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С развитием технологии рекомбинантных дез-
оксирибонуклеиновых кислот (ДНК) исследова-
тели получили комплекс методов, имеющих ши-
рокие перспективы использования в молекуляр-
ной биохимии белково-пептидных гормонов. 

Создание эффективных методов выделения мат-
ричных рибонуклеиновых кислот (мРНК) из эука-
риотических тканей, усовершенствование бескле-
точных систем трансляции мРНК, разработка 
систем обратной транскрипции, а также развитие 
методов определения первичной структуры нуклеи-
новых кислот позволили выделить специфические 
м Р Н К д л я целого ряда белково-пептидных гормо-
нов, синтезировать на них ДНК-копии и расшиф-
ровать первичную структуру таких комплементар-
ных Д Н К кДНК (а следовательно, и мРНК, 
и самих гормонов-полипептидов). 

Молекулярное клонирование фрагментов ге-
номной Д Н К в сочетании с методами дот- и 
блотгибридизации дает возможность выделить, 
а затем проанализировать структуру генов, ко-
дирующих большую часть известных белково-
пептидных гормонов. кДНК, синтезированные на 
специфических мРНК пептидных гормонов, а так-
же к л о н и р о в а н н ы е ф р а г м е н т ы соот в е тст в у ю щ и х 
генов являются высокочувствительными зондами 
для молекулярной гибридизации. Они позволяют 
вести анализ полиморфизма генов, кодирующих 
пептидные гормоны, исследовать изменения со-
держания специфических мРНК для пептидных 
гормонов в тканях при различных функциональ-
ных состояниях. 

На основе клонированных специфических к Д Н К 
стало возможным создание бактериальных штам-
мов продуцентов биологически активных пеп-
тидных гормонов. Усовершенствование бакте-
риальных систем экспрессии клонированных 
кДНК и разработка эукариотических систем 
экспрессии клонированных генов позволяют со-
здать еще более эффективные штаммы - проду-
центы белково-пептидных гормонов для нужд 
здравоохранения и народного хозяйства. 

В настоящем сообщении приводится краткий 
обзор генно-инженерных методов, имеющих пер-
спективы в молекулярной биохимии белково-иеп 
тидных гормонов, и рассмотрено использование 
комплекса таких методов для изучения структуры 
и генетической регуляции одного из белковых гор-

м о н о в п р о о п и л о м е л а н о к о р т и н а (ПОМК) ги-
пофиза млекопитающих. 

Методы выделения мРНК и клонирования к ДНК 

Источником в ы дел е н и я с п е ц и ф и ч е с к и х м Р Н К, 
кодирующих белково-пептидные гормоны, служат 
ткани эндокринных желез млекопитающих, про-
дуцирующие эти гормоны. Содержание мРНК 
для белково-пептидных гормонов в тканях желез 
варьирует в зависимости от интенсивности про-
дукции и секреции этих белков от нескольких 
долей до десятков процентов (0,1 1.0) [4, 38, 81]. 

Для выделения таких мРНК используют в основ-
ном 2 методических подхода (рис. 1). При до-
статочно высоком содержании мРНК в ткани ее 
выделяют сочетанием методов ультра центрифу-
гирования в градиентах плотности с препаратив-
ным электрофорезом в агарозных или полиакрил-
амидных гелях [4 6, 16, 17, 38]. мРНК выде-
ляют обычно из полирибосом, полученных из 
тканей стандартными методами [12, 20, 21, 72, 74, 
85]. 

Перспективным, хотя и трудоемким, методом 
в ы деления с п е ц и ф и ч е с к и х м Р Н К, от л и ч а ю щи хс я 
низким содержанием в тканях (минорных мРНК) , 
является иммунохимическое фракционирование 
полирибосом с последующей экстракцией мРНК 
с помощью аффинной хроматографии на поли-У-
сефарозе или олиго-(с1Т)-целлюлозе. Фракциони-
рование (обогащение) пол и рибосом достигается 
путем хроматографии их на иммуносорбентах, 
содержащих специфические антитела, или с по-
мощью непрямой иммунопреципитации с исполь-
зованием двух типов антител [20, 72, 74, 83—85]. 

В последние годы для выделения суммарных 
мРНК широко применяют обработку тканей 4 М 
гуанидинизотиоцианатом [35, 92] или экстракцию 
3 М LiCl с 8 М мочевиной [28). 

ДНК-копии мРНК, выделенных и охарактери-
зованных с помощью бесклеточной трансляции, 
получают с помощью обратной транскригттазы 
из вируса миелобластоза птиц (AMV) [2, 16, 29, 
34]. 

В качестве затравки для ревертазы обычно слу-
жат олигонуклеотиды, состоящие из остатков 
(IT (олиго-dT). В тех случаях, когда известна по-
ел едо ва тел ьноеть 3'-ко нце во й обл а ст и м Р Н К, 
можно применять синтетические олигонуклеотиды, 
комплементарные этой области. 

Клонирование (амплификацию) кДНК осу-
ществляют в составе векторных плазм ид и бакте-
риофагов, используя стандартную методику ра-
бот с рекомбинантными ДНК, подробно описан-
ную в современных руководствах |16, 18, 23, 
46 49]. Наиболее употребительным является 
коннекторный метод клонирования кДНК (рис. 2) 
[11]. Для клонирования полноразмерных кДНК 
весьма эффективно применяется схема Окаямы 
Берга [69]. 

При использовании коннекторного метода кло-
нирования синтез второй цепи кДНК проводят 

© Издательство «Медицина», 1990 

2 



Рис. 1. Д в е стратегии 
выделения м Р Н К из 
эукариотических кле-
ток. 
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Идентификация франций специфической мРНК по про-
дукту трансляции в бесклеточной белоксинтезирующей 

системе 

с помощью обратной транскриптазы AMV, ис-
пользуя З'-конец первой цепи в качестве само-
затравки. Образовавшуюся на З'-конце «шпиль-
ку» гидролизуюг, обрабатывая смесь Si-нуклеа-
зой, а затем с помощью терминальной дезокси-
нуклеотидилтрансферазы на З'-концах цепей 
к Д Н К синтезируют коннекторы (поли-Г или 
поли-Ц) (см. рис. 2). При этой схеме клониро-
вания возможно также использование синтетиче-
ских затравок (олиго-А или олиго-Т) или олиго-
нуклеотидов, комплементарных З'-концевому уча-
стку первой цепи кДНК. 

При клонировании кДНК по схеме Окаямы 
Берга [69] в качестве праймера служит олиго-dT-
последовательность, пришитая к линеаризованной 
плазмидой ДНК. Такой прием позволяет с боль-
шим выходом получать полноразмерные копии 
мРНК и заметно облегчает саму процедуру кло-
нирования. 

Современные методы генной инженерии позво-
ляют синтезировать полноразмерные к Д Н К на 
специфических мРНК, кодирующих белково-пеп-
тидные гормоны, и, осуществив клонирование 
кДНК в векторных молекулах, получить доста-
точное количество материала для определения 
его первичной структуры (последовательности 
нуклеотидов). Использование перечисленных ме-
тодов позволило к настоящему времени выде-
лить специфические мРНК, синтезировать кДНК 
и определить первичную структуру более 10 бел-
ково-пептидных гормонов. 

Методы анализа первичной структуры 
нуклеиновых кислот 

Наиболее широко используемыми методами бы-
строго определения нуклеотидных последователь-
ностей Д Н К являются химический метод Макса-
ма Гилберта [15] и метод дидезокситерминации 
цепи, предложенный F. Sanger и соавт. [82]. 
В методе Максама—Гилберта в качестве субстра-
тов используются фрагменты ДНК, несущие 
радиоактивную метку в одном из концов. Для ме-
чения Д Н К обычно применяют ферментативное 
введение в конец одно- или двухцепочечного 
фрагмента [ Р] -фосфата или Р]-меченного 
нуклеотида. Чаще всего используются 3 фермен-
та и 3 меченых субстрата. Это полинуклеотидки-
наза и [ Y - 3 2 P ] - A T P Д Л Я 5 ' -КОНЦОВ, терминальная 
трансфераза и [сх-32Р] -рибонуклеозидтрифосфаты 
для З'-концов, а также ДНК-полимераза и 
[ а-3 2Р] -дезоксинуклеозидтрифосфаты, которыми 
осуществляется достройка липких концов, обра-
зующихся при гидролизе Д Н К многими рестрик-

тазами. Последний способ также дает З'-меченые 
концы, но отличается тем, что позволяет вводить 
метку избирательно в один из концов двухцепо-
чечного фрагмента, если они отличаются по струк-
туре 5'-выступающих концов. Это достигается 
за счет введения в реакционную смесь соответ-
ствующего набора меченых и немеченых дез-
оксинуклеозилтрифосфатов. 

Двухцепочечную ДНК, меченную с обоих кон-
цов, или подвергают расщеплению подходящей 
рестриктазой с последующим выделением обра-
зующихся меченных с одного конца субфрагмен-
тов, или разделяют цепи фрагмента Д Н К с по-
мощью гель-электрофореза. Полученный тем или 
иным способом фрагмент ДНК, содержащий мет-
ку в одном из концов, разделяют на 4 порции 
и подвергают частичному химическому расщеп-
лению специфично к определенным основаниям. 

МРНН 
б' 

-ДДЯЛ 
3' 

Обратная i ^ ^ .т 
транснриптаза\ dA/7P олиго-dT# 

5' + 3 

нДНК M i l I I I I I 
-ЯЯЛЯ 
ТТТ 

Гидролиз РНИ 

( И 7 ~ 
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транснриптаза 
илиДНК-лолимераза1 

(I I I I I M i l , * 
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3' 
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M i l l I I I I I 
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Рис. 2. Схема клонирования к Д Н К в составе векторных 
плазмид с помощью коннекторного метода. 
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Условия гидролиза подбирают таким образом, 
чтобы на анализируемую область молекулы Д Н К 
приходился в среднем 1 разрыв. Наиболее часто 
используют следующую комбинацию реакции: мо-
дификацию по остаткам гуанина осуществляют 
диметилсульфатом, выщепление пуриновых осно-
ваний проводят муравьиной кислотой, разруше-
ние пиримидиновых оснований осуществляют вод-
ным гидразином, избирательный гидролиз по 
остаткам цитозина проводят водным гидразином 
в присутствии хлористого натрия. Завершающей 
стадией во всех случаях является расщепление 
цепи Д Н К по модифицированному участку под 
действием пиперидина. 

Продукты специфического частичного химиче-
ского гидролиза разделяют по длине электрофо-
резом в высокоразрешающем денатурирующем 
полиакриламидном геле (ПААГ). Следующий 
этап радиоавтография этого геля. Последо-
вательность нуклеотидов считывают с радиоавто-
графа, отмечая какой из специфичных к основа-
нию агент расщепляет каждый из последующих 
нуклеотидов вдоль цепи. 

Метод Максама- Гилберта позволяет опреде-
лять последовательность до 600 нуклеотидов от 
меченого конца фрагмента ДНК, если использо-
вать для разделения продуктов специфического 
гидролиза несколько гелей разной процентное™. 

Другой метод определения последовательности 
нуклеотидов, ДНК, разработанный F. Sanger 
и соавт. |82], основан на способности ДНК-по-
лимеразы правильно синтезировать комплемен-
тарную радиоактивную копию одноцепочечной 
ДНК-матрицы с использованием в качестве за-
травки короткого фрагмента ДНК. Синтез Д Н К 
проводят в присутствии 4 дезоксинуклеозид-
трифосфагов (ddNTP) , один (или более) из кото-
рых помечен [ 3 2Р], добавляя в каждую из 4 от-
дельных реакционных смесей 1 из дидезоксинук-
леозидтрифосфатов (ddNTP) аналогов dNTP. 
Случайное включение в синтезирующуюся цепь 
Д Н К ddNTP приводит к терминации роста цепи. 
Следовательно, в каждой реакции образуется 
популяция частично синтезированных молекул 
ДНК, меченных [32Р] и имеющих одинаковые 
5'-концы, но отличающихся расстоянием до З'-кон-
цов, оканчивающихся одним и тем же основа-
нием. Последующее разделение полученных 
фрагментов по длине в денатурирующем ПААГ, 
радиоавтография и чтение последовательности 
осуществляются так же, как и в методике Макса-
ма Гилберта. 

Ранее главной проблемой при анализе первич-
ной структуры методом F. Sanger было получе-
ние одноцепочечной матрицы. Для этой цели ис-
пользовали несколько процедур, в частности 
гидролиз экзонуклеазой III из Е. coli [88]. Широ-
кому распространению метода дидезокситермина-
ции цепи способствовало появление серии векто-
ров для клонирования Д Н К на основе одноните-
вого бактериофага М13 |60]. Исследуемый фраг-
мент встраивают в двухцепочечную репликатив-
ную форму ДНК-фага , который трансфицируют 
клетки Е. coli. Размножение фага М13 в клетках 
Е. coli не сопровождается их лизисом, синтези-
руемые частицы фага непрерывно поступают 
из клеток в культуральную среду и легко могут 
быть получены в чистом виде. В зрелые фаговые 

частицы упаковывается исключительно одноцепо-
чечная -(--форма ДНК, поэтому получение матри-
цы для анализа сводится к извлечению Д Н К фе-
нольной депротеинизацией препарата фага. В ка-
честве затравки для ДНК-полимеразного синтеза 
используется синтетический олигонуклеотид, комп-
лементарный участку Д Н К векторного фага, рас-
положенному в непосредственной близости от 
встроенного фрагмента. Таким образом, можно 
анализировать первичную структуру различных 
фрагментов, применяя одну и ту же затравку. 
В последние годы предложен ряд схем, которые 
позволяют получить набор перекрывающихся де-
леционных вариантов анализируемого фрагмента 
в составе ДНК-фага М13. Секвеиирование таких 
гибридных Д Н К дает возможность определять 
первичную структуру протяженных участков гено-
ма со скоростью до тысячи нуклеотидов в день. 

