скоростью 
25 мл/(см 2 -ч) 25 объемами каждого 
из следующих буферных растворов: 
0,01 М фосфатным буфером рН 7,4, 
содержащим 0,2 М NaCl; 0.05 М фос-
фатным буфером рН 7,4, содержащим 
0,3% холат натрия и 1 М NaCl, 
0,05 М фосфатным буфером рН 7,4. 

Элюирование РЭА с иммуносорбен-
та осуществляли 0,1 М глицин-HCl рН 
2 , 2 с о с к о р о с т ь ю 4 м л / ( с м 2 - ч ) . Ф р а к -
ции по 1 мл собирали в 0,5 мл 0,25 М 
фосфатного буфера рН 7,4. Фракции, 
содержащие РЭА (рис. 1), объединя-
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Выделение РЭА 

тыс. имп/мин 
24 

04 0,8 R / 

Ри|с. 2. Денситометрическое сканирование (а) 
электрофореграмм экстракта из опухолевой 
ткани ( / ) и конечного препарата РЭА (2) и 
иммунная реплика меченного 1251 конечного 

препарата РЭА (б). 
Электрофорез проводили в 7 % полиакриламидном 
геле в присутствии додецилсульфата натрия (загруз-
ка геля: экстракт 150 мкг белка, РЭА 70 мкг). 
Иммунную реплику получали после электрофореза 
1251-РЭА в 7 % полиакриламидном геле с помощью 
иммобилизованных на нитро-целлюлозе антител к 
экстракту из опухолевой ткани. РЭА йодировали по 

методу [7]. 

ли, кон цен т р и р о в а л и у л ьт р а ф и л ьт р а -
цией и диализировали сначала против 
дистиллированной воды, а затем про-
тив 0,01 М фосфатного буфера рН 7,4, 
содержащего 0,5 М NaCl и 0,03% 
N a N 3 . 

В эксперименте с 1251-РЭА было по-
казано, что при используемых услови-
ях с иммуносорбента элюируется75— 
8 0 % адсорбированного РЭА. Иммуно-
сорбент после регенерации может 
быть использован многократно. 

По данным электрофореза в поли-
акриламидном геле в присутствии до-
децилсульфата натрия препарат РЭА 
после иммуноаффинной хроматогра-

а 6 
/00 

80 

60 

40 

Щ 
Q 

/О 10 1 10 10 10 

Рис. 3. Сравнение препарата РЭА из набора 
рио-РЭА-1 2 51 ( / ) и выделенного препарата 
РЭА (2) в радиоиммунологическом анализе 
(а) и ингибирование связывания 1251-РЭА с 

-РЭА IgG препаратами (б) РЭА ( / ) и 
а , - К Г (2). 

По с сям абсцисс — РЭА, иг/мл; по осям ординат — 
% связанного ,2б1-РЭА. 

U 

Стадия выделения * О < 
сС 0 X 

ф О) 2 
LQ а. CQ 

Гомогенат* 950 20 100 
НСЮ 4 -экстракт 84 12,8 64 
А нти - РЭА IgG-сефа роза 

4 В 15 9,6 48 
Сефадекс G-200 7,8 39 

* На 25 г опухолевой ткани. 

фии содержал примеси белков, в свя-
зи с чем полученный препарат РЭА 
д о п о л н ит е л ь н о очищали г е л ь - х р о м а -
тографией. 

Объединенную фракцию (1,5 мл), 
содержащую РЭА, наносили на ко-
лонку (1 ,5X120 см) с сефадексом G-
200, уравновешенную 0,01 М фосфат-
ным буфером рН 7,4, содержащим 
0,5 М NaCl и 0,03% NaN3 , и проводи-
ли элюирование этим же буфером со 
скоростью 6 мл/ (см 2 -ч) . Хроматогра-
фический профиль элюции белков 
представлен на рис. 1. Фракции, со-
держащие РЭА, объединяли, концент-
рир о в а л и ул ьтр аф ильтр а ц и ей, диали-
зировали против дистиллированной 
воды и лиофилизировали. 

Полученный после гель-хроматогра-
фии препарат РЭА гомогенен по дан-
ным электрофореза в полиакриламид-
ном геле в присутствии додецилсуль-
фата натрия и иммуноблоттинга 
(рис. 2) . 

Радиоиммунологическим анализом 
показана иммунологическая идентич-
ность выделенного препарата РЭА и 
препарата РЭА, используемого при из-
готовлении набора рио-РЭА-125!. Кри-
вые ингибирования связывания 1251-
РЭА с анти-РЭА-IgG двумя препара-
тами РЭА практически совпадают 
(рис. 3) . 

В разработанном методе выделения 
РЭА выход антигена составляет 
~ 4 0 % (см. таблицу), что значитель-
но превышает выход РЭА в стандарт-
ных методах выделения [2, 4] . 

В работах [1, 12] также описано 
выделение РЭА на иммуносорбентах 
с высоким выходом белка, однако 
следует отмстить, что в данных рабо-
тах элюирование РЭА с иммуносор-
бентов проводили в жестких услови-
ях — высокими концентрациями хао-
тропных агентов, 8 М мочевиной в 
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6,5 М муравьиной кислоте рН 2,1. Та-
кие условия обработки РЭА могут по-
влиять на сохранность его нативных 
свойств. В разработанном же методе 
элюированис РЭА с иммуносорбента 
проводят при низком рН, при кото-
ром молекулы РЭА достаточно ста-
бильны [10]. 

В работе [9] был описан метод вы-
деления РЭА, 'включающий очистку 
РЭА на антителах к а р К Г , иммоби-
лизованных CNBr-сефарозе 4В. Если 
действительно реализуется возмож-
ность использования антител к a i -КГ 
для иммуноаффинной очистки РЭА, то 
это давало бы возможность более ши-
рокого применения иммуноаффинной 
хроматографии для выделения РЭА, 
поскольку а р К Г в отличие от РЭА -
легкодоступный белок, и проблема по-
лучения больших количеств антисы-
воротки для приготовления иммуно-
сорбента была бы легко решена. 

