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Т а б л и ц а 1 Таблица 2 

С о д е р ж а н и е малонового д и а л ь д е г и д а в микросомах и митохондриях печеии крыс с аллоксановым д и а б е т о м ( в нмоль 

на I mi б е л к а ) 

Перекисное окисление 

Митохондриальнаи 
фракция 

Наружная мембрана 
митохондрий 

Внутренняя мембрана 
митохондрий 

Микросомальная 
фракция 

Перекисное окисление 
контроль 
(п= 10) 

диабет 
(п= 10) 

контроль 
(«= 10) 

диабет 
(п=9) 

контроль 
(л -10) 

диабет 
(л=8) 

контроль 
(п= 10) 

диабет 
(п= 10) 

Аскорбатзависимое 

Р 
Н А Д Ф • Н-за вис и мое 

Р 

10,81 ± 1,12 
< 0 , 

9 , 0 8 ± 1 , 0 2 | 
< 0 , 

19,35=1=1,03 
001 
| 14,06=Ь 1,30 
02 

7 , 5 6 ± 0 , 9 8 
< 0 , 

5,52=1=0,82 | 
< 0 , 

16,68=Ь 1,13 
001 
| 8,96dhO,76 
001 

5,02=Ь0,98 
< 0 , 

5,09=Ь 1,30 | 
< 0 , 

8 ,35=Ь0,75 
05 
| 7 , 9 5 ± 0 , 9 8 
25 

16,25=t 1,50 
< 0 , 

15,41 ± 2 , 3 0 | 
< 0 , 

2 5 , 5 5 ± 2 , 0 0 
001 
| 23 ,70=t 1,80 
001 

Т а б л и ц а 3 

С о д е р ж а н и е цитохромов ЬГ) и Р - 4 5 0 и интенсивность гидро-
ксилирования анилина в микросомах печени крыс с аллокса-
новым д и а б е т о м (в нмоль на I мг б е л к а ) 

Показатель Контроль (/i = 9) Диабет (/г=9) 

П а р а - а м и н о ф е н о л 4,12=1=0,33 2,48=1=0,22 

Р < 0 , 1 )1 
Ц и то хром Ьг, 0,56=1=0,05 0,42=1=0,04 

Р < 0 , 0 2 
Цитохром Р - 4 5 0 0,81 ± 0 , 0 6 0,44 ± 0 , 0 4 

Р < 0 , 0 0 1 

лен и я липидов в развитии патологического состо-
яния в неразрывной связи с изучением другого 
класса реакций микросомального окисления 
реакций гидроксилирования. Этот процесс был 
изучен нами на примере окисления субстрата 
II типа анилина — при одновременном контро-
ле за количественным содержанием цитохромов 
Ьг» и Р-450. Проведенные наблюдения показали, 
что у крыс с аллоксановым диабетом реакция 
гидроксилирования протекает намного медленнее, 
чем у интактных животных. Эти сдвиги сопро-
вождаются т а к ж е заметным снижением содержа-
ния цитохромов Ьб и Р-450 (табл. 3) . 

Интенсификация процессов перекисного окисле-
ния липидов при диабете, приводящая к зна-
чительному выходу продуктов свободнорадикаль-
ного окисления липидов, оказывает повреждаю-
щее действие на мембраны эндоплазматического 
ретикулума и главным образом на активность 
цитохромов Ьг, и Р-450, являющихся мембран не-
связанными липидзависимыми компонентами 
окислительной цепи. 

Таким образом, комплекс патогенетических 
изменений, происходящих при диабете в печени, 
обусловлен существенными нарушениями в окис-
лительных процессах, что позволяет правильно 
понять молекулярный механизм возникновения 
диабета и, следовательно, изыскать пути оптими-
зации лечебно-профилактических мероприятий, 
среди которых немаловажное значение будет 
иметь применение средств антирадикальной 
защиты биологических систем клетки. 