Компьютерный анализ секвенированных 
последовательностей 

Огромный объем информации, которую дают 
методы анализа первичной структуры нуклеино-
вых кислот, делает абсолютно необходимым ис-
пользование компьютерной техники начиная от 
стадии считывания нуклеотидных последователь-
ностей с радиоавтографа и кончая поиском общих 
закономерностей структурно-функциональной ор-
ганизации Д Н К и подготовкой материалов к пуб-
ликации. 

Совершенствование методов секвенирования 
привело к тому, что лимитирующей стадией ра-
боты становится чтение последовательностей с ра-
диоавтографа и накопление полученной инфор-
мации. С целыо облегчения этой стадии созданы 
специальные устройства, соединенные с ЭВМ, 
и специальные программы, позволяющие произ-
водить сборку вводимых фрагментов последова-
тельности, считываемых с радиоавтографов, в еди-
ную целевую последовательность |45]. 

Для хранения, поиска и обработки нуклеотид-
ных последовательностей созданы специальные 
автоматические системы- банки нуклеотидных 
последовательностей. К наиболее известным от-
носятся Лос-Аламосский банк и банк М. Дай-
хофф в США, Гейдельбергский банк ЕМВО в Ев-
ропе. В СССР создан Всесоюзный банк нуклео-
тидных последовательностей [1 ]. 

Существует большое количество программ, поз-
воляющих проводить компьютерный анализ ре-
зультатов секвенирования (см. например, спе-
циальный выпуск журнала «Nucleic Acids Re-
search», 1982, № 1; 1984, № 1; 1986, № 1, а также 
обзор [1 ] ) . 

Основные задачи, решаемые с помощью такого 
рода программ, следующие. 

1. Поиск определенных участков нуклеотидных 
последовательностей, таких, как сайты действия 
рестриктаз, консервативные участки, характерные 
для различных регуляторных элементов генома, 
и т. д. 

2. Поиск участков ДНК, обладающих симмет-
рией второго порядка, которые играют важную 
функциональную роль. Они или необходимы для 
связывания регуляторных белков, или отражают 
тот факт, что считываемая с этого участка одно-
цепочечная РНК образует определенную вторич-
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ную структуру, необходимую для ее функциони-
рования. 

3. Поиск внутренних прямых и инвертирован-
ных повторов. 

4. Сравнение различных нуклеотидных после-
довательностей, позволяющее выявлять степень 
эволюционного родства организмов, находить наи-
более гомологичные районы в близких по функ-
циям генах. 

5. Перевод иуклеотидной последовательности 
в аминокислотную. 

6. Статистический анализ последовательностей. 
Программы, позволяющие решать эти задачи, 

а также ряд других, в конечном счете служат ре-
шению главной задачи — извлечению всей зако-
дированной в Д Н К информации. 

Экспрессия генов пептидных гормонов. Про-
и эукариотические векторы. Продуценты 
пептидных гормонов, сконструированные 

методами генной инженерии 

Благодаря разработке методов бесклеточного 
синтеза белка в системах из зародышей пшеницы 
[70, 80], асцитных клеток и ретикулоцитов кро-

лика стало возможным проведение «инвентари-
зации» мРНК пептидных гормонов. Было уста-
новлено, что все «большие» пептидные гормоны 
и прогормоны синтезируются начиная с NH<2-koh-
цевого сигнального пептида [25, 38]. При этом 
ПОМК [58, 791 и нейрозин [39] являются поли-
протеииами, состоящими из нескольких полипеп-
тидов. Рядом исследователей показано, что гона-
дотропные гормоны и тиреотропин, состоящие 
из двух субъединиц, кодируются двумя различ-
ными мРНК [50, 63]. При исследовании первич-
ной структуры ДНК-копий мРНК, кодирующих 
пептидные гормоны, и изучении процесса созре-
вания мРНК in vivo и in vitro установлено, что 
образование зрелых биологически активных гор-
монов из их предшественников происходит в основ-
ном четырьмя способами, как показано на рис. 3 
[22, 38, 62, 641. 

Выяснилось, что один из предшественников 
опиоидных пептидов — препроэнкефалин содер-
жит в своей структуре несколько одинаковых ко-

пий одного пептида — энкефалина [25, 38]. F3 ре-
зультате анализа структуры гена и применения ме-
тода РНК-блотгибридизации показано, что при 
транскрипции гена кальцитонина образуется пер-
вичный транскрипт, который процессирует в клет-
ках гипоталамуса и щитовидной железы с обра-
зованием различных мРНК [26, 31]. Предпола-
гают, что путем альтернативного сплайсинга об-
разуются множественные формы тропонина Т 
в скелетных мышцах кур [38, 49]. Обнаружена 
также структурная гетерогенность сигнальных 
пептидов препросоматостатина [37]; показано су-
ществование 2 форм мРНК пролактина в гипофизе 
грызунов [521. 

При трансформации бактериальных клеток 
плазмидами, содержащими наряду с эукариоти-
ческой к Д Н К регуляторные элементы реципиента, 
в ряде случае удается получить продукцию боль-
ших количеств биологически активных целевых 
белков. При работе с бактериальными систе-
мами применяются в основном 2 схемы получе-
ния генно-инженерных белковых продуктов. 

В первой схеме используют конструкции, обес-
печивающие синтез индивидуального белка в бак-
териальной клетке. Во второй схеме идут по пути 
получения искусственного белка, содержащего 
трансляционно слитые последовательности про-
ка риотического и целевого белков. В качестве 
начальной аминокислотной последовательности 
во второй схеме чаще всего используют [3-га-
лактозидазу, находящуюся под контролем Lac-
промотора [56]. Конструирование гибридных бел-
ков обычно используется при экспрессии не-
больших пептидов, поскольку индивидуальные 
пептиды быстро деградируют в клетках Е. coli 
под действием пептидаз. В виде химерных белков, 
включающих [З-галактозидазу, были получены 
соматостатин, лей-энкефалин (2-Ю 5 мол/клетку) 
[86],' р-эндорфин ( 5 % клеточного белка) [87), 
а-неоэндорфин (5-10г> мол/клетку) [91] и ряд 
других пептидов. 

Другой перспективный подход заключается 
в получении конструкций, в которых целевой 
пептид слит с фрагментом белка А из Staphylo-
coccus aureus, который обладает способностью 
специфически связываться с IgG. Для получе-

Рис. 3. Альтернативные пути синтеза, 
нроцессинга и сборки пептидных гормо-
нов [38]. 
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ния таких химерных белков используются спе-
циально сконструированные плазмиды |18, 23, 
49]. Эксирессирующийся в ирокариотических 
клетках слитый белок легко очищается аффинной 
хроматографией на колонке с IgG-сефарозой 6FF. 
Целевой пептид можно отделить от белка А с по-
мощью кислотного гидролиза по участку Asp-
Pro, специально введенному в место стыка. Выде-
ление чистого пептида можно осуществить с ис-
пользованием той же аффинной колонки. 

Таким образом, в частности, удалось нарабо-
тать и выделить чистый препарат биологически 
активного человеческого инсулиноподобного фак-
тора роста (IGF-I) [65, 66]. В виде индивидуаль-
ных («чистых») белков к настоящему времени 
получен ряд пептидных гормонов, в том числе 
инсулин, соматотронин [38, 49, 71] и интерферон 
[93]. При использовании этой схемы для уве-

личения продукции целевого белка принципиаль-
ное значение имеет выбор адекватных промотор-
ных систем, специфичных для каждого генно-
инженерного варианта. 

В настоящее время активно разрабатываются 
системы, пригодные для экспрессии чужеродных 
белков в эукариотических клетках [23, 40]. Такие 
системы незаменимы при синтезе белков, подвер-
гающихся посттрансляционному процесс и нгу и 
модификации. 

Рестрикционное картирование при анализе 
генетического полиморфизма генов пептидных 

гормонов 

В последние годы молекулярные зонды, пред-
ставляющие собой клонированные кДНК белко-
во-пептидных гормонов или соответствующие им 
фрагменты геномной ДНК, все более широко ис-
пользуют для анализа полиморфизма длины 
рестрикционных фрагментов соответствующих 
генов [27, 53, 76]. ДНК, необходимую для про-
ведения анализа, получают обычно из лимфоци-
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вариантов моле-
кулярной гибри-
дизации м Р Н К 
к Д Н К и Д Н К 
к Д Н К . 

тов крови и затем подвергают гидролизу специ-
фическими эндонуклеазами рестрикции. 

Анализируемый ген имеет характерное число 
и расположение сайтов рестрикции, опознавае-
мых определенными рестриктазами, и соответ-
ствующий участок Д Н К образует при гидролизе 
специфический набор фрагментов (рестриктов), 
определенным образом располагающихся на 
электрофореграмме. Визуализацию таких рестрик-
тов гена осуществляют с помощью гибридизации 
с молекулярным зондом — изотопно меченной 
клонированной кДНК и последующей радиоавто-
графии. В случае структурных изменений в ана-
лизируемом гене может измениться число и рас-
положение сайтов рестрикции и соответственно 
изменится число и расположение рестриктов гена 
на электрофореграмме (радиоавтографе). Такой 
анализ отражает изменения в первичной структу-
ре (нуклеотидных последовательностях) иссле-
дуемых генов и уже используется при изучении 
полиморфизма генов инсулина человека [76]. 
Перспективным представляется применение таких 
методов для выявления полиморфизма генов 
других белково-пептидных гормонов — сомато-
тропина, пролактина, проопиомеланокортина в ор-
ганизме людей с эндокринной патологией, и здо-
ровых. 

Изучение уровня синтеза мРНК с помощью 
метода молекулярной гибридизации 

Основным методом измерения концентрации 
(индуцируемой) мРНК в тканях является гибри-
дизация со специфической кДНК. Исследуя ки-
нетику гибридизации мРНК с кДНК, можно рас-
считать число различных РНК-последовательно-
стей в ткани и число копий каждого вида мРНК 
па клетку. Использование метода гибридизации 
РНК со специфическими кДНК позволяет иссле-
довать влияние различных регуляторных факто-
ров на процесс транскрипции. Например, сравни-
вая по гибридизации образцы мРНК, выделен-
ные из тканей с различным гормональным ста-
тусом, удается выявить индуцируемые гормона-
ми специфические типы мРНК [30, 73]. 

Молекулярная гибридизация мРНК к Д Н К и 
Д Н К — к Д Н К может осуществляться в несколь-
ких вариантах: 1) в разведениях гибридизуе-
мого материала на миллииористых нитроцеллю-
лозных фильтрах — дотгибридизация; 2) на 
фильтрах—отпечатках с бактериального газона, 
содержащих иммобилизованную нуклеиновую 
кислоту клонов (гибридизация in s i tu) ; 3) на 
электрофореграммах нуклеиновых кислот или 
фильтрах — отпечатках с электрофореграмм 
блотгйбридизация (рис. 4). 

В качестве зондов для молекулярной гибри-
дизации используют клонированные кДНК. Комп-
лементарные Д Н К можно использовать в составе 
векторных плазмид или в составе одноцепочеч-
ного бактериофага М13 [59]. В первом случае 
изотопную метку вводят в состав молекулярного 
зонда с помощью ник-трансляции, а во втором 
с помощью большого фрагмента ДНК-нолимера-
зы I с использованием специфического олиго-
нуклеотидного праймера [54| . 
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Тестирование точечных мутаций с помощью 
гидролиза РНКазой А гетеродуплексов 

Небольшие (точечные) структурные изменения 
в нуклеотидной последовательности гена можно 
зарегистрировать с помощью метода, предложен-
ного группой авторов [61| . Принцип метода за-
ключается в следующем. Синтезированный in 
vitro [32Р] -меченный РНК-зонд, к Д Н К дикого 
типа, отжигают с тестируемой ДНК, которая со-
держит 1 нуклеотидную замену. Участок неспа-
ривания в образовавшемся гетеродуплексе рас-
щепляют РНКазой А, а затем определяют место 
разрыва, анализируя длины продуктов гидролиза 
с помощью гель-электрофореза. Этот подход был 
успешно опробован авторами в экспериментах 
по детекции точечных мутаций в Д Н К пациен-
тов, больных (5-талассемией. 

Структурный анализ ДНК, комплементарных 
мРН К проопиомеланоко ртина гипофиза быка, 

человека и крысы. Изучение гормональной 
регуляции содержания 

мРНК проопиомеланоко ртина в гипофизе 
крысы. 

Известно, что гормоны гипофиза адренокор-
тикотропин (АКТГ) и |3-липотропин ((3-АТГ), 
а также их производные - <х-, у-меланоцит-
стимулирующие гормоны (МСГ), кортикотропи-
ноподобный полипептид, эндорфин и энкефалин 
являются продуктами процессинга одного белка-
предшественника ПОМК [22, 55, 57, 63, 64]. 
Синтез и созревание этих гормонов осуще-
ствляется преимущественно в передней и проме-
жуточной долях гипофиза [22, 32, 38, 55, 68, 78]. 