Для проверки возможности реали-
зации данного подхода мы сравнили 
иммунологические свойства РЭА и 
осгКГ. Как видно из рис. 3, б, a jKF 
(3 разных препарата) не конкурирует 
с меченым РЭА за связывание с анти-
РЭА-IgG (антисыворотка к РЭА не 
адсорбировалась белками сыворотки 
крови человека). Антисыворотка к a t -
КГ не связывала 1251-РЭА. Получен-
ные результаты не подтвердили нали-
чия иммунологического сходства РЭА 
и а г К Г , а, следовательно, и возмож-
ности применения антител к a i - К Г д л я 
очистки РЭА. 

Таким образом, проведенные иссле-
дования показали, что иммуноаффин-
ной хроматографией экстракта из опу-
холевой ткани на анти-РЭА-1^С-сефа-
розе 4В с элюированием неспецифиче-
ски адсорбированных белков 0,05 М 
фосфатным буфером pIT 7,4, содержа-
щим 0,3 % холат натрия и I М NaCl, 
и элюированием РЭА 0,1 М глицин-
HCl рН 2,2, можно после дополни-
тельной очистки препарата РЭА гель-
хроматографией на сефадексе G-200 
пол у ч ать в ысокооч ищен н ы й препа рат 
РЭА с выходом ~ 4 0 % . Данный ме-
тод может быть применен в техноло-
гическом процессе производства набо-

ров реактивов для иммунохимического 
микроанализа РЭА. 

Автор ы в ы р а ж а ют б л а года р ность 
Н. В. Пивень (ИБОХ АН БССР) за 
получение антисыворотки к РЭА. 
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ISOLATION O F CANCER-EMBRYONAL AN-
T I G E N BY M E A N S O F 1ММ UNO AFFINITY 

C H R O M A T O G R A P H Y 

A. I. Sicherban, L. V. Lukashevich, S. I. Mar-
chuk, E. A. Nezhinets 

Ins t i tu te of Bioorganic Chemistry, Academy of 
Sciences of the Byelorussian SSR, Minsk 

A procedure for cancer-embryonal an t igen 
isolation involved extract ion of the an t igen by 
chloric acid, aff ini ty ch roma tog raphy on CNBr-
Sepharose 4B con ta in ing immobilized anti-
bodies and gel f i l t rat ion on Sephadex G-200. 
C o n t a m i n a t i n g proteins, adsorbed on the im-
munosorben t were eluted with 0.05 M phosphate 
buffer , pH 7.4 con ta in ing 0.3 % sodium cholate 
and 1 M NaCl, while cancer-embryonal anti-
g e n — w i t h 0.1 M glycyl-HCl buffer , pH 2.2. 
After purif icat ion of the preparat ion on 
Sephadex G-200 homogenous fract ion of the 
ant igen, as shown by m e a n s of polyacryamide 
gel electrophoresis in presence of SDS and by 
immunoblot t ing , was obtained. Yield of the 
ant igen was about 40 %, 
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К О Л И Ч Е С Т В Е Н Н О Е И М М У Н О Ф Е Р М Е Н Т Н О Е О П Р Е Д Е Л Е Н И Е 
Л А К Т О Ф Е Р Р И Н А В С Ы В О Р О Т К Е И П Л А З М Е КРОВИ 

Н И И трансплантологии и искусственных органов Минздрава СССР, Москва 

Лактоферрин ( Л ф ) — железосвязы-
ающий гликопротеид (мол. масса 

80 000 Д ) , обнаруженный в секретах 
яда эндокринных желез человека и 

Кивотных и являющийся компонентом 
п е ц иф и ч ее к их гранул пол ин у кл е а р-

йых лейкоцитов [5] . Данные о со-
держании в сыворотке крови биологи-
ческой роли Л ф разноречивы, несом-
ненно участие в бактерицидной и бак-
-||ериостат и ческой функциях [ 4, 15], 
регуляции гуморальных и клеточных 
иммунологических реакций [9, 10], 
противовоспалительных процессах | 8 | , 
воздействии на систему комплемента 
[15] , регуляции гранулоцитопоэза [8] , 
а к т\ т н оет и моноцитов, мак р оф а го в и 
нейтрофило'в [16] и др. Широкий 
€ г 1 с к т р его функциональных проявле-
ний, резкие изменения уровня в сыво-
ротке крови при ряде патологических 
состояний [7, 11], способность к ком-
пш ексированию с другими белками и 
наличие рецепторов к нему у клеток 
крови [14, 17] обусловили наш инте-
рес к Л ф как к универсальному диа-
гностическому показателю и возмож-
ному лиганду биоаффинного сорбента 

[ И -
Содержание Л ф в сыворотке крови 

определяют с помощью иммунодиффу-
зионного анализа, пригодного, однако, 
лишь для высоких концентраций бел-
ка, а также с помощью радиоиммуно-
логического | 12, 19] и иммунофер-
ментного [6] методов. Целью настоя-
щей работы явилась разработка мето-
ду количествеиного определения Л ф 
на основе «сандвич-модификации им-
муноферментного анализа, а также 
апробация метода в процессе опреде-
ления Л ф у доноров (в сыворотке и 
плазме крови) и кардиохирургических 
больных. 

М е т о д и к а 

1сточником получения Л ф служило моло-
зиво здоровых родильниц, с о д е р ж а щ е е его в 
наиболее высокой концентрации ( 1 5 — 2 5 м г % ) . 
Д л я выявления антигенов использовали мо-
дифицированный метод двойной иммунодиф-
«фузии | 3 | , иммуноэлектрофорез ( И Э Ф ) , пе-

рекрестный ИЭФ, диск-электрофорез в поли-
акриламидном геле с иммунопроявлеиием. 