4. Карузина И. И., Арчаков А. И. / / Современные методы 
в б и о х и м и и , М., 1977.- С. 56 57; 60 61. 
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O X I D A T I V E R E A C T I O N S A N D P H O S P H O L I P I D S 

M E T A B O L I S M IN H E P A T O C Y T E M E M B R A N E S U N D E R 

C O N D I T I O N S O F A L L O X A N E D I A B E T E S 

K. G. Karagezyan, L. M. Ovsepyan, K. G. Adontz 

Inst i tute of Exper imenta l B io logy , A c a d e m y of S c i e n c e s of 
the A r m e n i a n S S R , Yerevan 

Total content of phosphol ip ids and their indiv idual com-
p o n e n t s w e r e d is t inct ly increased in m i c r o s o m a l , mi tochondr ia l 
f r a c t i o n s and in inner mitochondria l m e m b r a n e of rat hepato-
c y t e s under cond i t ions of a l l o x a n e d iabetes . The concentra -
t ions of these s u b s t a n c e s w e r e decreased in outer mito-
chondr ia l m e m b r a n e . Act ivat ion of lipid free-radica l ox idat ion 
w a s found in all the m e m b r a n e s t r u c t u r e s s tud ied . In micro-
s o m a l fraction of hepatocy tes the rate of hydroxy la t ion reac-
tion w a s d e c r e a s e d , a c c o m p a n i e d by a decrease in content 
of c y t o c h r o m e s br, and P-450 . 

© К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ , 1990 

УД К (»15.919:598.121.015.4:612. И б 1.07 

И. Б. Калмыкова, О. Б. Зайченко, Э. С. Садыков, 
И. А. Барабанщикова, Л. Я. Юкельсон 

ГЕМОКОАГУЛЯЦИОННАЯ ХАРАКТЕРИСТИ-
КА ЯДА ЩИТОМОРДНИКА AGKISTRODON 
HALYS HALYS И ЕГО ТРОМБИ НОПОДОБНОЙ 
Ф Р А К Ц И И 
Н И И гематологии и переливания крови Минздрава Узбек-
ской С С Р , Институт биохимии АН Узбекской С С Р , Ташкент 
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Использование протеиназ змеиных ядов для 
целей медицинской коагулологии неоднократно 
обсуждалось в литературе [5, 6] . В качестве 
препаратов таких протеиназ применялись цельные 
яды змей, описаны методические приемы исполь-
зования их для диагностики некоторых нарушений 
свертывания крови |1 ] . При детальном анализе 
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Гемокоагуляционная характеристика яда щитомордника и агихала 

Тест 
Контроль Тромбин, актив-

ность 1,1 ед/мл 
0,1 % раствор яда 

щитомордника 
0.1 % раствор 

агихала 
Тест 

М т ст М т а М т о м т о 

Рекальцификация плазмы, с 124,0 4,6 11,2 25,25 1,4 2,5 10,43 1,93 4,7 

Свертывание фибриногена, 2 г /л , с — — — 71,0 2,2 8,3 Нет сгустка — 8,5 0,5 1,5 

Тромбиновое время, с — — — 25,66 2,1 5,4 38,25 4,5 7,8 10,0 0,5 2,7 

Свертывание плазмы при добавлении гепарина, 
1,6 3,8 0,1 е д / м л , с — — — 71,71 2,5 6,1 64,0 1,8 3,2 18,71 1,6 3,8 

Свертывание плазмы без тромбоцитов, без 
0,5 СаС12, с — — — 25,66 2,1 4,8 17,25 1,8 3,2 5,25 0,17 0,5 

Свертывание плазмы, обработанной B a S 0 4 , ли-
0,3 0,98 шенной VII, X, 11 факторов, с — — — 34,12 1,8 5,2 39,75 3,95 6,8 7,75 0,3 0,98 

Растворение сгустка из плазмы в 5 М мочевине, с 52,0 1,5 4,8 Не растворяется 2,0 0 0 24,14 1,5 3,7 

состава ядов в них выявлены компоненты со 
взаимоисключающим действием. Так, в яде щито-
мордника, рекомендованном ранее в диагности-
ческом «анцистродоновом тесте» как препарат 
тромбиноподобиого фермента [3], мы обнаружили 
протеазы, исключающие реализацию тромбино-
подобиого эффекта этого фермента [2, 4]. По-
этому очищение действующего начала от препят-
ствующих его эффектам других компонентов ядов 
представляется абсолютно необходимым и не толь-
ко при изготовлении диагностических реагентов, 
но и при использовании таких препаратов как 
средств коррекции гемостаза в организме чело-
века и животиых. 