Один и тот же белок-предшественник ПОМК 
расщепляется (процессируется) на разные пептид-
ные продукты в передней и промежуточной до-
лях гипофиза. В результате образуются комплек-
с ы биол о г и ч ее к и а кт ивн ы х пептидов, действу ю -
щих на разные рецепторы и выполняющих раз-
личающиеся физиологические функции [22, 38, 55, 
68] ( р и с . 5 ) . 

Известно, что производные морфина взаимодей-
ст в у ют с в ы со кос пе ц и ф и ч н ы ми ре це п то р а м и, 
присутствующими в определенных участках моз-
га. В частности, они взаимодействуют с система-
ми нейронов, ведающими болевыми ощущениями. 
Опиоидные пептиды (эндорфины, эикефалины) 
также взаимодействуют с опиатными рецепто-
рами [55]. 

К настоящему времени в ряде лабораторий 
клонированы и секвенированы следующие мРНК 
(кДНК) , кодирующие синтез главных белков — 
предшественников опиоидных пептидов: 1) ДНК-
копии мРНК, кодирующих предшественник (3-эн-
дорфина (и энкефалина) ПОМК [33, 36, 42, 
44, 67, 68, 90]; 2) ДНК-копии мРНК, кодирую-
щих предшественник многократно повторяющих-
ся мет-энкефалина и лей-энкефалина препроэн-
кефалин А [25, 55]; 3) ДНК-копии мРНК, ко-
дирующих предшественник (3-неоэндорфина/ди-
норфина, названный предпроэнкефалином В [25, 
55]. В результате этих работ сложилось представ-
ление о 3 главных первичных белках-предше-
ственниках, из которых образуются опиоидные 
пептиды [22, 55]. 
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Рис. 5. Схема процессинга П О М К в передней и проме-
жуточной 'долях гипофиза. 

Спектр действия эндогенных опиоидных пепти-
дов и родственных им соединений в организме 
очень широк. К числу физиологических функ-
ций эндогенных опиоидов относятся такие, как 
защита организма от вредных воздействий, мо-
дуляции вегетативной нервной системы, нейро-
эндокринной функции, поведенческих реакций 
[55]. Физиологические эффекты опиоидов сумми-
рованы. 
Ф и з и о л о г и ч ее к и е фу и к ц и и э н д о г е н н ы х о п и о и -
дов [55]. 
1. Защита от вредных воздействий: 

активация гипофизарно-адренокортикоидной 
системы; 
регуляция симпатико-адреналовой системы; 
ингибирование болевой чувствительности. 

2. Модуляция вегетативной нервной системы: 
сердечно-сосудистая и респираторная си-
стема; 
желудочно-кишечный тракт; 
мочеполовой тракт. 

3. Модуляция нейроэндокринной функции: 
гормоны передней и задней доли гипофиза; 
желудочно-кишечные и печеночные гормоны; 
катехоламины. 

4. Воздействие на поведение: 
двигательная и эмоциональная активность; 
потребление пищи и воды; 
с е к с у а л ь н о е п о в е д е н и е . 

Можно думать, что нарушение систем регу-
ляции синтеза вышеназванных пептидов в орга-
низме приведет к существенным функциональ-
ным нарушениям. Принципиальное значение 
приобретает выяснение закономерностей экспрес-
сии генов, кодирующих основные белки — пред-
шественники опиоидных пептидов, в частности 
гена ПОМК, а также выяснение структурно-
функциональной организации этих генов. 

Нами выполнены работы по выделению мРНК 
из гипофиза быка, крысы и человека, синтезу 
и клонированию соответствующих специфиче-
ских к Д Н К ПОМК. 

Проведен сравнительный анализ известных 
нуклеотидных последовательностей ДНК, коди-
рующих ПОМК 7 видов животных и человека, 
с целью выявления особенностей их структурно-
функциональной организации. Все расчеты осу-
ществлялись на ПЭВМ «Apple II» при помощи 
специально разработанного нами пакета про-
грамм. При выравнивании аминокислотных после-
довательностей степень сходства оценивали по 
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Рис. 6. Выравненные аминокислотные последовательности 
ПОМК крысы (R) [431, мыши (М) [55| , порки (Mi) | 7 | , 
человека (II) | 8 | , свиньи (Р) [55], быка (В) [19], 
лягушки (F) [55] и лосося (S) [55]. 
Нумерации аминокислотных остатков начинается с 1-го аминокислотного 
остатка а-МСГ. Стрелками указано расположение биологически актив-
ных доменов I IOMK. Блоками выделены аминокислоты, идентичные или 
родственные не менее чем у 6 проанализированных структур ПОМК. 

[89]. Вторичную структуру моделировали с при-
менением подхода [94]. 

На первом этапе провели выравнивание ами-
нокислотных последовательностей ПОМК, кото-
рое показало, что у всех 8 видов позвоночных 
биологически активные домены в бел ке - пред ше-
ственнике расположены сходным образом и флан-
кированы с обоих концов парами положительно 
заряженных аминокислот Lys — Lys, Arg — Arg, 
Lys — Arg (рис. 6). Показано, что эти пары вы-
п ол н я ют р ол ь сайтов у з н а в а п и я с п е ц и ф и ч ее к и х 
протеаз, участвующих в процесеинге ПОМК [41]. 

Из рис. 6 видно также, что степень консерватив-
ности аминокислотных последовательностей не-
равномерна по всей длине белка-предшественни-
ка и может сильно различаться на разных 
участках ПОМК, причем границы консерватив-
ных и вариабельных участков четко совпадают 
с границами биологически активных доминов 
ПОМК. Таким образом, видно, что эволюцион-
ные характеристики аминокислотной последова-
тельности ПОМК (консервативность, вариабель-
ность отдельных участков) коррелируют с ее 
функциональной топографией. Так, например, вы-
сокой консервативностью отличаются участки 
аминокислотной последовательности IIOMK, соот-
ветствующие а- и (3-меланотропинам, (3-эндорфи-
ну. Участок между КТПГ1 и (3-МСГ, напротив, 
очень вариабелен и содержит многочисленные 
делении, составившие у крысы и мыши почти 
половину длины этого района по сравнению с 
аналогичным районом ПОМК норки, челове-
ка и др. 

Различия в вариабельности данных районов 
аминокислотной последовательности могут быть 
вызваны не только их различной функциональ-
ной значимостью и влиянием естественного 
отбора, но и зависимостью частоты возникнове-
ния мутаций от структурных особенностей участ-
ков ДНК, кодирующих эти районы. С целью выяв-
ления таких особенностей было проведено вы-
равнивание и сравнительный анализ нуклеотид-
ных последовательностей, кодирующих ПОМК 
(рис. 7). Как и следовало ожидать, па уровне 
Д Н К наблюдаются те же закономерности в рас-
пределении консервативных и вариабельных 
участков, что и на уровне аминокислотных по-
ел е до в а т ел ь н о с те й. 

В процессе определения нуклеотидной после-
довательности к Д Н К ПОМК норки |7 | обрати-
ли внимание на значительное количество «ком-
прессий» на радиоавтографах секвенирующих 
гелей в участках, соответствующих вариабель-
ному району, появление таких «компрессий» обыч-
но объясняют наличием шпилечных структур в 
анализируемой Д Н К |14 | . Для того чтобы прове-
рить это предположение, провели исследование 
структурных особенностей вариабельного участка 
ДНК, отличающих его от консервативных. Во-пер-
вых, он оказался насыщен прямыми повторами 
длиной 6 7 пар оснований и более, во-вторых, 
здесь наблюдается высокое содержание GC-nap 
(75— 80 % против 60 -65 % в среднем по другим 
районам). Известно, что прямые повторы играют 
определенную роль в механизме возникновения 
делеций и дупликаций в процессе репликации 
и репарации Д Н К [24]. При этом высокое содер-
жание GC-nap должно увеличивать стабильность 
вторичных структур, необходимых для реализации 
этих механизмов. 

Кроме того, в вариабельном районе нами об-
наружено значительное количество обратимых 
повторов, способных приводить к образованию 
шпилечных структур, следствием чего может 
явиться увеличение вероятности появления деле-
ний, инсерций и точечных мутаций в соответствии 
с моделью [77]. 

Чтобы проверить последнее предположение, 
мы построили возможную вторичную структуру 
цепи ДНК, кодирующей ПОМК норки, и отмети-
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Рис. 7. Выравненные 
н у кл еот и д н ы е п ос л с д о -
вательности ДНК, ко-
дирующие ПОМК рас-
сматриваемых видов 
животных. 
Тремя звездочками отмече-
ны позиции, для которых на-
блюдается совпадение нукле-
отидов у всех 8 последо-
вательностей; двумя те, 
для которых совпадают (> нук-
леотидов. Стрелками указаны 
участки Д Н К . кодирующие 
биологически активные до-
мены I IOMK. 
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ли на ней наиболее вариабельные основания 
(рис. 8). Как видно, вариабельный участок рас-
полагается в высокоструктурированном районе, 
причем наибольшее число различий приходится 
на правую часть крестообразной структуры. Та-
кая закономерность позволила нам предположить 
следующий возможный механизм возникновении 
мутаций. В соответствии с моделью [77] допуска-
ется образование в процессе репликации струк-
тур, подобных изображенным. Ферменты репара-
ции, двигаясь в направлении б ' -^З ' вдоль ново-
синтезированной цепи, проверяют ее комплемен-
тарность материнской цепи, репарируя неспарен-
ные участки. В районе А эти ферменты могут про-
вести «коррекцию» нуклеотидной последователь-

ности, приведя ее в соответствие с «псевдороди-
тельской» частично комплементарной цепью 
(районом В) (рис. 9). 

Таким образом, в районе А будут репариро-
ваться участки, не полностью комплементарные 
району 13, следствием чего может быть возникно-
вение мутаций в этих участках. В пользу воз-
можности осуществления подобного механизма 
свидетельствует тот факт, что в ДИК, кодирую-
щих ПОМК крысы и мыши, делетирован район, 
точно совпадающий с одной из шпилечных 
структур (см. рис. 6 и 7). 

Можно предположить, что отмеченные нами 
структурные особенности Д Н К и предложенный 
механизм могут реализоваться и в других случа-
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Рис. 8. Возможная вторичная структура 
ДНК, кодирующей вариабельный участок 
ПОМК норки, характеризующаяся миниму-
мом свободной энергии. 
Я р к и м ш р и ф т о м о т м е ч е н ы н а и б о л е е в а р и а б е л ь н ы е о с -
н о в а н и я . С т р е л к и о г р а н и ч и в а ю т у ч а с т о к , о т с у т с т в у ю щ и й 
в Д И К П О М К к р ы с ы и м ы ш и . 

ях, когда наблюдается относительно высокая 
вариабельность определенных участков генома. 

Примером использования методов генетической 
и н ж е н е р и и дл я пол у ч е н и я п род у це и то в ф и з и о -
логически активных белков и пептидов может 
служить наша работа [3] по созданию бактери-
а л ь н о го ш т а м м а — п р о д у це н та (3-липотро п и н а 
быка. 

Ранее было показано, что регуляторные эле-
менты транскрипции и трансляции бацилл эф-
фективно функционируют в клетках Е. coli [13]. 
Поэтому для экспрессии последовательности ДНК, 
кодирующей p-липотропный гормон быка, мы вос-
пользовались регуляторными элементами В. anylo-
liquefaciens, синтезированными химико-фермен-
тативным путем [11]. 

При анализе структуры кДНК Г10МК быка, 
находящейся в составе плазмиды р СРОМС 8, 

Рис. 9. Гипотетиче-
ские структуры, воз-
никающие в процес-
се репликации Д И К 
(синтезируется цепь, • 
Д Н К , комплемен-
тарная м Р Н К ) . 

5'3' 

3' 
I А 

к й ? 
3 5 

нами был выявлен внутренний сайт для рестрик-
тазы EcoR I, разграничивающий нуклеотидные 
последовательности, кодирующие адренокортико-
тропный и p-липотропный гормоны (рис. 10): В це-
лях получения генно-инженерной конструкции, 
обеспечивающей экспрессии (3-липотропного гор-
мона, из плазмиды р СРОМС 8 был выделен 
фрагмент, имеющий размер 360 пар нуклеотидов 
(п. н.) и содержащий полинуклеотидную после-
довательность, кодирующую 38—39 аминокислоты 
адренокортикотропного гормона, все (1—93) 
аминокислоты (3-липотропного гормона, а также 
район, соответствующий 3'-нетра ислируемой по-
следовательности ПОМК и имеющий размер 
101 п. н. 

Чтобы нуклеотидная последовательность выде-
ленного фрагмента попадала в рамку трансля-
ции, обеспечиваемую используемыми нами бло-
ками, к нему присоединяли Bam HI — EcoRl-фраг-
мент полилинкера плазмиды р ИС 8. Полученный 
фрагмент клонировали в составе плазмиды р ИС 8, 
встроив его по сайтам рестрикции Bam HI Pst 1 
(см. рис. 10). Отбор гибридных плазмид после 
трансформации компетентных клеток Е. coli 
JM 103 проводили в присутствии хромофорного 
субстрата Y-gal и ИПТГ. В результате было 
отобрано несколько десятков клонов бактерий, не 
имеющих голубой окраски. Плазмидную Д Н К од-
ного из отобранных клонов, обозначенную как 
р ИС LPH, подвергли рестрикционному анали-
зу и показали, что она содержит необходимый 
для дальнейшей работы фрагмент, фланкирован-
ный Bam HI ••••Hind Ill-сайтами рестрикции. 

