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Характеристика спектров флюоресценции актина, полученного 
на разных сроках посмертною аутолиза а) 

Время аутолиза, 
сут 

Отношение интенсивности 
флюоресценции при 320 им 
к интенсивности при 365 им 

0 1,54=1=0,04 
1 1,22-1-0,01 
2 1 , 0 7 ± 0 , 0 7 
5 0,98=1=0,05 

ни. Таким образом, по-видимому, основной причи-
ной резкого снижения способности актина к обра-
зованию актомиозинового комплекса в посмерт-
ном периоде является превращение большей части 
белка в неактивную, неспособную к полимериза-
ции форму. 

Исходя из того что в проведенных экспе-
риментах не были выявлены структурные изме-
нения актина в процессе аутолиза, а его спо-
собность к ассоциации с миозином уменьша-
лась, можно предположить, что белок претерпе-
вает некоторые химические модификации, не при-
водящие к деструкции биополимера. Известно, 
что в процессе аутолиза происходят различные 
физико-химические процессы в мышечной ткани: 
изменение рН, накопление SH-групп, увеличение 
активности протеолитических ферментов и т. д. 
[15, 16]. Эти процессы, по-видимому, могут приво-

дить к модификациям белка, изменению центра 
полимеризации актина, которые сказываются на 
его способности к полимеризации и образова-
нию актомиозинового комплекса. Следует отме-
тить, что в ряде модельных экспериментов, 
проведенных на G-актине при инкубации его с 
препаратами плазматических мембран печеци, 
т а к ж е показано значительное снижение способ-
ности белка к полимеризации с сохранением 
его структурной целостности [10]. 

В заключение необходимо подчеркнуть, что 
выбранные в проведенном исследовании сроки 
аутолиза не захватывали так называемый период 
трупного окоченения, наблюдаемый обычно от 12 
до 24 ч после смерти | 1 | и характеризую-
щийся целым рядом особенностей, в частности 
значительным усилением ассоциации актина и 
миозина [20]. Изменения актина в этот период, 
по-видимому, могут отличаться от описанных в 
данной работе и нуждаются в дальнейшем изу-
чении. 
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ALTERATIONS IN ACTIN OF RAT SCELETAL M U S C L E S 

D U R I N G P O S T M O R T E M AUTOLYSIS 

Z. K. Nikitina, N. N. Abrosimenkova, L. B. Rebrov 

Research Laboratory of Biological Structures, Ministry of 
Public Health of the U S S R , Moscow. 

Electrophoretic analys is of actin, obtained within 1,2 and 
5 days after death, did not exhibit any destructions of 
the protein. At the same time, an ability of actin to 
develop the actomyosin complex w a s decreased during 
autolys is as shown by affinity chromatography of actin on 
CNBr-Sepharose containing immobilized myosin. Alterations 
in f luorescence spectra of the actin preparations enabled 
to s u g g e s t that an increase of inactive, unable to polymeriza-
tion form of the protein during autolysis w a s responsible 
for reduction of its property to associate with myosin. 
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Г. /О. Мальцев, В. В. Кржечковская, И. Н. Марок-
ко, М. М. Гаппаров 

О Б Н О В Л Е Н И Е ГЕМОПРОТЕИНОВ ПЕЧЕНИ 
МОРСКИХ СВИНОК С РАЗЛИЧНОЙ УСТОЙ-
ЧИВОСТЬЮ к Г ЕКСЕНАЛУ ПРИ ПЕРОРАЛЬ-
НОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Одной из биохимических закономерностей раз-
вития экспериментальных реакций гиперчувстви-
тельности является вовлечение в процесс сенси-
билизации микросомальных и митохондриальных 
гемопротеинов печени морских свинок |10, 13, 
18]. При этом обнаружен реципрокный харак-
тер взаимосвязи между состоянием активности 
системы микросомальных моноксигеназ печени и 
выраженностью реакций гиперчувствительности 
немедленного и замедленного типа у животных 
различных видов [2, 4, 10 12]. Так, в частности, 
при исследовании критерия длительности гек-
сабарбиталового сна, широко применяемого для 
оценки активности микросомальных моноксигеназ 
in vivo [1 ,9 , 23] , было выявлено достоверное уси-
ление тяжести пищевой анафилаксии у морских 
свинок с длительной продолжительностью сна по 
сравнению с животными, устойчивыми к гексеналу 
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[12]. Принимая во внимание тот факт, что ско-
рость обновления ферментов в организме играет 
важную роль в его адаптации к внешним воздей-
ствиям |5, 14), в настоящей работе предпринята 
попытка выявить взаимосвязь между длитель-
ностью гексеналового сна и интенсивностью об-
новления митохондриальных и микросомальных 
цитохромов. 