В настоящей работе представлены результаты 
сравнительного изучения гемокоагулирующего 
действия цельного яда обыкновенного щитоморд-
ника Agkistrodon halys halys и выделенной из 
него тромбиноподобной фракции, от которой 
отделены ферменты других белковых компонен-
тов, препятствующих этому эффекту. 

М е т о д и к а 
Исследования проведены на образцах плазмы, полученной 

от 3 — 5 доноров. Коагулологические тесты выполняли в соот-
ветствии с известными рекомендациями [1) . В экспериментах 
применяли препараты тромбина и фибриногена производства 
Каунасского предприятия бакпрепаратов, партии высушен-
ного над хлористым кальцием яда обыкновенного щито-
мордника (коллекция 1985 г.) и его тромбиноподобную 
фракцию агихал, полученную в Институте биохимии АН Уз-
бекской ССР; остальные реагенты отечественного производ-
ства имели квалификацию «хч» или «чда». Растворяющим 
агентом служила дистиллированная вода, так как физиоло-
гический раствор или буфер Михаэлиса, обычно используемые 
в коагулологических тестах, частично инактивируют яд и 
его тромбиноподобную фракцию. 

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

Данные о коагулологических свойствах цель-
ного яда щитомордника и выделенной из него 
т р о м б и н о п о до б и о й фракции п р едет а в л е н ы в 
таблице. 

В тесте рекальцификации нитратной плазмы 
агихал действовал значительно эффективнее цель-
ного яда щитомордника и но сравнению с конт-
ролем ускорял свертывание в 12 раз, тогда как 
яд — только в 5 раз. При действии на очищенный 
фибриноген агихал по сравнению с тромбином 
также ускорял образование сгустка фибрина 
(в 8—9 раз) , тогда как в присутствии цель-
ного яда фибриновый сгусток вовсе не фиксиро-
вался. Можно полагать, что в цельном яде щито-
мордника присутствуют несколько компонентов, 

по-разному влияющих на свертывание крови. Эта 
точка зрения нашла подтверждение в наших 
последующих экспериментах. Так, в отличие от 
цельного яда, увеличивающего тромбиновое вре-
мя плазмы, агихал уменьшал его в 2,5 раза, что 
может свидетельствовать о содержании в яде 
компонента, препятствующего действию тромби-
на. На роль этого компонента может претендовать 
белок с антикоагулянтными свойствами, препят-
ствующий действию тромбиноподобиого фермен-
та, обнаруженный нами в яде щитомордника и 
отделенный от агихала в процессе его получе-
ния [2]. 

Помимо тромбиноподобиого фермента и препят-
ствующего его действию антикоагуляита, в цель-
ном яде щитомордника содержатся фактор или 
факторы, стимулирующие свертывание крови по 
иным, чем тромбиноподобный эффект, механиз-
мам. Так, различия в действии цельного яда 
на плазму и фибриноген могут быть обусловлены 
содержанием в яде факторов, влияющих на дру-
гие звенья каскада свертывания. По этой же 
причине гепарин, не влияющий на тромбинопо-
добные протеазы, подавляет коагулирующий эф-
фект яда на плазме. Удаление из среды И, VII 
и X плазменных факторов гемостаза путем адсор-
бирования их на сульфате бария мало влияет 
на эффект агихала, но в 2 раза уменьшает стиму-
лирующий свертывание эффект цельного яда 
щитомордника (см. таблицу). 