В дальнейшем для получения плазмиды, спо-
собной обеспечить эффективную продукцию 
р-липотропного гормона в клетках Е. coli, работу 
проводили согласно схеме, представленной на 
рис. 11. Для этого Bam HI — Hind Il l-фрагмента 
кДНК с последовательностью, кодирующей р-ли-
потропин, смешивали с фрагментом Д Н К , вклю-
чающим в себя один из регуляторных блоков 
В. amyloliquefaciens, имеющих EcoR 1 Sau ЗА 
липкие концы, и с большим EcoR I—Hind I l l -фраг-
ментом плазмиды р BP 327. Все перечисленные 
фрагменты выделяли путем электрофореза в Г1ААГ 
с последующей электроэлюцией. Смесь фрагмен-
тов Д Н К обрабатывали ДНК-лигазой фага Т4, 
продуктами лигазной сшивки трансформировали 
компетентные клетки Е. coli JC 5183 и отбирали 
нужные клоны на чашках с тетрациклином 
(10 мкг/мл) . Наличие полинуклеотидной после-
довательности |3-липотропного гормона в реком-
бинантных Д Н К определяли при помощи гибри-
дизации с синтетическим олигодезоксирибонук-
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РИС. 10. Первичная структура кДНК П О М К быка (плазмида р С Р О М С 8) [3]. 

леотидом 5 ' - Т Т С А Т С А С С Т С С С А - 3 ' . Плазмида од-
ного из отобранных клонов была выделена в 
препаративных количествах и подвергнута рест-
рикционному анализу, который подтвердил ожи-
даемую структуру выделенной плазмиды, обозна-
ченной как р LPH. 

Оценку уровня экспрессии липотропного гор-
мона быка осуществляли методом радиоиммуио-
анализа на нитроцеллюлозных фильтрах. 

В различных экспериментах уровень экспрес-
сии варьировал от 2 до 5 мг синтетического 
пептида на 1 л бактериальной культуры. 

BamHl EcoRI I 
f \ J * L P H 

EcoR I | Pstl Bam HJ Pst I Hind III 

Bam HI 
РВМВЭ01 ^ЛИ*^ 

ZcoRI SauIIlMamHl\ Hind III 

PamSL 
\fiLPH 

Рис. 11. Схема конструирования плазмиды, способной к 
экспрессии p-липотропного гормона [3]. 

Следует отметить, что сконструированный на-
ми искусственный ген можно встраивать в плаз-
миды бацилл для последующей продукции 
Р-липотропного гормона в грам положительных 
бактериях. Генно-инженерный p-липотропный гор-
мон может найти несколько применений: во-пер-
вых, из литературы известна простая схема трип-
синового высвобождения из сходной генно-ин-
женерной конструкции биологически активного 
опиоидного пептида p-эндорфина [87| , необходи-
мого в медицинской практике. Во-вторых, генно-
инженерный p-липотропин не загрязнен примес-
ными интермедиатами процессинга ПОМК, кото-
рые трудно отделимы от самого гормона и неиз-
бежно присутствуют в препаратах, выделенных 
из природных источников. Вследствие этого ген-
но-инженерный р-липотропный гормон может ока-
заться полезным в эндокринологических иссле-
дованиях. 

Представленные в настоящей работе резуль-
таты, на наш взгляд, убедительно иллюстриру-
ют возможности использования комплекса совре-
менных методов генетической инженерии в ис-
следовании структурно-функциональной организа-
ции белково-пептидных гормонов, а также пер-
спективы применения таких методов для нужд 
практической медицины. 
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Б И О Х И М И Я С Л Е З Ы И ЕЕ И З М Е Н Е Н И Е 
П Р И П А Т О Л О Г И И ( О Б З О Р ) 

Кафедра биохимии Московского медицинского стоматологи-
ческого института и кафедра биохимии Пермского медицин-
ского института 

Слеза (Сл) жидкость в конъюнктивальном 
мешке и на поверхности роговицы (прекорнеаль-
ная пленка толщиной 5 - 10 мкм). Слезная плен-
ка обеспечивает гладкость, прозрачность и свето-
преломление роговицы. Сл очищает поверхность 
глаза от микробов и инородных тел. За сутки у здо-
рового взрослого человека выделяется до 2 мл Сл. 
Без дополнительного раздражения скорость ее сек-
реции 1—2 мкл/мин. Секреция снижена при гипо-
витаминозе А, параличе лицевого нерва, перерезке 
1-й ветви тройничного нерва, синдроме Шегрена 
и при ряде глазных болезней. 

В последние годы, резко возросло число публи-
каций по биохимии Сл. Это связано, во-первых, 
с обнаружением влияния Сл на метаболизм ро-
говицы, во-вторых, с выявлением диагностиче-
ской ценности анализа Сл при многих общих 

и глазных болезнях, в-третьих, с разработкой мик-
рометодов анализа и адекватных способов сбо-
ра Сл и, в-четвертых, с применением лакримато-
ров — активаторов слезотечения в лечебных и дру-
гих целях. 
. С учетом сказанного в обзоре приведены ра-

боты по биохимии Сл, опубликованные преиму-
щественно в последние 5- 10 лет. Мы стремились 
максимально охватить сведения об изменениях 
Сл при общих неофтальмологических болезнях 
и не повторять ссылки на изменения иммуногло-
булинов и антипротеииаз в Сл при воспалении 
в глазу в обзорах для офтальмологов, в кото-
рых цитирование оканчивается 1976 г. [3] и 
1984 г. [9]. 

Методы получения С л влияют на ее состав. 
При использовании разных методов ее сбора мо-
гут быть получены противоречивые результаты. 

Механическую стимуляцию секреции Сл можно, 
вызвать, вводя тонкую полоску фильтровальной 
бумаги в коныонктивальный мешок. Однако эта 
бумага адсорбирует не только Сл, но и содержи-
мое эпителиальных клеток роговицы и конъюнкти-
вы после микротравматизации их адсорбентом 
[67]. В зависимости от свойств бумаги, бинта 
или ваты и элюирующей среды результаты био-
химического анализа могут значительно разли-
чаться. Во избежание микротравм глаза можно 
собирать Сл микрокапилляром без стимуляции 
либо со стимуляцией слезоотделения (химиче-
ской, механической, эмоциональной) из конъюнк-
тивального мешка либо с поверхности нижнего 
века. Собранная микрокапилляром, без прикосно-
вения к глазу, стимулированная Сл содержит 
секрет слезных желез с минимумом других ком-
понентов. 

Повышают секрецию Сл аммиак, лук, бромгек-
син, хлорацетофенон и др., уменьшают ее ган-
глиоблокаторы, психотропные и снотворные сред-
ства, (3-блокаторы. В зависимости от вида стиму-
ляции или ингибирования состав Сл также изме-
няется. 

Физико-химические свойства. Плотность Сл ко-
леблется от 1,001 до 1,009, рН от 6,5 до 7,8. При 
длительно закрытых веках рН Сл снижается, так 
как эпителий роговицы продуцирует в Сл С0 2 . 
У новорожденных детей рН Сл выше, чем у взрос-
лых лиц [23]. 

Белки и другие азотсодержащие соединения. 
Белки в Сл в основном секретируют слезные 
железы. Количество белка в СЛ зависит от ско-
рости слезотечения и способа получения Сл. Так, 
при осторожном сборе микрокапилляром без при-
косновения к глазу в нестимулированной Сл уро-
вень белка составляет 20 г/л, а в стимулирован-
ной Сл — лишь 3- 7 г/л [67]. Микротравма тка-
ней глаза при получении Сл повышает концент-
рацию белка. В зависимости от метода анализа 
и способа сбора в Сл выделено до 60 фракций 
белков [18, 44]. 

Отмечены возрастные различия белкового со-
става Сл человека. В первую неделю у новорож-
денных уровень общего белка в Сл повышается 
[12]. К 50 годам секреция IgA снижается, а церу-

лоплазмина и IgG повышается [48J. 
В Сл здоровых взрослых женщин содержа-

ние общего белка несколько выше, чем у муж-
чин [67]. После ожога роговицы щелочью или 
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после ультрафиолетового (УФ) облучения глаза 
уровень его повышается в Сл в 1,5 2 раза из-за 
нарушения барьерной функции эпителия роговицы 
и гематоофтальмического барьера. При бактери-
альном конъюнктиве и после экстракции ката-
ракты, при ношении контактной линзы содержа-
ние общего белка умеренно повышается. 

Часть альбуминов Сл при электрофорезе дви-
жется как сывороточный преальбумин, но антисы-
воротка к последнему не реагирует с альбуми-
ном Сл, так как синтезирующийся в слезной желе-
зе преальбумин с мол. м. 150 кД специфичен для 
Сл [44]. Часть альбумина Сл сывороточного про-
исхождения. При электрофорезе на агарозе у жен-
щин в Сл выше, чем у мужчин, уровень обеих 
фракций альбуминов, с^ -глобулинов и у-глобули-
нов, а уровень лизоцима ниже. При вирусном кера-
тите и конъюнктивите, при ирите и иридоциклите 
резко уменьшается содержание альбуминов слез-
ного происхождения. Содержание сывороточного 
альбумина и лизоцима существенно увеличивается 
при бактериальном конъюнктивите, УФ-облучении 
и ожоге щелочью. 

У здоровых людей ои-глобулины в Сл отсутству-
ют. Ценным для диагностики оказался иммуно-
электрофорез Сл, так как при синдроме Дауна 
у детей, начиная с двухнедельного возраста, и у 
взрослых лиц в Сл появляется фракция сп-глобу-
линов, всегда отсутствующая при сердечно-
сосудистой патологии, адреногенитальном синдро-
ме, инфекции мочеполовых путей, гипоглобули-
немии, гипопластической анемии, диарее, лихо-
радке и ряде других заболеваний [12]. 

При вирусном кератите и конъюнктивите уро-
вень (х2/| и «2/2-глобул и нов снижается, а <х2/3-гло-
булины вообще не обнаруживаются. Послед-
няя фракция не выявляется также при 
бактериальном конъюнктивите и после УФ-облу-
чения. Что касается р г , ($3- и у-глобулинов, то их 
содержание в Сл повышается при бактериальном 
конъюнктивите, вирусном кератите и конъюнкти-
вите, ирите и иридоциклите, ожоге роговицы ще-
лочью и после УФ-облучеиия. Фракция (^-глобули-
нов повышается только при двух последних видах 
патологии. 

Белки Сл здорового человека при нетравмирую-
щем сборе Сл иммунологически отличаются от 
белков его же крови и тканей, а также от белков 
Сл животных. На содержание иммуноглобулинов 
в Сл влияет метод ее сбора. Так, при нетравмирую-
щем сборе уровень IgA и IgG в Сл составляет 
100 150 мг/л, IgM менее 50 мг/л и IgE 
3 14 мг/л, а при получении Сл даже с небольшой 
микротравмой роговицы уровень иммуглобулинов 
повышается (например, igA до 1000 мг/л) [43, 
71]. 

При благоприятном течении инфекции глаза, 
вызванной вирусом простого герпеса (ВПГ) , зна-
чительно повышается количество IgA в Сл. Ост-
рая фаза герпетического кератита, частые рециди-
вы его сопровождаются понижением уровня IgA, 
что способствует осложненному течению герпеса 
и важно для прогноза [9]. При наиболее тяже-
лом дисковидном герпетическом кератите находят 
в Сл дефицит противоге4петических антител, 
а при их высоком титре болезнь протекает добро-
качественнее 1111. 

Наличие в Сл вирусспецифического s lgA важ-

но для диагностики ВПГ-инфекции глаза, в то вре-
мя как присутствие IgA и IgG не имеет диагности-
ческой ценности [30]. Точно так же вирусспецифи-
ческие slgA появляются в Сл после оральной им-
мунизации инактивированной гриппозной вакци-
ной [15] и при инфицировании хламидиями [28]. 
Однако при лепре и в послеоперационный период, 
при воспалении глаза количество s lgA в Сл снижа-
ется [54]. 

Изоэлектрофокусирование Сл больных множе-
ственным склерозом выявило олигоклопальный 
IgG [22]. Аналогичный IgG найден в их ликворе, 
а у здоровых людей в Сл и ликворе он отсутство-
вал. При гииертиреозе в Сл повышается уровень 
IgG [17]> ПРИ аллергии уровень IgE [45]. В Сл 
могут поступать ВПГ при офтальмогерпесе и ви-
рус иммунодефицита человека при С П И Д е [32]. 

В Сл находятся лактоферрин, трансферрин, це-
рулоплазмин, комплемент. Лактоферрин Сл ин-
гибитор гемолитического комплемента. Кон-
центрация лактоферрина снижается после экст-
ракции катаракты [40]. 

Гликопротеиды прекорнеальной пленки способ-
ствуют ее стабилизации [67] и адгезии к поверх-
ности роговицы. Слизь с гликопротеидами сек-
ретируется бокаловидными клетками конъюнкти-
вы и клетками ацинусов слезных желез. Гексо-
замин — маркер дефицита слизи при синдроме 
Шегрена. N-ацетил нейра ми новая кислота глико-
протеидов Сл при электрофорезе движется с 
а-глобулинами [21]. Уровень сиаловых кислот 
в Сл у здоровых людей 1,1 мМ, при офталь-
могерпесе он снижается в 1,5 2,5 раза, при выз-
доровлении нормализуется. 