М е т о д и к а 

Исследования выполнены на беспородных морских свин-
ках-самцах с исходной массой тела 250—300 г, содержащихся 
на стандартном рационе вивария. Устойчивость к гексеналу 
оценивали за 1 нед до сенсибилизации путем внутрибрю-
шинного введения гексенала в дозе 30 мг/кг. Продолжитель-
ность гексеналового сна определяли с момента утраты рефлек-
са переворачивания до его восстановления. 

Пищевую сенсибилизацию и анафилаксию к куриному 
овальбумину ОВА (пятикратно перекристаллизованному, 
производства Олайнского НПО «Биохимреактив») вызывали, 
как описано ранее [17]. Интенсивность пищевой анафилак-
сии оценивали по уровню летальности. Содержание цито-
хромов и скорость их обновления исследовали через 7 дней 
после введения ОВА. В гомогенате печени определяли содер-
жание цитохрома Р-450 [21] и Ь 5 [22] . Содержание цитохромов 
а, с ( c i ) , b в митохондриях определяли в системе аэрирован-
ные митохондрии - восстановленные дитионитом натрия мито-
хондрии с использованием двухлучевого спектрофотометра 
«Спекорд» ( Г Д Р ) . В расчетах использовали коэффициенты 
пересчета, приведенные в работе [8]. Радиоактивность в полу-
ченных после дифференциального центрифугирования фрак-
циях, а также в гомогенате определяли после осаждения их 
10 % охлажденной ТХУ, последовательной отмывки осадков 
5 % ТХУ и смесью эфир этанол (3:1) , растворения осадков 
в 0,1 н. NaOH. В растворенных пробах определяли белок 
[20] и радиоактивность в сцинтилляционноп смеси толуол 

тритон (2:1) на счетчике «Ракбэта» (фирма ЛКБ, Швеция) с 
коррекцией на гашение. Обновление цитохромов оценивали 
по кинетике включения 5 -амино-4- [ И С]-левулиновой кислоты 
(АЛ) с удельной радиоактивностью 55 нКи/нмоль (фирма 
«Амершам», Великобритания), введенной в дозе 3,3 мкКи на 
животное. Радиоактивность выражали в распадах в минуту 
(dpm) на 1 г массы печени соответственно в осаждаемой и 
неосаждаемой фракциях. Ввиду колебаний массы навесок пос-
ле промывок физиологическим раствором эти величины были 
скорректированы путем умножения фактической массы на-
вески в граммах на величину отношения среднего содержа-
ния белка в 1 г печени в группе к индивидуальному содер-
жанию белка в данной навеске. Расчет скорости обновления 
был модифицирован: вместо классического уравнения расче-
та [241 : 

Р ( Ы - Р ( М 
( 1 ) ,\F{1) -dt—jP(/) •dt ' 

где к коэффициент обновления, F ( /) и Р(1) — соответствен 
но свободная и связанная специфические радиоактивности 
было использовано уравнение: 

к= 
.tb 

Fo-t-P ' (2) 

где a d p m / r и b параметры степенной регрессии, 
Fо исходная удельная радиоактивность предшественника 
( А Л ) , dpm/нмоль АЛ, t время, Я содержание цитохро-» 
мов, нмоль/г. Кривые включения АЛ обрабатывали с помощью 
регрессионного анализа с вычислением доверительных зон [3]. 
Для проверки статистических гипотез о достоверности раз-
личий использовали непараметрические критерии: Манна -
Уитни |15] и углового преобразования Фишера | 6 | . 