На 1 этапе выделения получали грубую 
фракцию белков, обогащенную Л ф . Молозиво 
обезжиривали путем центрифугирования при 
6000 об/мин в течение 1 ч, подкисляли до рН 
4,0 уксусной кислотой, выдерживали 6 ч при 
37 °С, центрифугировали 4 ч при 6000 об/мин 
для удаления казеииов, нейтрализовали три-
сом до рН 7,0. Полученную «сыворотку» кон-
центрировали и грубо разделяли на мембранах 
Synpor ( Ч С С Р ) (0,025, 0,012, 0,0001 мк) под 
давлением азота 6 атм, заменяя этим широко 
распространенное переосаждение белков. Л ф -
содержащий продукт наносили на колонку 
6 0 x 4 , 5 см, заполненную сефадексом G-200, 
рабочий буфер — 0,1 М трис-HCl, содержа-
щий 0,05 М NaCl, рН 8,0, скорость потока 
1,5 мл/ч. Содержание Л ф на всех этапах кон-
тролировали иммунохимически (рис. 1). Фрак-
ции 10—24 собирали, диализовали против 
0,02 М фосфатного буфера рН 6,0, подверга-
ли ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-
А50 («Pharmacia» , Швеция) , колонка 20 X 
Х 2 , 5 с м . Стартовый буфер фосфатный рН 
6,0. Обогащенный Л ф материал собирали и 
подвергали последовательно дальнейшей очи-
стке на КМ-целлюлозе и CM-Sephadex С-50 
(«Pharmacia» , Швеция) . Стартовый буфер 
ацетатный, рН 5,2. Элюировали с КМ-целлю-
лозы ступенчато, сначала ацетатным буфером, 
0,008 М, рН 6,0, затем 0,1 М фосфатным, 
0,2 М NaCl, рН 9,0. Последний элюат (титр 
Л ф 1 : 1 6 ) наносили на CM-Sephadex С-50, 
после предварительного диализа против аце-
татного буфера 0,01 М рН 5,0. Элюацию про-
водили линейным градиентом рН от 5,4 до 
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Рис. I. Иммуиохимический контроль концен-
трации лактоферрина (Лф) при гель-фильтра-

ци и. 
По оси абсцисс — номера фракций; по оси ординат — 

титр Лф и анализируемых фракциях. 
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8,2 в фосфатном буфере. Фракции, обогащен-
ные Лф, собирали, диализовали и лиофили-
зировали. Все этапы хроматографического вы-
деления проводили при 4°С. 

Получение очищенного препарата Л ф по-
зволило использовать его в качестве лиганда 
специфического иммуиосорбеита. В качестве 
носителя использовали CN-Br-сефарозу («Phar-
macia», Швеция) , концентрацию Л ф 5 мг на 
I г сефарозы, рабочий буфер 0,1 М ЫаНСОз. 
В последующем использовали колонку 0,6X 
Х б см с Лф-сефарозой, уравновешенную 
0,02 М фосфатно-солевым буфером с 0,05 М 
NaCl. 

Олигоспецифическая антисыворотка к бел-
кам молозива была получена путем иммуни-
зации кроликов промежуточными продуктами 
выделения Лф. Иммунизацию осуществляли 3 
инъекциями с интервалом 7 дней (суммарная 
доза по белку 100 мг). Реиммунизацию про-
водили через I мес, кровь брали через б— 
8 дней после реиммунизации. Через колонку 
с Лф-сефарозой пропускали избыточный объ-
ем антисыворотки многократно в течение 2 ч. 
Затем колонку отмывали уравновешивающим 
буфером до исчезновения следов белка. Элю-
цию проводили 0,2 М глицин-HCl рН 2,8, ней-
трализовали до рН 7,4 1 М трисом, диали-
зовали против боратного буфера рН 9,4. Спе-
цифичность полученных антител была прове-
рена в реакциях иммунодиффузии, где не от-
мечали наличия антител к другим плазменным 
и лейкоцитарным белкам, кроме Лф. Актив-
ность антител контролировали т а к ж е в реак-
циях иммунофлюоресценции. Козья антисы-
воротка против плазменных белков кролика в 
иммунодиффузии приводила к образованию 
лишь 1 дуги преципитации. Антитела для 
конъюгации были сконцентрированы до 2— 
5 мг на 1 мл белка. 

При конъюгировании использовали перий-
одатный метод; пероксидаза («Sigma», США) 
имела RZ 3,2. Соотношение пероксидаза:белок: 
N a l 0 4 было 1 : 1 : 2 . К раствору пероксидазы 
(5 мг/0,5 мл бидистиллята) добавляли соот-
ветствующее количество N a I 0 4 , инкубировали 
1 ч при 4°С. Д о б а в л я л и смесь в препарат 
антител и сразу ж е проводили гель-фильтра-
цию через сефадекс G-25, колонка 1 x 7 см, 
бора тный буфер рН 9,4. Собирали окрашен-

я 
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Рис. 2. Оптимизация концентрации антител 
для сенсибилизации планшетов. 

1(1 о оси абсцисс — концентрация белка (мкг/мл); по 
си ординат — оптическая плотность при 492 нм 

(здесь и на последующих рисунках). 
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Рис. 3. Оптимизация рН основного буфера.. 

ную в оранжевый цвет узкую зону, освобож-
даясь при этом от N a l 0 4 , причем получаю-
щееся разведение не превышало 10%. Реак-
ционную смесь выдерживали 1,5 ч при 4 °С. 
Если концентрация белка была меньше 4 мг/мл, 
длительность реакции увеличивали до не-
скольких часов. Реакцию останавливали 
N a B H 3 (60 мг/мл бидистиллята) из расчета 
i/20 от количества белка. По истечении 15 мин 
еще раз добавляли N a B H 3 в таком же коли-
честве, инкубировали 0,5 ч при 4°С. От избыт-
ка N a B h b освобождались при помощи хрома-
тографии на гидроксилапатите (ГА) (колонка 
1X0,7 см), рН реакционной смеси доводили 
до 7,0 раствором 1 М ацетатного буфера. Им-
муноглобулины связываются с ГА в узкой зо-
не, окрашенной в оранжевый цвет. Промыва-
ли несколько раз бидистиллятом, элюировали 
0,5 М фосфатным буфером рН 9,0 В полу-
ченный конъюгат добавляли бычий сывороточ-
ный альбумин до конечной концентрации 
10 мг/мл и хранили при 4 °С. 