При двухмерной восходящей хроматографии на 
бумаге свободных аминокислот в Сл после стиму-
ляции слезоотделения парами брамацетона более 
всего выявили глицина 13,4 26,2 мг/л и лишь 
следы (х-аминомасляной кислоты, гистидина, 
фенилалаиина, пролина, тирозина, таурина [26, 
29]. Содержание аланина, аргинина, аспарагино-
вой, глутаминовой кислот, лейцина и изолейци-
на, лизина, серина, треонина, валина, глутамина 
колебалось от 1,7 до 12,7 мл/гл. Непостоянно 
находили цистеин, цистин, метионин. При герпесе 
роговицы в Сл накапливался аргинин, необходи-
мый для воспроизводства ВПГ, поэтому при ле-
чении офтальмогерпеса применяли аргиназу [44| . 

Уровни мочевины в СЛ и плазме крови близки. 
У здоровых людей в среднем около 300 мг/л. 
Уровень мочевины в Сл можно использовать для 
диагностики уремии, так как его повышение в 
плазме и Сл коррелирует. Безболезненность сбо-
ра Сл — преимущество сравнительно с получени-
ем крови. Корреляция указывает на неограничен-
ный переход мочевины через барьер кровь 
слеза [67| . Содержание небелкового азота в Сл 
составляет около 500 мг/л. 

Ферменты. Активность малатдегидрогеназы 
(МДГ) , глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-
Ф Д Г ) , глутаматдегидрогеназы, сорбитолдегидро-
геназы, изоцитратдегидрогеназы, пируваткиназы, 
альдолазы, аспартатаминотрасферазы в Сл, соб-
ранной фильтровальной бумагой из конъюнкти-
вального мешка, значительно выше, чем в стиму-
лированной Сл, осторожно собранной микрокапил-
ляром [33, 44, 67]. Это подтверждает, что источ-
ники указанных ферментов глазные ткани, а не 
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слезная железа, и для них формируется барьер 
кровь — слеза, препятствующий их проникнове-
нию из крови в Сл. Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) 
при осторожном сборе Сл микрокапилляром у 
здорового человека не обнаруживается [7]. 

Активность Л Д Г в эпителии роговицы в 70 раз 
выше, чем в слезной железе, что свидетельствует 
в пользу корнеального происхождения Л Д Г Сл 
при получении ее с микротравмой эпителия [44]. 
Доказательством выхода Л Д Г из эпителия явля-
ется то, что активность Л Д Г в эпителии рогови-
цы в 50 раз выше, чем в конъюнктиве. В эпителии 
роговицы активность Л Д Г в сотни раз выше, чем 
в ее строме |5] . Определение Л Д Г в Сл — чув-
ствительный метод установления малых поврежде-
ний роговицы [44]. Появление в Сл человека Л Д Г 
с одновременным повышением активности МДГ 
и Г-6-ФДГ используют для прогноза рецидива 
герпеса роговицы при клинически нормальном 
состоянии роговицы, когда другими методами ре-
цидив еще не прогнозируется [7]. 

Характерны видовые отличия изоферментов 
Л Д Г : в С л и эпителии роговицы человека преоб-
ладают ЛДГ 5 , ЛДГ 4 , а у кролика — Л Д П , 
Л Д Г 2 [2, 3, 5, 44]. 

Для состава Сл имеют значение особенности 
метаболизма эпителия. Часть необходимого кисло-
рода в строму и эндотелий роговицы поступает 
из кровеносных сосудов лимба и водянистой 
влаги. В значительной степени эпителий получает 
кислород из воздуха со Сл и частично из сосу-
дов лимба и жидкости передней камеры глаза че-
рез строму. Это нарушает обмен эпителия при но-
шении контактных линз. При открытых веках за-
пас кислорода в роговице достаточен, а при закры-
тых веках напряжение кислорода в эпителии рого-
вицы уменьшается в 3 раза, замедляя аэробный 
метаболизм |33]. Гипоксия роговицы повышает 
проницаемость ее мембран и активность Л Д Г 
в анаэробном направлении, снижает содержа-
ние АТФ [73]. 

С помощью ксантин-ксантииоксидазной систе-
мы, генерирующей свободные радикалы, обнару-
жено, что Сл человека ингибирует образование 
гидроксилрадикала [46]. При гель-фильтрации 
Сл на сефадексе G-75 показано, что ингибирую-
щий эффект частично связан с низкомолекуляр-
ной фракцией, содержащей Са, а в меньшей сте-
пени с фракцией, в состав которой входил лак-
тоферри и. 

Ряд ферментов поступает в Сл здорового гла-
за в основном из слезных желез: а-амилаза, 
протеинкиназа, пероксидаза, аргиназа, лизоцим, 
гексокиназа, а-глюкозидаза, а-галактозидаза, 
Р-галактозидаза, p-глюкуронидаза, а-фукозидаза, 
а-маинозидаза, арилсульфатаза, кислая фосфата-
за (КФ), щелочная фосфатаза (ЩФ), аланин-
аминотрансфераза. 

Так как в Сл из конъюнктивального мешка 
человека активность p-N-ацетилгексозаминидазы 
в 3 раза выше, а активатора плазминогена 
в 10 раз выше, чем в Сл, полученной через канюлю 
непосредственно из протока слезной железы [64], 
основным их источником в Сл следует считать 
не слезную железу, а другие ткани глаза. 

Концентрация лизоцима с Сл здоровых людей 
составляет около 2 г/л — выше, чем в других жид-
костях организма [67]. Она повышается в юно-

шеском возрасте, а также при ревматоидном 
артрите [45] и снижается к старости [60]. Уро-
вень лизоцима в Сл уменьшается при болезни 
Шегрена [27], офтальмогерпесе, трахоме [60], 
белковом голодании [71], лепре [59], сухом [75] 
и аденовирусном кератоконъюнктивитах [39], 
после удаления катарактного хрусталика [56]. 

Активность пероксидазы в Сл варьирует: 
у крысы 3,7-105 ед/л , у человека 103 ед/л , а у кро-
лика она вообще не обнаруживается [67]. 

После химического ожога, травмы, инфекции, 
при изъязвлении роговицы в Сл появляется 
коллагеназа [76] в результате активации прокол-
лагеназы роговицы трипсином либо плазмином, 
образовавшимся из плазминогена под действием 
плазминоген активатора Сл [16]. Язва роговицы 
с высоким уровнем плазмина в Сл хорошо под-
дается лечению апопротинином ингибитором 
сериновых протеиназ [55]. Эластаза Сл — показа-
тель воспалительного процесса в глазу. Повыше-
ние ее активности можно объяснить резким уве-
личением числа эмигрировавших в Сл полиморф-
ноядерных лейкоцитов [51]. При язве роговицы 
активность эластазы Сл увеличивается в 15 раз по 
сравнению с контролем [57]. В Сл больных с сар-
коидозом повышена активность ангиотензинпрев-
ращающего энзима [41]. 

Активность лизосомных гидролаз в Сл в 2 
10 раз выше, чем в сыворотке крови [67]. Рого-
вица и конъюнктива могут быть дополнительны-
ми источниками лизосомных ферментов Сл после 
травмы этих тканей. 

А цет и л с а л и ц и л о в а я кислота снижает актив-
ность p-N-ацетилгексозаминидазы в Сл, стабили-
зируя мембраны лизосом и снижая секрецию 
лизосомных ферментов слезными железами. 

При отслойке сетчатки в Сл активность щелоч-
ной фосфатазы (ЩФ) повышается, а кислой 
фосфатазы (КФ) не изменяется. Активность 
ЩФ и КФ увеличивается с возрастом, но не за-
висит от пола. При герпетическом кератите 
в Сл изменяется активность КФ [10], что, по-ви-
димому, можно связать с уменьшением актив-
ности КФ в роговице. Наиболее резко изменяет-
ся КФ Сл при увеигах. 

Активность лизосомных гликозидаз можно оп-
ределять с целью дифференциальной диагности-
ки лизосомных болезней. В роговице найдена 
большая группа лизосомных гликозидаз [3, 4]. 
При болезни Фабри в Сл в 3 раза снижена актив-
ность а-галактозидазы [42, 49], у гомозигот ее 
активность стабильна при 50 °С, а у гетерозигот 
и у здоровых людей уменьшена в 4 —5 раз. При 
болезни Тея Сакса в Сл дефицит p-N-ацетил-
гексозаминидазы |61], при фукозидозе дефицит 
(х-фукозидазы, при маннозидозе дефицит а-ман-
нозидазы [47], при GMi-ганглиозидозе дефицит 
р-галактозидазы [65], при гликогенозе II типа де-
фицит а-глюкозидазы, при метах ром ати ческой 
лейкодистрофии и мукосульфатидозе дефицит 
сульфатазы А, при последнем отмечен также де-
фицит сульфатазы В [70]. 

Противоречивы сведения об активности p-N-
ацетилгексозаминидазы в Сл при диабетической 
ретинопатии: повышена [72], не изменена [67| , 
снижена [34]. Однако у мышей при генетиче-
ски обусловленном диабете ее активность в Сл 
также уменьшается [52]. 
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Ингибиторы протеиназ присутствуют в Сл в 
меньшем количестве, чем в плазме крови [77| . 
Антипротеиназы Сл человека иммунологически 
не идентичны сывороточным [53]. Содержание 
си-антитрипсина равно 1 4 мг/л, аг-макроглобу-
лина 30 мг/л, (Х|-антитриисиногена 10 мг/л, 
интер-а-трипсинингибитора 5 мг/л [45]. Инги-
биторы протеиназ секретируются слезной желе-
зой [67]. 

При бактериальных инфекциях, язве роговицы 
уровень ингибиторов в Сл повышен, а при оф-
тальмогерпесе содержание си-антитрипсина и 
аг-макроглобулина снижено [9, 77]. При этом 
(Х|-антитрипсин расходуется на связывание акти-
вированных протеиназ [9]. 

В Сл обнаружена Д Н К а з а , направленная про-
тив вирусов и бактерий, т. е. обладающая за-
щитной функцией [8]. Кроме того, Сл содержит 
защитную пероксидазно-тиоцианатную противо-
бактериальную систему. 

Углеводы. Противоречивые данные получены о 
наличии в Сл глюкозы. Это противоречие обус-
ловлено, во-первых, тем, что неповрежденный 
эпителий роговицы и конъюнктивы обладает 
барьерной функцией для глюкозы и повышенный 
уровень ее выявляется при сборе Сл методом, 
повреждающим эпителиальный барьер, в частно-
сти фильтровальной бумагой или при небреж-
ной манипуляции стеклянным капилляром [67]. 
Во-вторых, повышенный уровень глюкозы в Сл 
может объясняться применением неспецифических 
методов, например Хагедорна — Йенсена, с по-
мощью которых, кроме глюкозы, определяются 
многие редуцирующие вещества, в том числе 
даже не углеводы. Так, по редуцирующим ве-
ществам в Сл некорректно установили 1,1 мМ 
глюкозы, к тому же после сбора Сл с микроиовреж-
дением эпителия роговицы [35]. Если же Сл полу-
чали без повреждения тканей и определяли 
глюкозу специфическим энзимным методом, то 
концентрация ее у здоровых лиц была на поря-
док ниже, а у больных сахарным диабетом, даже 
при уровне глюкозы в крови выше 20 мМ, содер-
жание ее в Сл почти не изменялось [69]. Тот же 
специфический энзимный анализ провели в Сл, 
полученной фильтровальной бумагой из конъюнк-
тивального мешка, и во всех случаях количе-
ство глюкозы было выше, чем при нетравмати-
ческом методе сбора Сл. Особенно резко увели-
чился уровень глюкозы в Сл, начиная с гипер-
гликемии 10 мМ, а при гипергликемии около 20 мМ 
концентрация глюкозы в Сл приближалась 
к 10 мМ. 

Поэтому можно согласиться с тем, что опреде-
ление глюкозы в Сл более надежный критерий 
компенсации сахарного диабета, чем содержание 
глюкозы в крови [6], если получать Сл методом, 
сопряженным с микротравмой тканей переднего 
отдела глаза. В связи с этим отметим, что при 
диспансеризации больных сахарным диабетом 
предложен простой экспресс-метод исследования 
сахара Сл с помощью глюкотеста, при котором 
окраска появляется при концентрации глюкозы 
в Сл выше 0,5 мМ [1]. Одновременно с повыше-
нием концентрации глюкозы увеличивается содер-
жание лактата. Уровень лактата (1 5 мМ) и пи-
рувата (0,05—0,35 мМ) в Сл здоровых лиц не-
сколько выше, чем в крови [69]. Эти величины 

существенно не изменяются при механическом 
раздражении полоской фильтровальной бума-
ги | 67 | , так как эпителий роговицы и конъюнкти-
вы не препятствует выходу лактата и иирува-
та в Сл. 

Внутривенно введенный этанол легко перехо-
дит из плазмы крови в С л , и в этих жидкостях 
его концентрации близки [36]. 

Липиды содержатся в слезной пленке [67]. 
В Сл женщин количество общих липидов со-
ставляет 2,4 г/л, у мужчин 1,96 г /л [63]. 
В Сл здоровых людей уровень холестерина ра-
вен 0,2 г /л | 68 | . При катаракте хрусталика 
содержание общих липидов в Сл повышается, 
а при вирусном кератите и после ожога глаза 
щелочью снижается [63]. Помимо свободного 
холестерина и холестероидов, в Сл присутству-
ют фосфолипиды, триацил-, диацил- и моноацил-
глицериды, свободные жирные кислоты, воска. 

Сл влияет на стабильность липосом, введен-
ных в слезный мешок. Адреналин быстрее выхо-
дил из липосомного носителя при контакте 
со Сл [62]. Влияние Сл на высвобождение 
5-карбоксифлюоресцеина из липосомных везикул, 
состоящих из фосфатидилхолина, стеариламина 
и холестерина, снижалось при повышении коли-
чества холестерина [14]. Это следует учесть при 
разработке методов введения лекарств через слез-
ный мешок. 