Интересны физические свойства фибриновых 
сгустков, образованных под действием на плазму 
цельного яда и тромбиноподобной фракции. В пер-
вом случае сгустки имеют рыхлую структуру и 
практически сразу растворяются в 5 М мочевине. 
Фибриновый сгусток, образуемый тромбинопо-
добной фракцией, также менее стабилен, чем в 
контроле; он быстро (за 24, 14 с) и полностью 
растворялся в 5 М мочевине. Известно, что тром-
биноподобные протеазы в отличие от тромбина 
не активируют фибринстабилизирующий фактор, 
что может объяснить меньшую стабильность 
сгустка, формируемого фракцией тромбинопо-
добиого фермента в наших опытах. Еще меньшая 
стабильность сгустка обнаруживается при дейст-
вии цельного яда щитомордника, что может 
свидетельствовать о содержании в яде дополни-
тельных протеаз, тормозящих процесс тромбооб-
разования. Данные исследования свидетельст-
вуют о перспективности использования отдельных 
компонентов яда змей при исследованиях меха-
низмов гемостаза. 
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H E M O C O A G U L A T I O N P R O P E R T I E S OF V E N O M A N D ITS 

T H R O M B I N - L I K E FRACTION FROM A G K I S T R O D O N 

HALYS HALYS 

/ . B. Kalmykova, О. B. Zaychenko. E. S. Sadykou, 
N. A. Barabantschikova, L. Ya. Yukelson 

Institute of Hemato logy and Blood Transfus ion, Ministry of 
Public Health of the Uzbek SSR, Institute of Biochemistry, 
Academy of Sc iences of the Uzbek SSR, Tashkent 

Venom and its fraction with hemocoagulat ion properties 
from Agkistrodon halys halys exhibited dissimilar e f fects on 
blood p lasma and fibrinogen preparation. The major component 
of this fraction proved to be a thrombin-like enzyme, pro-
perties of which were studied by means of several coagulat ion 
tests . Diss imilarity in coagu la t ing effects of the venom and 
its thrombin-l ike fraction as well as different physical proper-
ties of blood clots formed after their action s u g g e s t that 
the venom from Agkistrodon halys halys contained other 
protein factors af fect ing blood coagulat ion besides the throm-
bin-like proteases . 

<g) К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ , 1990 

УДК В15.356:577.161.31.015.2:1615.216.2 + 615.214.21.015.4:616.36-018.1.576:314 

В. И. Шарапов, О. Р. Грек, А. А. Зыков 

В Л И Я Н И Е (х-ТОКОФЕРОЛА И ЛИДОКАИНА 
НА СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ ПЕ-
РЕСТРОЙКУ М Е М Б Р А Н ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕ-
СКОГО РЕТИКУЛУМА ПЕЧЕНИ ПРИ ИНДУК-
ЦИИ ФЕНОБАРБИТАЛОМ В ПОСТИШЕМИ-
Ч Е С К О М ПЕРИОДЕ 
Новосибирский медицинский институт, Институт физиологии 
Сибирского отделения АМН СССР 

В проведенных ранее исследованиях показано, 
что транзиторная ишемия печени сопровождается 
ингибированием активности ферментов моноокси-
геназной системы и ограничением индуктивного 
ответа на фенобарбитал (ФБ) в постишемическом 
периоде |4, 6, 14]. Снижение активности микро-
сомальных гидроксилазных реакций сопряжено 
с изменениями жирно-кислотного состава, гидро-
фобных свойств и структурной организации эндо-
плазматического ретикулума гепатоцитов в вос-
становительном периоде после ишемии [13, 14]. 

Пусковыми факторами в повреждении фосфо-
липидов микросомальных мембран при ишемии 
являются активация перекисного окисления липи-
дов и эндогенных фосфолипаз [1, 8, 11 | . В связи 
с этим профилактическое введение совместно 
антиоксидантов и ингибиторов фосфолипаз преду-
преждало значительные нарушения гидроксилаз-

ной активности монооксигеназных ферментов пе-
чени после ишемического воздействия [4, 7, 12]. 
Однако механизмы, л е ж а щ и е в основе нарушения 
индуктивного ответа микросомальных моноокси-
геназ на ФБ в постишемическом периоде, остаются 
неизученными. 