Полученные антитела использовали для сен-
сибилизации полистироловых планшетов 
(«Dynatech», Ф Р Г и Медполимер) . Антитела 
вносили в боратном буфере, 0,01 М, рН 9,5, 
по 100 мкл, содержание белка 5 мкг/мл. План-
шеты инкубировали 18 ч при 4°С, затем 4-
кратно отмывали фосфатно-солевым буфером 
с 0 ,05% тритоном Х-100. В лунки вносили об-
разцы плазмы либо сыворотки в разведениях 
1 : 20, 1 : 50, 1 : 100 в фосфатно-солевом буфе-
ре с тритоном Х-100. Вносили 2 параллельных 
разведения образцов по 100 мкл. Инкубиро-
вали 0,5 ч при 37 °С. После отмывки вноси-
ли по 100 мкл субстратной смеси, состоящей 
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Рис. 4. Калибровочная кривая иммунофермеит-
иого определения Лф. 

По оси абсцисс — концентрация Лф (нг/мл). 



С( держание Л ф в сыворотке крови в норме и после применения искусственного кровообращения (И К) 

Группа обследованных Число 
образцов 

Содержание ЛФ, 
мкг/мл (M±/?z) 

З д о р о в ы е доноры 
Б 

И К 
эльныес 
перед применением 
после 5 мин И К 
после 3 0 мин И К 
после 1 — 3 ч И К 
через 1 — 3 сут после И К 

52 

6 
6 
5 

10 
6 

2 , 0 2 = t 0 , 3 

2,0=1=0,2 
1,6=1=0,21 

1,64 ± 0 , 1 5 
1,65=1=0,15 
1,1=1=0,16 

р по сравне-
нию с нормой 

> 0 , 5 
> 0 , 5 
> 0 , 5 
> 0 , 5 
< 0 , 5 

Д р н о р с к а я кровь (плазма): 
2—4 ч хранения 
5—8 ч » 
12—27 ч » 

из 0,01 % о р т о ф е н и л е н д и а м и н а в 0,05 М нит-
ратном буфере и 0,002 % раствора Н 2 0 2 рН 
4,8. После 15 мин инкубации при комнатной 
т е м п е р а т у р е р е а к ц и ю останавливали , добав -
ляя в лунки по 50 мкл 50 % H2SO4. Интен-
сивность окраски измеряли при 492 нм. Ка-
л и б р о в о ч н у ю кривую строили, используя стан-
д а р т Л ф («Boeh r ingwerke» , Ф Р Г ) 0,035 мг/мл. 
Д л я разведения использовали фосфатно-соле-
вОй буфер с 0 , 0 5 % тритоном Х-100, рН 7,4. 
К а л и б р о в о ч н у ю кривую, используемую для 
определения с о д е р ж а н и я Л ф , воспроизводили 
на к а ж д о м планшете . 

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

В процессе выделения получен очи-
щенный и сконцентрированный препа-
рат Лф, электрофоретический анализ 
которого показал его гомогенность. Ис-
пользование нескольких иоиообмеини-
крв позволило отказаться от аффинной 
хроматографии, упростить процедуру 
выделения, свести к минимуму процент 
д е г 1 а т у р и р о в а и н ого Л ф. Ч и ст от а Л ф 
выше 98 %. 

В ходе апробации метода подбирали 
оптимальные концентрации конъюгата, 
антител, субстратной смеси, разведе-
ния образцов. Для определения рабо-
чей концентрации конъюгата строили 
серию калибровочных кривых при раз-
л и ч и ы х разведениях конъюгата. За 
оптимальное выбирали такое разведе-
ние, при котором экстинкция раствора 
в лупке с максимальной концентрацией 
Л ф равна 1,9. Оптимальным было раз-
ведение 1 : 1000—1 : 1400. 

Из рис. 2 видно, что увеличение кон-
центрации антител выше 5—7 мкг/мл 
не сказывается на чувствительности 
метода, так как кривая выходит на 
плато. Это свидетельствует о полном 
насыщении гидрофобных связей поли-

1,8=1=0,17 
1,6=1=0,17 
1,9=1=0,15 

стирола антителами при указанной 
концентрации. 

Исследование влияния рН на коли-
чество сорбирующихся антител (рис. 3) 
показало, что оптимальным является 
диапазон рН 8,0—10,0; был выбран бу-
фер с рН 9,4, позволяющий достичь 
наиболее интенсивной окраски. При 
дальнейшем увеличении рН буфера 
отмечали рост уровня неспецифической 
реакции. 

При построении калибровочной кри-
вой в результате анализа серий кривых 
был выбран участок линейной зависи-
мости величин экстинкции от количе-
ства Лф. Максимальная концентрация 
Лф 200 иг/мл, с ее превышением кри-
вая выходит на плато (рис. 4) . Для 
выбора оптимального разведения об-
разцов были исследованы 52 сыворот-
ки крови доноров. Диапазон колебаний 
концентраций Лф в них составил 0,5— 
3,3 мкг/мл со средним значением 
2,02zb0,3 мкг/мл. Экспериментально 
были подобраны разведения 1 : 20, 
1 : 50, 1 : 100, где экстинкции большин-
ства исследуемых образцов соответст-
вуют линейному участку калибровоч-
ной кривой и максимально перекры-
вают диапазон колебаний концентра-
ций Лф в образцах. Задачей ставилось 
попадание как минимум 2 разведений 
в линейный участок для последующего 
получения среднего значения. Получен-
ные значения концентраций Лф не-
сколько отличаются от сообщаемых в 
литературе [6, 12, 19], что, возможно, 
объясняется использованием различ-
ных ста нуда ртов или особенностями до-
норов. 