Гормоны, медиаторы, витамины. В стимулиро-
ванной Сл, собранной микрокапилляром, обна-
ружены адреналин, норадреналии, дофамин. При 
глаукоме их содержание уменьшается [77]. 
Трийодтиронии переходит в Сл из плазмы кро-
в в 20 раз быстрее, чем тироксин. При гипер-
тиреозе это соотношение не изменяется [37]. 

Уровень гистамина в Сл повышен при конъюнк-
тивите. 

В Сл, собранной фильтровальной бумагой, 
найдено 75 пг/мл проста гл а иди на F ниже, чем 
в сыворотке крови [25]. При конъюнктивите 
и трахоме его количество в Сл увеличивается. 
При остром увейте концентрация простагланди-
на Е2 В СЛ уменьшается, после экстракции ката-
ракты повышается, но через 2 нед нормализу-
ется [38]. 

В секреторной функции слезных желез прини-
мает участие циклазная система. Так, c3' t 5 ' -АМР 
[24| , форсколии как активатор аденилатциклаз-
ной системы, а метилксантип и метилизобути-
рилксантин как ингибиторы фосфодиэстеразы, 
повышают секрецию пероксидазы в Сл [31]. По-
казано участие системы инозитолтрифосфага в 
секреции слезной железы [58]. Вместе с тем 
c3 ' ,5 'GMP не влияет на секрецию пероксида-
зы в Сл. 

Слезные железы секретируют ретинол, причем 
введение пилокарпина и ацетилхолина увеличива-
ет его поступление в Сл [66]. О витамине С в Сл 
мнения противоречивы. Так, в Сл, стимулирован-
ной парами аммиака, уровень аскорбиновой кис-
лоты 1 10 мкМ был близок к его уровню в плазме 
крови [50]. Однако в нестимулированной Сл 
витамин С не удалось определить [46]. 

Вода и неорганические вещества. Сл содер-
жит 98 % воды [46]. Из Сл в эпителий роговицы 
поступают неорганические катионы и анионы. 
В частности, Са и Mg стабилизируют адгезию 



клеток эпителия. Роговица лучше сохраняется 
и уменьшается десквамация ее эпителия в раство-
ре, близком ио концентрации минеральных эле-
ментов к Сл [13]. 

В Сл человека содержание Na (130—170 мМ) 
близко к сывороточному |67 | , уровень К (26 
42 мМ), С1 (26 42 мМ), Zn выше, чем в сыворот-
ке [63]. Ион К активно транспортируется в Сл 
из эпителия роговицы и миоэиителиальных кле-
ток слезных желез при их сокращении [44]. 
Важную роль в секреции Na и К в Сл играет 
апикальная и базально-латеральная локализа-
ция Na, К-АТФазы в ацинарных клетках слезных 
желез [74]. Содержание Са, (0,4—1 мМ) и Mg 
(0,3—0,6 мМ) в Сл ниже, чем в сыворотке крови 
[63]. При стимуляции секреции в Сл снижается 
концентрация Са, неорганического фосфата, 
но увеличивается содержание К [ 19]. В Сл у муж-
чин выше, чем у женщин, концентрация Са, 
Mg, но ниже уровень Мм. При бактериальном 
конъюнктивите повышается содержание этих 
катионов, при вирусном кератите увеличивается 
количество Na, а при иридоциклите снижается 
уровень 5 перечисленных элементов. У детей с 
фиброзным циститом повышено содержание Са 
в Сл [19]. Уровень Мп в Сл при эмоциональной 
секреции повышен [45]. 

Лекарственные препараты. Обнаружение Li 
в Сл [20] представляет интерес, так как препара-
ты Li купируют острое маниакальное возбужде-
ние у психических больных и предупреждают 
аффективные приступы. Пенициллин, эритромицин 
и большое число других антибиотиков легко 
выявляются в Сл [45], что позволяет избежать 
лишнего взятия крови, которое не всеми больны-
ми, особенно детьми, спокойно переносится. Та-
ким образом с помощью анализа Сл судят о фар-
макодинамике препаратов у людей. 

З а к л ю ч е н и е . Приведенные в обзоре рабо-
ты преимущественно последних лет свидетель-
ствуют о том, что исследование Сл важно не 
только в теоретическом плане. Оно имеет диагно-
стическое и прогностическое значение не только 
в офтальмологии, но и при наследственных бо-
лезнях, в том числе при многих гликозидозах, 
при системной патологии, например при болезни 
Шегрена, саркоидозе, множественном склерозе, 
лепре, уремии. Имеет оно значение и при таких 
распространенных заболеваниях, как сахарный 
диабет, ревматоидный артрит и при ряде других 
патологических процессов. Обнаружение в Сл ле-
карственных препаратов позволяет применить ее 
анализы в качестве скрининг-тестов. 

Вне всякого сомнения, в ближайшие годы СЛ, 
отражающая состояние не только глаза, но и все-
го организма, даст много новой информации 
для теоретической и клинической биохимии. Био-
химикам, работающим в различных областях 

.медицины, следует уделять больше внимания 
исследованию Сл, методике получения ее, что мо-
жет иметь решающее значение для правильной 
интерпретации р ез ул ьта то в. 
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О Ц Е Н К А С К Л О Н Н О С Т И Л И П И Д О В К ПЕРЕ-
К И С Н О М У О К И С Л Е Н И Ю П Р И Н Е Б Л А Г О -
П Р И Я Т Н Ы Х В О З Д Е Й С Т В И Я Х НА О Р Г А Н И З М 

ВНИИ молекулярной биологии НПО «Вектор», мое. Кольцове), 
Новосибирская обл. 

Содержание продуктов перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) в тканях при многих хрониче-
ских заболеваниях и ряде неблагоприятных воз-

действий на организм возрастает (1 -3, 6, 8, 9] 
В большинстве случаев при этом в жирно-кис 
лотном составе липидов наблюдаются изменения, 
характеризующиеся снижением содержания поли-
н е н а с ы ще н и ы х ж и р н ы х кислот (П Н Ж К) [ 5 ]. Е ст ь 
основания полагать, что именно ПОЛ является 
процессом, определяющим направление и глубину 
наблюдаемых изменений в жирно-кислотном 
составе липидов тканей организма при неблаго-
приятных воздействиях. Поэтому при оценке сте-
пени ненасыщенности липидов или при выявле-
нии их склонности к перекисному окислению 
(в качестве реакции на неблагоприятные воздей-
ствия) целесообразно пользоваться обобщенным 
индексом, учитывающим суммарную ненасыщен-
ность липидов и (или) их реакционную способ-
ность в процессах ПОЛ. 

Обычно для выявления суммарной ненасыщен-
ности или для оценки склонности липидов к окис-
лению используются индексы ненасыщен чости, 
определяемые отношением суммарных количеств 
П Н Ж К к насыщенным [4], суммой произведений 
процентного содержания кислот на число двойных 
связей в каждой из них [5] и т. д. Однако ис-
пользование этих индексов в редких случаях яв-
ляется достаточно обоснованным и предполагает 
возможность ошибочных выводов и заключений, 
связанных с тем, что они не учитывают истин-
ную р е а к ц и о н н у ю способ н о с т ь жир и о - к и с л о т н ы х 
фрагментов липидов в процессах ПОЛ. 

М е т о д и к а . При сопоставлении различных индексов 
коэффициенты линейной регрессии и их доверительные ин-
тервалы рассчитывали с использованием пакета программ 
«Статистика», реализованного на языке ФОРТРАН IV в си-
стеме ЕС ЭВМ. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е. В табл. 1 
представлены относительные скорости окисления 
индивидуальных жирных кислот в зависимости 
от количества двойных связей по данным [7). 

При расчете коэффициентов реакционной спо-
собности использовали величины относительной 
скорости окисления жирных кислот при 87 °С. Од-
нако из-за отсутствия сопоставимых данных для 
жирных кислот, не имеющих связей С = С , пере-
ход к насыщенным системам осуществляли с уче-
том относительных скоростей окисления стеарино-
вой и олеиновой кислот при 1 10 °С. Из данных, 
представленных в табл. 1, видно, что повышение 
температуры процесса окисления приводит к сгла-
живанию различий в относительной реакционной 
способности исходных соединений. Поэтому мож-
но ожидать, что соотношение склонностей к окис-
лению стеариновой и олеиновой кислот при 37 °С 
будет более высоким, чем 1:11. Однако, учитывая 
их весьма низкие абсолютные скорости окисле-

Т а б л и ц а I 

Относительная реакционная способность (ОРС) жирных кис-
лот в процессах перекисного окисления и коэффициенты реак-
ционной способности (КРС) 

Показатель 
Количество двойных связей 1 и жирной кислоте 

Показатель 
0 1 2 3 4 5 г> 

ОРС: 
при 37 °С 0,025 1 2 4 6 8 
при 110°С 1 1 1 1 14 179 

КРС 1 11 435 870 1739 2609 3478 
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Т а б л и ц а 2 

Сопоставление ИН и И PC липидов цитоплазматических мем-
бран клеток (по данным | II | ) 

Полноценная Делипидизированная 
сыворотка сыворотка 

Показатель Показатель 

без 
добавок + С18:1 + С18:2 

И Р С п о л - а д , (1) 

где Ct — относительное содержание индивиду-
альных (насыщенных и ненасыщенных) жирных 
кислот, a Ki коэффициент реакционной способ-
ности (см. табл. 1). 

Для проверки наличия связи между ИРС П 0 Л 
и традиционно используемым индексом ненасы-
щенности (ИН) был проведен расчет их значе-
ний для 52 наборов жирно-кислотных составов 
липидов, приведенных в работах [10 16], а так-
же изучено наличие зависимостей между получен-
ными величинами. Оказалось, что для большин-
ства вариантов расчетов ИМ корреляция с ИРС П 0 Л 
является достоверной, хотя и не очень высокой 
(коэффициент корреляции ниже 0,77). Для ИН, 
определяемого по формуле: 

И Н (2 ) 

коэффициент линейной корреляции оказался не-
сколько более высоким (0,83). Здесь ni — число 
двойных связей в индивидуальной жирной кисло-
те, а С, ее относительная концентрация. Одна-
ко и в этом случае расхождения между величи-
нами ИН, рассчитанными по формуле (2) и регрес-
сионному уравнению: 

И Н = 5 2 , 6 + 0 , 0 0 1 6 5 И Р С ПОЛ' (3) 

могут оказаться достаточно высокими и достигать 
в отдельных случаях 40—50 % (см. рисунок). 

В качестве примера, свидетельствующего о 
практической важности адекватного выбора кри-
терия оценки, можно сослаться на результаты ра-
боты [11], авторы которой изучали действие ра-
диации на культуру клеток LDV, меняя жирно-кис-
лотный состав клеточных липидов посредством до-
бавления в питательную среду олеиновой (С 18:1) 
и линолевой (С 18:2) кислот. Зафиксированное 
при этом увеличение содержания в клеточной 
мембране соответствующих кислот (табл. 2) рас-
сматривалось как повышение степени ненасыщен-

Корреляционная за-
висимость между ве-
личинами ИН и 
И PC ПОЛ' 

ординат 
) ' V 

И П 

абсцисс 

Содержание С18:1, % 20,9 29,6 12,3 
Содержание С18:2, % 1,7 1,2 11,7 
ИН 143,2 110,6 139,3 
И PC П 0 ( Л 54 241 35 643 43 828 

П р и м е ч а н и е. ИН и И Р С п о л рассчитывали по фор му-
лам (1) и (2) для всего набора жирных кислот, приведенных 
в 1 1 1 1 . 

ния, которые при наличии П Н Ж К вносят незначи-
тельный вклад в общую реакционную способ-
ность липидов, ожидаемыми различиями можно 
пренебречь. 

В соответствии с вышеизложенным индекс 
реакционной способности (ИРС) к ПОЛ (ИРСГ Ю Л) 
предлагается рассчитывать по следующей 
формуле: 

/60 

/40 

120 

100 

80 

60 

40 

_1_ _1_ I 
О 10 20 30 40 50 60 

ности. Обнаружив отсутствие заметных различий 
в склонности клеток с разным содержанием 
жирных кислот С 18:1 и С 18:2 к радиационному 
воздействию, авторы [11] сделали вывод о том, что 
вызываемое радиацией ГЮЛ цитоплазматических 
мембран не является определяющим в процессе 
клеточного радиационного повреждения. Прове-
денный нами расчет ИРС П 0 Л по данным этой ра-
боты показал, что, несмотря на увеличенное со-
держание некоторых жирных кислот при введении 
в питательную среду их эндогенных аналогов, 
существенного изменения значений индексов не 
происходит в связи со снижением общего коли-
чества других, более реакционноспособных, 
П Н Ж К . Следует подчеркнуть, что использова-
ние ИН, рассчитываемых по формуле (2), наи-
более близких к И Р С и о л , также приводит к ана-
логичным результатам. Таким образом, вывод ав-
торов работы |11] мог претерпеть существен-
ные изменения, если бы они воспользовались 
индексами, в большей степени отражающими 
реакционную способность липидов в процес-
сах ГЮЛ. 