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

Распределение интактных морских свинок по 
длительности гексеналового сна (табл. 1) показа-
ло, что популяции животных, устойчивых к дейст-
вию гексенала («нулевой сон» — НС) и чувстви-
тельных к гексеналу (продолжительность сна бо-
лее 40 мин), практически равны между собой, но 
значительно отличаются от процентного содержа-

Т а б л и ц а 1 Таблица 2 

Распределение морских свинок по длительности гексеналового 
сна и выраженность пищевой анафилаксии к ОВА после 
сенсибилизации 

Показатель 
Продол жительность гексеналового сна, 

мин Показатель 

0 1 20 21 К) 41 — 60 

Число животных 99 167 196 64 
Состав животных в 

группах, % 18,8 31,8* 37,2* 12,2 
Летальность от шо-

ка, % 24,0 59,6* 90,3* 87,5* 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — достоверность статистиче-
ского различия по угловому преобразованию Фишера по срав-
нению с животными с НС. 

ния животных с длительностью гексеналового сна 
от 1 до 40 ми и. 

Выявленная гетерогенность популяции живот-
ных гю критерию длительности гексеналового сна 
дала основание для выбора 2 полярных групп жи-
вотных: с НС и «длительным сном» (ДС) , пред-
ставительство которых в популяции оказалось рав-
ным, но чувствительность к пищевой анафилак-
сии резко различалась и была достоверно выше 
у животных с ДС. 

Содержание цитохромов Р-450 и Ьг, в микросо-
мальной фракции и величина суммы мотохонд-
риальных цитохромов приведены в табл. 2. Как 
видно, достоверным является различие в содержа-
нии цитохромов Р-450 и bs в группе с НС по срав-
нению с другими группами. Кинетика включения 
[14С] -аминолевулииовой кислоты в осаждаемые 
ТХУ фракции, а также в неосаждаемые фракции 
при расчете на 1 г массы печени приведена на 
рисунке. Обращает на себя внимание, что кривые 
выведения включения АЛ перекрещиваются 
рано, причем включение в осаждаемые фракции 
происходит и после перекреста. Это свидетель-
ствует о быстром связывании АЛ в промежуточ-
ном пуле, экстрагируемом смесыо эфир этанол. 
Это предположение подтверждается близким к 
линейному характеру включения АЛ. Указанное 
обстоятельство делает невозможным расчет ско-
рости обновления цитохромов по классическому 
способу, требующему учета кривой радиоактивно-
сти в пуле непосредственного предшественника. 

Выход может быть предложен в замене функ-
ции кривой выведения из пула предшественника 
постоянной во времени величиной, численно рав-

Т а б л и ц а 2 

Содержание цитохромов микросом и митохондрий у морских 
свинок с различной продолжительностью гексеналового сна 
при пероральной сенсибилизации (X; п=5) 

Группа животных 

Цитохрс 1мы, нмоль белка на 1 г 

Группа животных 
Р-450 bs 

а + с ( с ,+ 
+ ЬДИТ 

НС 23,7 22,7 87,2 
Н С + О В А 39,4* 28,9* 98,2 
Д С 41,8* 30,3* 100,1 
Д С + О В А 37,3* 30,0* 87,2 

П р и м е ч а н и е . Звездочка достоверные различия по 
критерию Майна Уитни в сравнении с группой НС. 
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10 20 30 40 SO 

НС* 
100 

90 
V 80 

/ 70 

/ 60 

/ * 50-

A y^/4
 4 0 

А УУ 3 0 

/ / 7 20 

J I I I L 1 

10 20 30 40 50 
Время, 

ОВЛ 

мин 

ДС + 
100 
30 

80 

ОВД Динамика включения 
[ l 4 C ] - аминолевулиновой 
кислоты во фракции пе-
чени морских свинок. 

/ — свободная радиоактивность; 
2 — общая радиоактивность го-
могената; 3 микросомальиая и 
4 — митохондриальная фракции. 

ной исходной удельной радиоактивности, умно-
женной на время Fo-t. Ввиду очень высокой удель-
ной радиоактивности предшественника (АЛ) вели-
чиной интеграла под кривой включения — см. 
формулу ( I ) — при этом можно пренебречь. Кро-
ме того, при использовании регрессионного анали-
за кривых включения АЛ установлено, что наи-
лучшей аппроксимацией является степенная функ-
ция типа а - / ь — см. формулу (2), что в значитель-
ной степени повышает точность вычисления вели-
чины числителя в уравнении расчета и соответст-
венно скоростей обновления цитохромов. 