В таблице представлены результаты 
по апробации тест-системы для опре-
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деления содержания Л ф в сыворотке 
крови больных, а также в сыворотке 
(или в плазме) крови здоровых доно-
ров. Предполагалось, что уровень Лф 
в плазме может отражать свойства и 
качество применяемой донорской кро-
ви, так как концентрация Л ф часто 
возрастает после некоторых воздейст-
вий на кровь, что, возможно, происхо-
дит при разрушении лейкоцитов. Как 
видно из таблицы, при хранении до-
норской крови до 27 ч достоверного 
увеличения уровня Лф не наблюдает-
ся. Это, по-видимому, свидетельствует 
о стабильности лейкоцитов при хра-
нен и и. 

Исследованию были подвергнуты 
сыворотки кардиохирургических боль-
ных, оперированных по поводу проте-
зирования клапанов сердца в условиях 
искусственного кровообращения (ИК) . 
Отсутствие значительных колебаний 
уровня Лф могло бы свидетельствовать 
о щадящем действии на кровь опера-
тивных мероприятий. Мы не отметили 
достоверного изменения уровня Л ф 
(см. таблицу), что согласуется с ранее 
в ы д в и н у ты м и п р е д п о л о ж е и и я м и [2]. 
Дальнейшее изучение Лф в сыворотке 
и плазме крови больных представляет 
интерес для диагностики и изучения 
молекулярных механизмов участия 
лейкоцитов в патологических процес-
сах. 
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QUANTITATIVE IMMUNOENZYMATIC ESTI-
MATION O F LACTOFERRIN IN BLOOD 

S E R U M AND PLASMA 

A. G. Merkulov, O. P. Shevchenko 

Ins t i tu te of Transp lan to logy and Artificial 
Organs , Minis t ry of Public Health of the 

USSR, Moscow 

A procedure for quant i ta t ive est imation of" 
lactoferr in is developed us ing the "sat idvich" 
type of immunoenzymat ic assay. Prepara t ion 
of lactoferr in was purified from women colos-
t rum by means of ion exchange chromato-
graphy; the sorbent (a l igand-con ta in ing com-
plex of lactoferr in) was synthesized; the anti-
body c o n j u g a t e aga ins t lactoferr in and pe-
roxidase from horseradish was prepared; 
optimal condi t ions of the immunoenzymat ic as-
say were selected. Concentra t ion of lactoferrin 
in donor blood serum or plasma const i tuted 
0.5-3.3 m g / m l ; dist inct a l te ra t ions of the 
lactoferr in content were not found in blood of 
pat ients mainta ined on artificial circulation or 
in the blood used for t r ans fus ion . 
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В Ы Д Е Л Е Н И Е И О Ч И С Т К А К О Л Л А Г Е Н О В Ы Х Б Е Л К О В 
С П О М О Щ Ь Ю Б И О С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О И Х Р О М А Т О Г Р А Ф И И 

НА С О Р Б Е Н Т Е С К О Л Л А Г Е Н С В Я З Ы В А Ю Щ И М Ф Р А Г М Е Н Т О М 
Ф И Б Р О Н Е К Т И Н А 

Институт биологической и медицинской химии АМН С С С Р , Москва 

Традиционные способы выделения и 
очистк и кол л а гено в р а з р а бот а ны дл я 
тканей с относительно высоким содер-
жанием этих белков и состоят, как 
правило, из нескольких этапов (экс-
тракция в кислых и нейтральных бу-
ферных растворах, солевое переосаж-
деиие, ионообменная хроматография, 
rejjb-фильтрация и др.) [10], на каждом 
из которых возможны существенные 
потери материала. Выделение коллаге-
иовых белков из объектов с невысоким 
содержанием этих полимеров (напри-
мер, так называемых «минорных» кол-
лагенов или радиоактивно меченных 
коллагенов при изучении их метабо-
лизма в различных условиях) требует 
разработки менее громоздких и в то 
же время достаточно специфических 
подходов. 

Один из таких подходов разработай 
в настоящем исследовании. Метод 
основан на специфическом сродстве 
коллагенов различных типов к одному 
из пептидных фрагментов фибронек-
тина — коллагенсвязывающему пепти-
ду (КСП) , иммобилизация которого 
на твердом носителе позволяет полу-
чить сорбент, обеспечивающий одно-
этапную и эффективную очистку кол-
лагена с помощью биоспецифической 
хроматографии. 

М е т о д и к а 

Выделение фибронектина из сыворотки 
крови крупного рогатого скота или человека 
осуществляли с помощью биоспецифической 
хроматографии на иммобилизованной ж е л а т и -
не ( ж е л а т и н - с е ф а р о з е ) по описанному методу 
| 8 ] . Д л я протеолитического ф р а г м е н т и р о в а и и я 
к раЬтвору фибронектина в 0,05 М трис-НС1-
буфере (рН 8,0; концентрация белка 1 мг /мл) 
д о б а в л я л и раствор трипсина до конечной кон-
центрации 10 мкг/мл и смесь инкубировали 
45 мин при 37 °С. Протеолиз останавливали 
добавлением раствора соевого ингибитора 
трипсина и ф е н и л м е т и л с у л ь ф о н и л ф т о р и д а до 
конечных концентраций соответственно 100 
мкг /мл и 10~4 М. Р а с т в о р д и а л и з о в а л и про-
тив 0,05 М трис -HCl -буфера (рН 7,6) , содер-
ж а щ е г о 0,1 М NaCl (буфер 1), и проводили 

выделение К С П с помощью хроматографии на 
ж е л а т и н - с е ф а р о з е по той ж е схеме, что и в 
случае с нативным фибронектином. 