Целью настоящей работы явилось изучение 
влияния комбинированного введения «-токофе-
рола и лидокаина на изменения жирно-кислотного 
состава, гидрофобных свойств микросомальных 
мембран и индуцируемости монооксигеназных 
ферментов при введении Ф Б в восстановительном 
периоде после 30-минутной тотальной ишемии 
печени. 

М е т о д и к а 

Эксперименты выполнены на 350 крысах-самцах линии 
В иста р массой 200 250 г. Тотальную ишемию печени созда-
вали пережатием печеночной артерии и воротной вены на 
30 мин как описано ранее [6]. 

В I серии опытов животным в постишемическом периоде 
вводили ФБ в дозе 50 мг/кг 1 раз в сутки в течение 4 дней 
до декапитации на 7, 14, 21-е сутки. Во II серии опытов 
предварительно до окклюзии сосудов печени животным 
вводили а-токоферол (100 мг/кг внутрибрюшинно за 12 ч) 
и лидокаин (10 мг/кг внутрибрюшинно за 1 ч до операции). 
ФБ в постишемическом периоде вводили по указанной выше 
схеме до декапитации животных на 7-е и 14-е сутки. Контро-
лем в этих сериях служили индуцированные ФБ крысы. 
В III серии опытов после предварительного совместного 
введения а-токоферола и лидокаина в аналогичных дозах 
животных декапитировали на I, 3, 7, 14, 21-е сутки пост-
ишемического периода. Контролем в этой серии служили 
животные, получавшие до операции физиологический раствор. 

Микросомальную фракцию печени выделяли дифферен-
циальным центрифугированием [2 | . Структурные перестрой-
ки мембран эндоплазматического ретикулума (ЭР) регист-
рировали по изменению жирно-кислотного состава и пара-
метров связывания гидрофобного флюоресцентного зонда 
1-анилинонафталин-8-сульфоната (1,8-АНС ) с мембранами 
микросом. Общую фракцию микросомальных липидов экстра-
гировали по методу Folch и соавт. [16]. Жирно-кислотный 
состав липидной фракции микросом определяли методом 
газовой хроматографии на приборе «Хром-4» как описано 
ранее [13]. Рассчитывали относительное содержание индиви-
дуальных жирных кислот, суммарное содержание насыщен-
ных и ненасыщенных жирных кислот и индекс насыщен-
ности -•- ИИ (отношение суммы насыщенных жирных кислот 
к сумме ненасыщенных). Способность микросомальных мемб-
ран связывать 1,8-АНС изучали методом двойных обратных 
величин [3] как описано ранее [13]. Рассчитывали константу 
связывания для 1,8-АНС (Кс), концентрацию центров свя-
зывания для 1,8-АНС на мембране (N) и суммарное срод-
ство зонда (K^N) к мембране микросом. Флюоресценцию 
связанного зонда измеряли на флюоресцентном спектрофото-
метре MPF-4 («Hitachi», Япония). Длима волны возбуждения 
360 им, флюоресценции 480 нм. 

О функциональной перестройке микросомальных мембран 
судили по изменению активности ферментов монооксигеназ-
ной системы печени после введения ФБ. В микросомальмой 
фракции определяли концентрацию цитохромов Р-450 и Ьг, 
[22] , скорость амидопирин-Ы-деметилазной и анилин-я-гидро-
ксилазной реакций [9] в указанные выше периоды после 
ишемии. Спектральную константу диссоциации (K s ) для 
анилина, характеризующую сродство цитохрома Р-450 к суб-
страту, определяли по методу Schenkman и соавт. [26]. Опре-
деление максимального связывания анилина с цитохромом 
Р-450 (АА г п а х ) , отражающего концентрацию «связывающего 
белка» цитохрома, проводили согласно описанию Kato и соавт. 
[18] . Измерения выполняли на спектрофотометре «Hitachi-356» 
(Япония). Концентрацию белка в микросомах определяли ме-
тодом Lowry и соавт. [19]. Полученные результаты обрабо-
таны общепринятыми статистическими методами с исполь-
зованием критерия t Стыодента. 

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

У интактных животных введение ФБ вызывало 
увеличение суммарного содержания ненасыщен-
ных жирных кислот в липидах микросом и сни-
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