Скорости обновления, выраженные в наномолях 
АЛ на I г печени в сутки (а) и относительные 
коэффициенты обновления в наномолях АЛ на 
I нмоль тема (б) представлены в табл. 3. 

Общая скорость обновления гемопротеинов го-
могената в первых 3 группах складывается в ос-
новном из скоростей обновления гемопротеинов 
микросомальной и митохондриальной фракций. 
Обращает на себя внимание резкое увеличение 
скорости обновления гемопротеинов гомогената 
печени сенсибилизированных ОВА животных с ДС. 
Надежно установленным фактом является то, что 
коэффициент скорости обновления в группе жи-
вотных с Д С почти вдвое ниже, чем у животных 
с НС во фракции микросом, в то время как в ми-
тохондриальной фракции достоверных изменений 
между группами не отмечается. Таким образом, 
снижение уровня цитохромов Р-450 и Ьг> у жи-
вотных с НС связано с их повышенной обнов-
ляемостью, в то время как снижение коэффи-
циента обновления у животных с Д С может спо-
собствовать накоплению цитохромов Р-450 и Ь5. 
Это в свою очередь определяет замедление ме-

таболизма гексенала и снижение устойчивости 
к сенсибилизации у морских свинок с ДС. Мож-
но предположить, что цитохромные системы мик-
росом к действию снотворных и сенсибилизирую-
щих веществ могут адаптироваться при относи-
тельном постоянстве скорости потока обновления 
за счет вариации обновляемости и содержания 
цитохромов. 

В группах сенсибилизированных животных за-
ключений о достоверности не удается сделать 
из-за широких доверительных интервалов, вызван-
ных нелинейным характером включения АЛ, хо-
тя по средним значениям отмечается тенденция 
к усилению обновления. 

Значение темпов обновления белков для защи-
ты организма от аллергенных воздействий под-
тверждается данными, отражающими антианафи-
лактический эффект глюкагона [19], стимулирую-
щего обновление белков у эукариотов | 7 | , и уси-
ление реакций гиперчувствительности немедлен-
ного и замедленного типа под влиянием инсу-
лина [16]. Сопоставление приведенных фактов 
с результатами настоящей работы свидетель-
ствует о физиологической важности параметра 
обновляемости микросомальных гемопротеинов в 
адаптации организма к неблагоприятным внеш-
ним воздействиям [5], в том числе к сенсиби-
лизации модельным пищевым белком. 
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ГРУППА 
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А Б а Б а Б 
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Д С + О В А 5 6 , 7 ± 2 1 , 0 0 ,366 ± 0 , 1 3 8 7 , 4 ± 5 , 4 0,1 И 4 - 0 , 0 7 9 9,9=1=4,4 0,1 144-0 ,050 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка доверительный интервал, вычисленный из доверительного интервала регрессии 

ti/i 2 |- —) • —г_ , где а 5 % уровень значимости, / — критерий Стьюдента, S оценка остаточной дисперсии. Д в е 
2 V п 

р<С0,05 относительно группы животных с НС; а и б см. объяснение в тексте. 
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Patterns of hemoproteins turnover were studied in micro-
somal and mitochondrial fractions of liver tissue of guinea 
pigs with various duration of hexenal sleep; these patterns 
were calculated by means of modified procedure involving 
incorporation of '^-aminolevul in ic acid. Increase in turnover 
of microsomal cytochromes corresponded to decrease of their 
content in animals with short-term sleep simultaneously with 
a decrease in the lethal index after sensitization by means 
of ovalbumin. 
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ХАРАКТЕРИСТИКА ЭЛАСТИНА СТЕНКИ 
К Р У П Н Ы Х АРТЕРИЙ Ч Е Л О В Е К А ПРИ ОБРА-
БОТКЕ Ф О Р М А Л Ь Д Е Г И Д О М 
НИЛ биологических структур Минздрава СССР 

С развитием сосудистой хирургии необходимо 
дальнейшее совершенствование материалов, ис-
пользуемых для пластики артерий различного диа-
метра [3]. Несмотря на то что к настоящему 

времени созданы заменители сосудов из полимер-
ных материалов |4 ] , изготовление артериальных 
ксенотрансплантатов путем специальной обработ-
ки артерий крупных животных продолжает при-
влекать внимание специалистов [1—3]. Такая об-
работка включает фиксацию растворами форм-
альдегида или глутарового альдегида, а т акже 
применение протеолитических ферментов, расщеп-
ляющих неколлагеновые белки сосудистой стенки. 
В результате получается коллагеноэластический 
ксеиотрансплантат с минимальными антигенными 
свойствами и гладкой внутренней поверхностью 
|3, 4 ] . Изучение биомеханических характеристик 

таких трансплантатов [1] показало, что предва-
рительная 2-часовая обработка трипсином не сни-
жает прочностных свойств их стенки по сравне-
нию с контролем. 