Д л я иммобилизации К С П на B r C N - а к т и в и -
рованной сефарозе 10 мл геля активированной 
с е ф а р о з ы смешивали с равным объемом ра-
створа К С П в 0,1 М N a H C 0 3 (рН 8,5) , со-
д е р ж а щ е г о 0,5 М NaCl (концентрация белка 
1,5—2,0 мг /мл) , и смесь перемешивали 4 ч 
при комнатной температуре . Д л я блокировки 
и м и д о к а р б о н а т н ы х групп, не вступивших в ре-
акцию, к смеси д о б а в л я л и этаиоламин до 2 М 
(рН 8,5) и перемешивали 2 ч. Н е с в я з а в ш и й с я 
белок у д а л я л и промыванием геля буфером 1 
до отсутствия в э л ю а т е оптической плотности 
Агео-

Д л я выделения радиактивно меченных бел-
ков куриных эмбрионов в воздушный мешок 
10-дневных эмбрионов вводили 200 мкл сме-
си | 4 С-глицина и | 4 С-пролина (по 20 мкКи 
к а ж д о й аминокислоты с удельной радиоактив -
ностью соответственно 100 и 200 мКи/ммоль) 
и инкубировали 5 ч при 3 7 ° С . Эмбрионы го-
могенизировали в 0,05 М трис -HCl -буфере (рН 
7,6) , центрифугировали при 14 000 о б / м и н для 
о с а ж д е н и я ядер и митохондрий и из надоса-
дочной ж и д к о с т и о с а ж д а л и белки при 60 % на-
сыщения сульфата аммония . Белковый оса-
док растворяли в 5—10 мл буфера I, про-
гревали при 5 0 ° С для денатурации коллагс-
новых белков, о х л а ж д а л и до комнатной тем-
пературы, небольшое количество преципити-
рующих белков у д а л я л и центрифугированием и 
надосадочную ж и д к о с т ь использовали для вы-
деления радиоактивного коллагена с помощью 
х р о м а т о г р а ф и и на К С П - с е ф а р о з е . 

К у л ьт и в и р о в а н и е ф и б р о б л а сто в э м б р и о и а 
человека (штаммы 814 и 845, полученные в 
Институте медицинской генетики АМН С С С Р ) 
проводили, к а к описано ранее [1]. Использо-
вали культуры, н а х о д я щ и е с я в стационарной 
стадии роста. Д л я промечивания белков в 
культуру после замены среды, с о д е р ж а щ е й 
сыворотку , на бессывороточную среду, содер-
ж а щ у ю аскорбиновую кислоту (50 мкг/мл) и 
Р-аминопропионитрил (50 мкг /мл) , д о б а в л я л и 
125 м к К и 3 Н-пролина (50—60 м К и / м м о л ь ; 
«Arnersham», Англия) и инкубировали 24 ч. 
Клетки несколько раз ополаскивали буфером 
1. р а с т в о р я л и в 1—2 мл 0,2 М N a O H , добав -
ляли 5 мл буфера 1 и доводили рН до 7,6. 
Полученный препарат использовали для хро-
матографии на К С П - с е ф а р о з е . 

Выделение тотального препарата полири-
босом из 10-дневных куриных эмбрионов и 
постановку бесклеточной системы белкового 
синтеза , с о д е р ж а щ е й у к а з а н н ы е полирибосомы, 
проводили по описанным методам [2, 4 | . Пос-
ле инкубации с 3 Н-пролином в систему д о б а в -
ляли пуромицин («Calbiochem», С Ш А ) до ко-
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Т а б л и ц а 1 

Выделение и очистка коллагена из препарата 
тотальных радиоактивно меченных белков 
10-дневных куриных эмбрионов с помощью 

хроматографии на КСП-сефарозе 

№ опыта 

С о д е р ж а н и е расщепляемых колла-
геназой белков, % 

№ опыта 
в исходном 
материале 

в элюате 
с КСП-сефарозы 

1 13,8 80 ,0 
2 12,0 78,0 
3 22,0 93 ,0 
4 19,0 91,0 
5 20 ,0 89,0 
6 12,0 89,0 
7 13,0 78,0 

П р и м е ч а н и е . В опытах № 3, 4 и 5 элю-
ц и ю радиоактивных белков проводили нерадио-
активиым коллагеном; в опытах № 6 и 7 белки 
метили , 4 С-аминокислотным гидролизатом. 

печной концентрации 1 мМ и смесь инкуби-
ровали 20 мин. Рибосомный материал о с а ж -
дали Центрифугированием при 150 000 g в те-
чение 3 ч. При этом полипептидные цепи, свя-
завшиеся с пуромицииом, остаются в надо-
садочной жидкости . Их собирали, разводили в 
5 раз буфером I и использовали для хрома-
тографии на К С П - с е ф а р о з е . С этой целью че-
рез колонку с 5 мл К С П - с е ф а р о з ы пропуска-
ли а н а л и з и р у е м ы е белки в буфере 1 со ско-
ростью 5 мл/ч. Н с с в я з а в ш и е с я р а д и о а к т и в н ы е 
соединения у д а л я л и элюцией буфером 1, а 
с в я з а в ш и е с я белки э л ю и р о в а л и 0,5 М уксусной 
кислотой. В некоторых опытах с в я з а в ш и е с я 
р а д и о а к т и в н ы е коллагеновые белки элюирова-
ли раствором нерадиоактивиого коллагена ти-
па I или III (концентрация коллагена 1 мг /мл) . 

Выделение высокоочищенных препаратов 
б а к т е р и а л ь н о й к о л л а г е н а з ы и постановку кол-
лагеназной реакции проводили по описанным 
методам [3]. Э л е к т р о ф о р е з белков в иоли-
акриламидном геле (ПААГ) в присутствии до-
д е ц и л с у л ь ф а т а натрия ( Д С П ) осуществляли , 
как описано ранее [9] . 

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

Д л я оценки эффективности очистки 
коллагена с помощью биоспецифиче-
ской хроматографии на иммобилизо-
ванном КСП были использованы в ка-
честве исходного материала объекты, 
х а р а кте р и з у ю щи ее я невысоким соде р -
жаиисм коллагеновых белков, в част-
ности препараты тотальных радио-
активно меченных белков куриных 
эмбрионов. Ранее было установлено, 
что содержание радиоактивного колла-
гена в указанном материале в случае 
мечения белков радиоактивным проли-
ном не превышает 10—15 % от общей 
белковой радиоактивности [7]. 