Другие примеры свидетельствуют о наличии 
различий между ИРС П 0 Л и разнообразными ва-
риантами ИН. Так, в работе [5] приводятся ИН 
липидов печени при ее хронических поражениях, 
определяемые по формуле [2]. На основании вели-
чин этих индексов авторы делают вывод о том, 
что наиболее значительные изменения ненасы-
щенности наблюдаются при портальном и били-
арном циррозах печени (табл. 3). Однако вели-
чины ИРС П 0 Л , которые также могут характеризо-
вать глубину изменений ненасыщенности и на-
правление этих изменений, свидетельствуют о том, 
что, если для портального цирроза и наблюда-
ется некоторое снижение ИРС П 0 Л , сопоставимое 
с ошибкой определения ( ~ 2 0 % ) , то для билиар-

Т а б л и ц а 3 

Сопоставление ИН и ИРС липидов печени в норме, а также 
при хронических гепатитах, циррозах и жировом гепатозе 
(по данным | 5 | ) 

Индекс Конт-
роль 

Хрони-
ческий 
гепа-
тит 

Перси-
стирую-

щий 
гепатит 

Пор-
тальный 
цирроз 

Би-
л пар-
ный 

цирроз 

Жиро 
вой 

гепа-
тоз 

ИН 
И P C п о л 

123 
33 565 

105 
23 098 

108 
23 642 

86 
16911 

82 
20 992 

105 
21 683 
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Т а б л и ц а 2 ЛИТЕРАТУРА 

Сопоставление ИН и ИРС липидок плазмы крови, мембран 
эритроцитов и тромбоцитов здоровых людей и больных гипер-
липопротеидемией И типа (по данным | 4 | ) 

Объект 
исследования Пациенты ин ИРСпол 

П л а з м а крови Здоровые: 
Больные: 

1,37 52 644 

тип На 2,03 51 889 
тип Пб 1,90 55 085 

Эритроциты Здоровые 
Бол ьные: 

0,98 62 583 

тип Па U 2 71 767 
тип Пб 1,07 68 382 

Тромбоциты Здоровые 0,99 52 750 
Больные (тип Па) 1,50 55 275 

Примечание. ИН рассчитывали по формуле: 

где Cj соответствует относительной концентрации П Н Ж К , 
a ni число двойных связей в ее молекуле; С у относитель-
ная концентрация насыщенной кислоты. 

ного цирроза эта величина практически не отли-
чается от соответствующих значений для дру-
гих заболеваний печени. Если рассмотреть Дан-
ные, полученные в работе [4], характеризующие 
изменения состава жирных кислот мембран 
эритроцитов, тромбоцитов и липидов плазмы кро-
ви при заболевании гиперлипопротеидемией, то 
вывод, который можно было бы сделать на ос-
новании значений ИН (увеличение степени нена-
сыщенности при заболевании), оказался бы некор-
ректным, так как значения ИРС,,(ХЛ у больных 
и здоровых людей практически не различаются 
(табл. 4). 

Число подобных примеров может быть значи-
тельно увеличено, так как изучение связи меж-
ду неблагоприятными воздействиями на орга-
низм и усилением процессов ПОЛ привлекает 
пристальное внимание исследователей [1 4]. От-
метим также, что использование любых индек-
сов, отражающих относительную ненасыщен-
ность (реакционную способность) липидов без 
учета их общего содержания в клетках, орга-
нах и т. п., не всегда является методически 
оправданным. 

Таким образом, предложены новые индексы 
реакционной способности (ИРСГ Юл), характе-
ризующие склонность липидов к ПОЛ, а также 
глубину и направление изменений ненасыщен-
ности липидов. Использование этих индексов 
может иметь определенные преимущества по 
сравнению с традиционно применяемыми в таких 
случаях индексами не насыщенности. 
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С О С Т О Я Н И Е Э Н Е Р Г Е Т И Ч Е С К О Г О О Ь М Е Н А 
М О З Г А П Р И Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О М ГЕ-
М О Р Р А Г И Ч Е С К О М Ш О К Е 

Н И И скорой помощи им. И. И. Д ж а н е л и д з е , Л е н и н г р а д 

Известно, что головной мозг является органом, 
ответственным за формирование защитно-приспо-
собительных реакций на экстремальные воздейст-
вия и поддержание гомеостаза в организме. 
В предшествующих исследованиях, проведенных 
в нашей лаборатории, была обнаружена большая, 
чем считалось ранее, устойчивость энергетического 
обмена в головном мозге при травматическом 
шоке [8, 16]. Данные литературы о состоянии 
энергообеспечения этого органа при геморраги-
ческом шоке немногочисленны, противоречивы 
и характеризуют его изменения в пределах 
0,5 4 ч от начала процесса [2, 10, 12, 22, 
24, 26]. Вместе с тем, по клиническим данным, 
период нестабильной гемодинамики продолжает-
ся около 17 ч [18]. В связи со сказанным 
целью работы явилось исследование системы аде-
н и новых нуклеотидов, редокс-состояиия клеток 
и показателей углеводного обмена мозга при тяже-
лом геморрагическом шоке с длительной арте-
риальной гипотензией. 

М е т о д и к а . Эксперименты поставлены на 40 беспород-
ных крысах-самцах массой 250 -300 г. Фиксацию живот-
ных и катетеризацию бедренных артерий осуществляли под 
нембуталовым наркозом (40 мг па 100 г массы т е л а ) . 
Геморрагический шок воспроизводили по методу Уиггерса 
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Т а б л и ц а I 
Изменение физиологических показателей в динамике геморра-
гического шока у неустойчивых и устойчивых к кровопотере 
животных ( М ± т ) 

Группа животных 

Показатель 
устой-неустой- устой-

чивые (10) чивые ( I I ) 

Фиксация (контроль) 
АД, мм рт. ст. 108±3,2 108±2,0 
ЧД в минуту 78-1-2,2 69 ± 4 , 0 
Температура тела, °С 35,9 ± 0 , 4 3 4 , 5 ± 0 , 5 
Начало декомпенсации крово-

обращения: 
АД, мм рт. ст. 32 ± 0 , 5 * 34 ± 0 , 3 * 
ЧД в минуту 64 ± 4 , 3 * 5 5 ± 4 , 4 * 
температура тела, °С 28 ,5±0,9* 27 ,0±0,8* 
об'ьем максимальной крово-
потери, % от ОН К 44 ,74±3 ,0 60,9±3,0** 
объем максимальной крово-
потери, % к массе тела 2 ,67±0 ,2 3 ,6±0,2** 

11 родол ж и тел ь 11 ость г и 11 o re 11 -
зии, 4 1,33±0,1 2 ,4±0,14** 

Необратимый шок: 
АД, мм рт. ст. 31 ± 1 , 8 * 354-0,3*-** 
ЧД в минуту 70 4-5,7 6 2 ± 5 , 9 
температура тела, °С 26 ,2±0 ,4* 24 ,4±0,8* 

11родолж и тель н ость г и 11 ore 11 
зии, ч 4,1 ± 0 , 6 14,1 ± 1,4 

А гональное состояи ис: 
температура тела, °С 24 ,6±0,7* 23,9 ± 0 , 6 * 
скорость изменения темпе-
ратуры тела, ° С/ч а с 3 , 9 ± 0 , 3 1,3±0,06** 

Продолжительность жизни, ч 6 , 3 ± 0 , 9 19,0± 1,8** 

П р и м е ч а л и е. Здесь и в табл. 3 одна звездочка 
достоверность различий по сравнению с контролем, две по 
сравнению с неустойчивыми к кровопотере животными. В скоб-
ках количество животных. 

в модификации [20]. Кровопускание выполняли до задан-
ного уровня артериального давления (АД) 30—35 мм рт. ст. 
в течение 30 мин. В процессе шока измеряли АД, частоту 
дыхания (ЧД) , ректальную температуру. Ткань мозга (боль-
шие полушария) замораживали погружением головы живот-
ного в жидкий азот, экстракты ткани готовили по [211. 
Содержание креатинфосфата (КФ) , аденозинтри-, ди- и моно-
фосфатов (соответственно АТФ, АДФ и АМФ), лактата 
и пирувата в безбелковых экстрактах определяли фермент-
ными методами [211, уровень гликогена по |14 | , глюко-
зы глюкозооксидазным методом [24]. Энергетический потен-
циал адеииновых нуклеотидов вычисляли по [19]. Ткань на ана-
лиз для исследования забирали в следующие периоды шока: 
а) в начале декомпенсации кровообращения, когда для под-
держания АД па уровне 30 35 мм рт. ст. требовалось 
поступление в организм крови и начиналась спонтанная ее 
инфузия из резервуара; б) в необратимой фазе шока, 
когда происходила инфузия 70 % максимального объема 
выпущенной крови; в) в атональном состоянии животных 
после падения АД ниже 10 мм рт. ст. Статистическую об-
работку данных проводили с использованием /-критерия 
Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . По про-
должительности течения шокового процесса (от 
2 до 30 ч) подопытные животные были разде-
лены на 2 группы: менее и более устойчивых 
к кровопотере (1-я и 2-я соответственно). Ато-
нальное состояние наступало в среднем соответст-
венно через 6 и 19 ч при большем объеме 
кровопотери у устойчивых особей и одинаковой 
у животных обеих групп ректальной температуре 
(табл. 1). Нужно подчеркнуть, что скорость 
снижения температуры в процессе шока у не-
устойчивых к кровопотере крыс была в 3 раза 
больше, чем у резистентных животных. 

В начале декомпенсации кровообращения в тка-

ни мозга у всех особей содержание КФ, адеии-
новых нуклеотидов, их сумма и энергетический по-
тенциал не отличались от контрольных значений 
(табл. 2). Уровень лактата, пирувата и отноше-
ние лактат/пируват существенно не изменялись. 
Необратимая фаза шока также характеризовалась 
относительной стабильностью уровня макроэрги-
ческих фосфорных соединений и метаболитов 
углеводного обмена. 

В атональном состоянии в 1-й группе отмеча-
лось резкое падение содержания КФ и АТФ 
соответственно до 12 и 19 % от контроля и 6-крат-
ное повышение количества АМФ (табл. 3) . Сумма 
адениновых нуклеотидов снижалась до 60 % от 
контрольных значений, а энергетический потен-
циал уменьшался вдвое. Отношение лактат/пи-
руват возрастало почти в 2 раза за счет неко-
торого повышения уровня лактата и снижения со-
держания пирувата. 

У устойчивых к кровопотере животных в ато-
нальном состоянии была обнаружена большая ва-' 
риабельность величин показателей энергетическо-
го обмена. Аналогичное явление мы отмечали 
ранее в печени устойчивых к кровопотере крыс 
в этот период геморрагического шока [9]. Поэто-
му по степени нарушений энергетического обмена 
в мозге резистентные особи были также разде-
лены на I и II подгруппы. В I подгруппе 
(3 из 11 животных) величины показателей энерге-
тического обмена в мозге свидетельствовал и 
об истощении макроэргических фосфорных соеди-
нений и были близки к соответствующим зна-
чениям у низкоустойчивых крыс в момент их ги-
бели. Однако у этих животных уровень лактата 
и пирувата был соответственно в 1,5 и 2 раза 
ниже, чем у неустойчивых крыс. У большинства 
животных II подгруппы атональное состояние раз-
вивалось при сохранении энергетических ресурсов 
в мозге нормальном уровне КФ, АТФ и АДФ 
с незначительной тенденцией к увеличению АМФ. 
Общий фонд адениновых нуклеотидов и их энерге-
тический потенциал поддерживались в пределах 
контрольных значений. Содержание лактата и пи-
рувата было соответственно на 46 и 26 % ниже 
исходного, отношение лактат/пируват оставалось 
нормальным и было в 2,5 раза ниже, чем у не-
устойчивых крыс. 

Таким образом, несмотря на тяжесть и дли-
тельность гипотензии, содержание адениновых 
нуклеотидов, их сумма и энергетический потен-
циал в головном мозге всех животных сохраня-
лись на нормальном уровне до терминальной фазы 
процесса. У неустойчивых к кровопотере крыс 
в атональном состоянии наблюдались активация 
анаэробного гликолиза и полное истощение макро-
эргических фосфорных соединений в мозге, ха-
рактерное для ишемического повреждения ткани 
[23], что согласуется с результатами исследова-
ний других авторов, полученных на аналогичной 
модели шока [12]. Наибольший интерес, на наш 
взгляд, представляют данные о стабильности пула 
адениновых нуклеотидов и их энергетического 
потенциала при отсутствии активации анаэроб-
ного гликолиза у большинства долгоживущих 
животных вплоть до их гибели, которая насту-
пала через 12 -30 ч гипотензии. Поддержание 
уровня АТФ в мозге или нерезкое его снижение 
при постгеморрагической гипотензии на уровне 
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30 и 40 мм рт. ст., но при значительно меньшей 
ее продолжительности (2,5 и 4 ч) отмечали 
Миллер [26] и В. Л. Кожура [1()|. При этом 
ряд авторов наблюдали усиление гликолитиче-
ских процессов в этой ткани [2, 3, 26]. Пере-
ход на такой же характерный для мозга путь 
утилизации глюкозы, по мнению'М. ILI. Промысло-
ва [15), является прогностически неблагоприят-
ным, о чем также свидетельствуют и результаты 
нашего исследования. 

Уровень метаболитов углеводного обмена в моз-
ге всех животных оставался достаточно высоким 
вплоть до их гибели, чему, несомненно, спо-
собствовало снижение интенсивности окислитель-
ных процессов, характерное для гипоксических 
состояний любой этиологии [13]. Однако падение 
пула адениновых нуклеотидов на фоне нормаль-
ных значений глюкозы и гликогена указывает, 
очевидно, на нарушение утилизации глюкозы 
в клетках мозга низкоустойчивых особей. У боль-
шей части резистентных животных, по-видимому, 
поддерживалось оптимальное соотношение между 
доставкой глюкозы и ее потреблением, доказа-
тельством чего является сохранение способности 
митохондрий мозга к синтезу АТФ после тяжелой 
многочасовой циркуляторной гипоксии. 