Нами установлено, что обработка фрагментов 
крупных артериальных сосудов формальдегидом 
значительно повышает устойчивость фибрилляр-
ных белков (прежде всего коллагена) к действию 
специфических и неспецифических иротеаз. При 
этом происходят изменения в структуре кисло-
растворимой и нерастворимой фракций коллаге-
на, делающие белок стабильным и устойчивым 
к протеолизу |5, 6 ] . 

Целью настоящего исследования явилась биохи-
мическая оценка состояния эластина стенки круп-
ных артерий при фиксации. 

М е т о д и к а 
Объектом исследования служил эластин, выделенный из 

дуги аорты человека (возраст 20—40 лет) методом Лансин-
га [19]. О чистоте выделенного белка судили по данным 
аминокислотного анализа, проведенного на аминокислотном 
анализаторе фирмы LKB (модель 3201), и по количеству 
оксипролина [23]. 

Образцы эластина обрабатывали 0,5, 4,0 и 8,0 % раствора-
ми формальдегида (рН 7,5) в течение 1, 2, 7, 14, 42 сут. 
После этого определяли устойчивость эластина к действию 
следующих протеаз: панкреатической эластазы (КФ 3.4.21.1 1), 
пепсина (КФ 3.4.23.1), трипсина (КФ 3.4.21.4) и проназы. 

Условия ферментного гидролиза: 10 мг эластина, 0,3 мг 
эластазы (проназы, пепсина и трипсина — 1 мг), 3 мл 0,15 М 
боратиого буфера (рН 8,8) для эластазы, трис-буфер (рН 7,6) 
для проназы и трипсина и 0,1 М СНзСООН (рН 3,4) для 
пепсина, температура- 37 °С. Контролями служили: проба, 
не содержавшая фермента, и проба, содержавшая фермент 
без субстрата. После окончания протеолиза нерастворимый 
белок удаляли из инкубационной смеси и в ней определяли 
продукты гидролиза по реакции с нингидрином [10| . Вели-
чину протеолиза эластина выражали в процентах от обще-
го содержания Nhb-rpyrm в образцах после их полного ще-
лочного гидролиза [16]. 

В отдельных экспериментах определяли степень расщеп-
ления эластина смесыо 0,1 н. КОН в присутствии 80 % эта-
нола [18]. 

Количество связанного с эластином формальдегида опре-
деляли, обрабатывая образцы 0,5, 4,0 и 8 , 0 % [ | 4 С]-форм-
альдегидом в течение 1, 7 и 14 сут. Для удаления свобод-
но* и лабильносвязанного формальдегида образцы промыва-
ли боратным буфером (рН 8,8), ежедневно меняя его в те-
чение 5 сут. 

Продукты гидролиза эластина протеазами определяли ме-
тодом гель-фильтрации на колонках с гелем марки TSK-gel 
Toyperl HW-55. В качестве элюирующего раствора исполь-
зовали боратный буфер (рН 8,8) или 0,5 М СН3СООН. Мар-
керами при калибровке колонки служили следующие соеди-
нения: ферритин (м. м. 480 кД) , миоглобин (м. м. 45 кД) , 
сывороточный альбумин (м. м. 67 кД) , цитохром (6,5 кД) , 
А-цепь инсулина (2,5 кД) . Выход УФ-поглощающего мате-
риала с колонки регистрировали при длине волны 278 нм. 
Одновременно во фракциях (по 1 мл), которые собирали 
на коллекторе, определяли содержание [МС]-метки. 

В отдельных экспериментах состояние эластиновых струк-
тур сосудистой стенки контролировали морфологически, при-
меняя метод трансмиссионной электронной микроскопии. 
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