Как следует из табл. 1. исходная 
смесь радиоактивных белков содержит 
12—20 % расщепляемых коллагеназой 
полипептидов, что соответствует ре-
зультатам цитированной выше работы. 
После хроматографии исходной смеси 
на КСП-сефарозе и удаления несвязав-
шихся радиоактивиых соединений элю-
цию связавшихся белков осуществляли 
0,5 М уксусной кислотой. Содержание 
расщепляемых коллагеназой полипеп-
тидов в элюате составило около 80 %, 
т. е. было в 4—6 раз выше, чем в 
исходном растворе. 

В б о л ь ш и и с т в е о п ы т о в, результаты 
которых представлены в табл. 1, в ка-
честве радиоактивных предшественни-
ков использовали пролин и глицин. 
Содержание этих аминокислот в кол-
лагене существенно выше, чем в некол-
лагеновых белках, что позволяет до-
биться более высокой удельной радио-
активности коллагена в смеси радио-
активных белков. В то ж е время мож-
но было предположить, что высокое 
содержание рас ще п л я е м ы х коллагена-
зой полипептидов в элюате обусловле-
но не эффективностью очистки колла-
гена, а различиями в удельной радио-
активности коллагена и не расщепляе-
мых коллагеназой неколлагеновых бел-
ков. Д л я проверки такой возможности 
в некоторых опытах мечение белков 
осуществляли введением в эмбрионы 

Рис. 1. Э л е к т р о ф о р е з в П А А Г р а д и о а к т и в и ы х 
белков из 10-дневных куриных эмбрионов , 
выделенных с помощью х р о м а т о г р а ф и и на 

К С П - с е ф а р о з е . 
По оси абсцисс - номера фракций, по оси орди-
нат — радиоактивность (в имп/мин). / — белки перед 
электрофорезом не обработаны, - белки обрабо-
таны бактериальной коллагеназой. Стрелки указы-
вают положение а -цепей и (5-компонентов нерадиоак-
тивного коллагена типа 1. использованного в каче-
стве свидетеля. Электрофорез проводили в трубках 
7 % полиакриламидного геля, отдельные срезы геля 
растворяли в Н 2 0 2 в присутствии 0,2 и. NaOH и оп-
ределяли радиоактивность в сциитилляционном смет-

чике. 
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гидролизата радиоактивно меченных 
бе л ко в, соде ржа ще го пол н ы й и а бо р 
аминокислот. Из табл. 1 видно, что в 
этом случае содержание радиоактив-
ных коллагеновых пептидов и в исход-
ном материале, и в элюате такое же, 
как и в случае мечения пролином и 
глицином. 

Доказательство высокой степени 
очистки коллагеновых белков было по-
лучено в опытах, в которых проводили 
элюцию связавшихся с КСП радиоак-
тивных пептидов «специфическим» 
элюентом — нерадиоактивным колла-
геном, т. е. путем конкурентного вы-
тес и е и и я с в я з а в ш е гос я р а д и о а кт и в 11 о го 
коллагена. В этом случае содержание 
в элюате расщепляемых коллагеназой 
радиоактивных белков составляет око-
ло 90 %, что несколько выше, чем при 
элюции уксусной кислотой (см. 
табл. 1). Использование конкурентной 
элюции в случае выделения радио-
активного коллагена, помимо высокой 
избирательности (и, следовательно, 
высокой очистки), имеет и другое пре-
имущество. Оно удобно в тех условиях, 
когда нежелательно применение нефи-
зио^логических условий (высокая ион-
ная сила, низкие значения рН, денату-
рирующие агенты и др.) . 

Таким образом, полученные резуль-
таты показывают, что с помощью од-
ного этапа очистки — биоспецифиче-
ской хроматографии на иммобилизо-
ванном КСП удается получить ма-
териал, практически полностью пред-
ставленный коллагеновыми полипепти-
дами. 

Для более детальной характеристики 
очищенного коллагенового материала, 
в частности, для выяснения вопроса о 
возможной его деградации в ходе вы-
деления, был проведен электрофорети-
ч е с к и й а н а л и з п о л у ч е н н ы х п с п т и д о в. 
Как видно на рис. 1, па электрофоре-
грамме не обнаруживаются пептиды, 
не расщепляемые коллагеназой (т. е. 
полипептиды неколлагеновой приро-
ды). Коллагеиовые пептиды представ-
лены 3 фракциями, 2 из которых соот-
ветствуют по подвижности сб|- и аг-це-
пям коллагена I типа — преобладаю-
щей форме в тотальном гомогенате 
куриных эмбрионов 9—10-дневного 
возраста [7]. Количественное соотноше-
ние между этими фракциями состав-
ляет примерно 2 : 1 , что соответствует 
коллагену указанного типа (см. рис. 1). 
Действительно, при хроматографиче-

Т а б л и ц а 2 

Выделение и очистка коллагена из тотальных 
радиоактивно меченных белков, синтезирован-
ных в культуре фибробластов человека (опыты 
№ I и 2), и из полипептидов, синтезированных 
в бесклеточной системе, содержащей пол и рибо-
сомы из 10-дневных куриных эмбрионов (опыты 
№ 3 и 4), с помощью хроматографии на КСП-се-

фарозе 

№ опыта 

Содержание расщепляемых колла-
геназой белков. % 

№ опыта 
в исходном 
материале 

в элюате 
с КСП-сефарозы 

1 12,0 70,0 
2 15,0 77,0 
3 18,0 78,0 
4 17,0 74,0 

П р и м е ч а н и е . Элюцию белков с КСП-
сефарозы проводили нерадиоактивным колла-
геном. 

ском анализе на КМ-целлюлозе радио-
активных пептидов, выделенных из ку-
риных эмбрионов с помощью предла-
гаемого сорбента, нами были обнару-
жены в основном а р и аг-цепи в ука-
занном соотношении (данные не при-
ведены). 

Третья фракция коллагеновой приро-
ды, обнаруживаемая на электрофоре-
грамме (см. рис. 1), мигрирует со ско-
ростью, промежуточной между скоро-
стью миграции а-цепей и р-компонен-
тов, что соответствует мол. массе 
150—170 кД. Таким образом, эта фрак-
ция вероятно, представлена биосинте-
тическими предшественниками а-це-
пей, а именно, про-а-цспями на различ-
ных стадиях процессирования (полно-
мерные предшественники а-цепей, 
про-а-цепи, лишенные амино- или кар-
боксиконцевых пропеп гидов). На элек-

Рис. 2. Электрофорез в полиакриламидном ге-
ле радиоактивных белков из культуры эм-
бриональных фибробластов человека, выделен-
ных с помощью хроматографии на КСП-сефа-

розе. 
Условия электрофореза и обозначения те же, что 

на рис. I. 

131' 



трофореграмме не обнаруживаются 
низкомолекулярные коллагеновые пеп-
тиды, что указывает на отсутствие су-
щественной деградации коллагена в 
ходе его выделения. 

Помимо тотальной ткани куриных 
эмбрионов, в качестве другого объекта 
для выделения и очистки коллагена 
предлагаемым методом были исполь-
зованы радиоактивные белки, синтези-
руемые в культуре фибробластов. Ра-
нее нами было показано, что в случае 
инкубации культуры эмбриональных 
фибробластов человека с радиоактив-
ным пролином содержание расщепляе-
мых коллагеназой полипептидов в ма-
териале, секретируемом клетками в 
культуральную среду, составляет при-
мерно 5 0 % , в то время как содержа-
ние указанных полипептидов в белках, 
не секретируемых (остающихся свя-
занными с клетками), не превышает 
10—20% 111 • Было также установле-
но, что основной формой продуцируе-
мого указанными клетками коллагено-
в о го материала я в л я юте я п р о - а - це п и 
коллагена типа I [1] . С учетом ука-
занных особенностей в настоящей ра-
боте в качестве исходного материала 
были использованы белки гомогеиата 
фибробластов после инкубации куль-
туры с меченым пролином. 

Как видно из табл. 2, содержание 
расщепляемых коллагеназой полипеп-
тидов в исходном продукте составляет 
12 15%, а в элюате после хромато-
графии — 75 %. Следует отметить, что 
в этих опытах элюцию связавшегося с 
сорбентом радиоактивного коллагена 
осуществляли по конкурентному прин-
ципу — нерадиоактивным коллагеном. 
Таким образом, в этих опытах содер-
жание коллагена в конечном продук-
те оказалось ниже, чем в случае бел-
ков куриных эмбрионов. Это различие 
можно было объяснить тем, что в тка-
ни куриных эмбрионов коллагеновые 
белки в основном представлены «зре-
лыми» формами — а-цепями (см. рис. 
1), в то время как в культуре кле-
ток основной формой являются про-а-
цепи, содержащие не расщепляемые 
коллагеназой пропептидные участки. 
Зрелый коллаген практически пол-
ностью расщепляется бактериальной 
коллагеназой, в то время как степень 
расщеп ле н и я п р о к о л л а г е и а не превы-
шает 80 % [6]. Действительно, как вид-
но на рис. 2, основная фракция, обна-
руживаемая при электрофорезе выде-

ленных из фибробластов радиоактив-
ных белков, представлена расщепляе-
мыми коллагеназой полипептидами с 
молекулярной массой, большей, чем у 
ос-цепей, и соответствующей молекуляр-
ной массе про-а-цепей. Отщепляющие-
ся при коллагеназной обработке про-
пептиды обладают относительно низ-
кой молекулярной массой и низкой ра-
диоактивностью (поскольку содержат 
меньше пролина по сравнению с про-а-
цепями), в связи с чем на электрофо-
реграмме не обнаруживаются. 

В качестве третьего объекта, харак-
теризующегося низким содержанием 
коллагенового материала, были ис-
пользованы радиоактивные пептиды, 
с и н тез и р о в а н и ы е в бес к л ето ч н о й си-
стеме, содержащей выделенные из ку-
риных эмбрионов полирибосомы. После 
инкубации системы с меченым проли-
ном насцентные полипептиды (т. е. 
с и нтези ров а и н ые d е novo пол ипепти-
ды, связанные с полирибосомами) ос-
вобождали от полирибосом обработкой 
пуромицииом, который образует кова-
лентную связь с к а р бо кс и конце вой 
аминокислотой полипептида [5]. Полу-
ч е н н ы е п у р о м и ц и н с в я з а н н ы е п о л и п е п т t \ -
ды подвергали хроматографии на КСП-
сефарозе. Как видно из табл. 2, в этом 
случае удается добиться столь же эф-
фективной очистки коллагеновых поли-
пептидов, что и при использовании в ка-
честве исходного материала белков, 
синтезированных в куриных эмбрио-
нах или в культуре фибробластов. 

Следует отметить, что применение 
од но эт а п и о го э ф фе кт и в н о го метода 
очистки коллагеновых пептидов, син-
тезированных в бесклеточных систе-
мах, может оказаться целесообразным 
при анализе продуктов трансляции 
м Р Н К коллагенов «минорных» типов, 
т. е. в случае низкого содержания кол-
лагеновых матриц, когда анализ син-
тезируемого коллагенового материала 
с помощью традицонных методов за-
труднен. 

Итак, на основании анализа очистки 
коллагена с использованием исходного 
материала, полученного из 3 различ-
ных объектов, можно заключить, что 
предлагаемый метод характеризуется 
простотой и высокой эффективностью. 
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A new procedure is described for isolat ion 
of col lagens from var ious prepara t ions con-
ta in ing small amoun t s of these proteins. The 
procedure is based on specific af f in i ty of col-
lagens of var ious types to one of peptide f rag-
ments of f ibronectin — col lagen-b inding peptide 
( С В Р ) . Col lagens were isolated af te r single-
step ch roma tog raphy of t i ssue hornogenate on 
the sorbent con ta in ing immobilized СВР. High 
specificity and reproducibil i ty of the procedure 
was shown when various p repara t ions wer.e 
used: chicken embryo proteins with total ra-
dioactive label, Pro te ins synthesized in fibro-
blast culture; polypeptides synthesized in cell-
free system of protein synthesis . 
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