Полученные данные о возможности длительного 
сохранения энергетического гомеостаза мозга на-
ходятся в соответствии с современными представ-
лениями о защитных механизмах поддержания 
кровотока и биоэлектрических процессов в мозге 
при снижении системного АД |4, 5, 7]. 

На подобной нашей модели шока [22, 28], а так-
же на модели травматического шока по Кеннону 
[9, I I ] были установлены критические значения 
системного АД (40—25 мм рт. ст.) , при дальней-
шем снижении которых происходит падение энер-
гетического потенциала клеток мозга. Однако на-
ши исследования показали, что у устойчивых 
особей энергетический гомеостаз мозга может под-
держиваться даже при падении АД ниже 10 мм 
рт. ст. Этот неожиданный феномен становится 
понятным, если учесть данные литературы о кри-
тическом Р 0 г ткани, лимитирующем работу дыха-
тельной цепи митохондрий, которое составляет 
всего 1—3 мм рт. ст. [1, 17]. Кроме того, 
при падении АД ниже пороговых значений воз-
можна компенсация ограниченного кровотока за 
счет повышения экстракции кислорода клетками 
мозга [27]. 

По данным А. И. Назаренко [6], у высоко-
устойчивых к гипоксии крыс потребность мозга 
в кислороде в обычных условиях меньше, чем 
у низкоустойчивых животных, в то время как 
способность этой ткани экстрагировать кислород 
в условиях сниженной его доставки у устойчи-
вых особей значительно выше. В свою очередь 
В. Б. Лемус [11] пришел к заключению, что 
наибольшая устойчивость к геморрагическому шо-
ку с поддерживаемой гипотензией характерна 
для животных с более медленным фоновым рит-
мом электрокортикограммы и преобладанием 
возбудительного процесса в ядрах гипоталамиче-
ской области. Под контролем центров гипота-
ламуса находятся не только механизмы регуля-
ции сосудистого тонуса, но и химической термо-
регуляции. Значительное (на 8—9 °С) падение 
температуры тела, наблюдаемое нами у всех 
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животных на ранней стадии шока, можно расце-
нивать как защитную реакцию организма, ко-
торая способствует замедлению скорости мета-
болических процессов, требующих больших энер-
гетических затрат. Для головного мозга эконом-
ное расходование энергии на этой стадии процес-
са достигается отключением его от активной внеш-
ней деятельности, что позволяет сохранить жизне-
способность и, главное, продлевает деятельность 
мозга как регулирующей системы внутренней сре-
ды, которая проходит под доминирующим контро-
лем филогенетической программы, заложенной, 
как предполагают, в генетическом аппарате нерв-
ных клеток подкорковых структур и спинного моз-
га [7]. Меньшая скорость снижения темпера-
туры тела в последующих фазах шока и способ-
ность резистентных особей длительно поддержи-
вать системное АД на заданном уровне свиде-
тельствуют, по-видимому, о наличии у них (в срав-
нении с низкоустойчивыми) более совершенных 
механизмов регуляции гемодинамики и темпера-
турного гомеостаза, что, несомненно, имеет зна-
чение для оптимальной перестройки метаболиче-
ских процессов, в том числе и энергетического 
обмена. 
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ENERGY METABOLISM IN BRAIN UNDER EXPERIMENTAL 
CONDITIONS OF HEMORRHAGIC SHOCK 

M. P. Loginova, M. V. Assur, /. G. Boldina 

Insti tute of Urgent Medical Service, Leningrad 

State of energy metabolism was studied in brain of ra t s 
at agonal steps caused by bleeding dur ing severe and 
long-term hypotension (30 mmHg, up to 30 hrs ) . Fast loss 
of high energy-containing phosphates, cell energy potential of 
adenine nucleotides and an increase in the l ac ta te /pyruva te 
ratio were found in non-resis tant rats. At the same time, in the 
most resis tant ra t s normal content of creatine prosphate, ATP 
was maintained; energy potential was unaltered and anaerobic 
glycolysis was not activated. Content of glucose and glycogen 
did not alter considerably in all the animals studied. 
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3. А. Тупикова, В. К. Осипович 

В Л И Я Н И Е С Р Е Д Н И Х М О Л Е К У Л , В Ы Д Е Л Е Н -
НЫХ И З С Ы В О Р О Т К И К Р О В И О Б О Ж Ж Е Н -
НЫХ П А Ц И Е Н Т О В , НА С О С Т О Я Н И Е ПРО-
ЦЕССОВ П Е Р Е К И С Н О Г О О К И С Л Е Н И Я Л И -
П И Д О В В Т К А Н Я Х ж и в о т н ы х 

Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова, Ленинград 

11изкомолекулярные белковые (пептидные) ан-
тиоксиданты в сыворотке крови одним из первых 
обнаружил A. A. Barber [13]. Позже присутствие 
подобных веществ в сыворотке крови было под-
тверждено другими исследователями |14, 20, 23 | . 
По данным М. Vidlakova и соавт. [25], эти пепти-
ды защищают ненасыщенные жирные кислоты от 
перекисной деструкции во время их внутрисосу-
дистого транспорта. Однако химическая природа 
веществ данного класса остается пока не изу-
чен ной. 

В предыдущих исследованиях | 1 11 in vitro 
было показано, что на роль пептидных антиокси-
дантов могут претендовать среднемолекулярные 
пептиды или так называемые средние молекулы 
(СМ). В частности, установлено, что в концентра-
ции 0,6 мг/мл, соответствующей содержанию СМ 
в сыворотке крови пострадавших с ожогами сред-
ней тяжести, эти вещества практически полностью 
блокируют аскорбатзависимое окисление липидов 
(IIOJI) в тканевых гомогенатах. По для решения 
практических вопросов медицинской химии значи-
тельно больший интерес представляют исследо-
вания эффективности CM in vivo непосредственно 
при внутривенном введении. 

М е т о д и к а . Опыты выполнены на 39 белых беспород-
ных мышах-самцах массой 20 22 г, находившихся на 'обыч-
ном рационе вивария. Д л я создания биологической модели 
с измененной активностью ПОЛ 18 животным наносили 
ИК-излученисм ожог 11 IB степени в области спины на площади 

10 12 % поверхности тела, остальные мыши являлись интакт-
ными. Через 3 сут после травмы 10 обожжсчшым живот-
ным, а также 8 интактным вводили СМ, выделенные из 
сыворотки крови пострадавших с ожогами II II IB степени 
на площади 18—45% поверхности тела. Фракцию СМ 
получали но опубликованной ранее методике [6 | . Лиофилизи-
ровали, затем растворяли в физиологическом растворе и сте-
рильно вводили животным в хвостовую вепу в объеме 0,3 мл, 
включающем 700 мкг пептидов, что соответствовало содер-
жанию СМ в I мл сыворотки крови пострадавших с ожогами. 
8 обожженных и 6 интактных мышей являлись контролем. 
Им внутривенно вводили 0,3 мл физиологического раствора. 
Дополнительным контролем служили 7 интактных животных 
без введения физиологического раствора. Через сутки после 
введения СМ или физиологического раствора животных дека-
питировали, извлекали мозг и печень и оценивали интен-
сивность IIOJI в этих тканях по накоплению малонового диаль-
дегида (МДА) 111 | . Полученные результаты выражали в нано-
молях МДА на I г сырой ткани в час. Статистическую 
достоверность различий по сериям опытов определяли методом 
Стьюдеита Фишера. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Внутривен-
ное введение СМ интактным животным уме-
ренно снижало интенсивность аскорбатзависимого 
ГЮЛ и не оказывало существенного влияния на 
интенсивность IIАДФН-зависимого и спонтанного 
ПОЛ в мозге (табл. 1). Интенсивность НАДФН-
зависимого, спонтанного и особенно аскорбатза-
висимого ПОЛ в мозге мышей с ожогами была 
несколько выше, чем у интактных животных. 
Введение СМ обожженным животным вызывало 
нормализацию процессов ПОЛ. 

Иные результаты были получены при исследо-
вании эффекта внутривенного введения СМ на 
интенсивность ПОЛ в печени. Как свидетельст-
вуют данные табл. 2, введение СМ интактным 
мышам стимулировало ПОЛ в НАДФН-зависимой 
и спонтанной системах инкубации. Интенсивность 
всех исследуемых процессов в печени животных 
через 3 сут после нанесения ожога резко снижа-
лась. Введение СМ обожженным мышам вызвало 
еще более выраженное угнетение аскорбатзави-
симого ПОЛ при одновременной активизации 
IIАДФН-зависимого и спонтанного процессов. 

Таким образом, ожоговая травма способство-
вала резкой активации ПОЛ в головном мозге 
животных и снижению этих процессов в печени. 
Несколько неожиданные результаты, полученные 
при исследовании печени, согласуются с данными 
других авторов [1 ,2] , которые через 1 7 сут после 
ожога наблюдали резкое уменьшение содержания 
МДА и способности липидов субклеточных фрак-
ций печени крыс к окислению при индукции 
ПОЛ in vitro в аскорбат- и НАДФН-зависимой 
системах. Эти результаты, по их мнению, указы-
вают на то, что после ожога in vivo ПОЛ в пе-
чени усиливается и субстрат окисления к момен-
ту индукции ГЮЛ in vitro оказывается уже 
в значительной степени окисленным. Кроме того, 
снижение уровня МДА может быть следствием 
того, что после ожога усиливаются реакции не 
только образования МДА, но и его расходования, 
причем реакции расходования продуктов ПОЛ 
превосходят по интенсивности их образование [11. 
В головном мозге, отличающемся значительно 
более высоким, чем в печени, содержанием 
потенциальных субстратов ПОЛ [17], угнетения 
этого процесса, связанного с полным расходова-
нием субстрата после ожога, не происходило. 

Введение фракции СМ животным с ожогами, 
т. е. на фоне изменения равновесия в системе 



Т а б л и ц а 1 
Влияние внутривенного введения СМ на интенсивность ИОЛ к мозге интактных и обожженных животных 

Содержание МДА, нМ на 1 г ткани 

Система инкубации 
группа животных 

Система инкубации 

интактные 
интактные + физио-

логический 
раствор 

интактные-f-CM обожженные обожжснные-f-CM 

461,1 ± 5 1 , 2 398,8 ± 2 3 , 5 629 ,2±28 ,6 501 ± 19,2 
(6) (8) (8) (10) 

р , < 0 , 0 0 1 р 2 < 0 , 0 0 1 
372,1 ± 2 1 , 7 364,4 ± 19,0 392,1 ± 13,1 2 9 0 , 6 ± 10,2 

(6) (8) (8) (10) 
р 2 <0 ,001 

139,2± 15,8 149,5 ± 10,4 165,6±7,9 154,0±6,9 
(6) (8) (8) (10) 

число наблюдений; р\ достоверность различий относительно 

Аскорбатза виси мая 455 ,7±34,7 
(7) 

11 АДФ Н-зависи мая 366,0±27,4 
(7) 

Спонтанная 143,7± 17,9 
(7) 

11 р и м е ч а п и е. Здесь и в табл. 2 в скобках 
интактных животных, р2 относительно обожженных. 

ПОЛ антиоксиданты, закономерно вызывало 
более резкие нарушения интенсивности ПОЛ. На-
правленность этих сдвигов, как правило, была 
противоположна динамике показателей, вызы-
ваемой самой термической травмой. Так, в голов-
ном мозге животных, где интенсивность ПОЛ 
после ожога существенно повышалась, введение 
СМ способствовало нормализации интенсивности 
ПОЛ во всех системах инкубации. В печени, где 
после нанесения ожога отмечалось угнетение ин-
тенсивности ПОЛ, этих явлений не наблюдалось. 

Нельзя не отметить и тот факт, что изменение 
уровня ПОЛ под влиянием СМ в мозге носит 
позитивный характер. Так, чрезмерная активация 
I Ю Л в мозге после ожога может приводить к нару-
шению связывания нейрональных рецепторов 
с нейротрансмиттерами, появлению дополнитель-
ных каналов проводимости и нарушению функции 
нервной системы в целом [3, 5, 7, 8, 12, 16, 24 | . 
Снижая интенсивность ПОЛ, СМ тем самым 
предотвращает развитие этих явлений. С другой 
стороны, отмеченное после ожога резкое угнете-
ние интенсивности ПОЛ в печени, т. е. в энерге-
тическое депо организма, может отрицательным 
образом сказаться на состоянии обменных процес-
сов, так как выработка определенных количеств 
продуктов ГЮЛ (гидроперекисей) необходима для 
регуляции указанных процессов путем обратимой 
инактивации ферментов, обратимых изменений 
проницаемости мембран и др. Действие СМ в этом 
случае направлено на активацию НАДФН-за-
висимого ПОЛ, т. е. процесса, строго регули-
руемого ферментными системами за счет более 
глубокого ингибирования аскорбатзависимого 

ПОЛ. На основании этих данных можно сделать 
вывод, что действие СМ на ПОЛ имеет регулятор-
ный характер и направлено на поддержание 
этого процесса на биологически наиболее целе-
сообразном уровне. 

Следует отметить, что наличие у СМ регуля-
торных свойств предполагается и другими авто-
рами. Так, по данным некоторых исследователей 
[18, 19|, СМ при утомлении снижают потребле-
ние глюкозы эритроцитами и тем самым пред-
отвращают избыточное накопление молочной 
кислоты в крови и развитие метаболического 
ацидоза. В. Е. Рябинин и соавт. [9] отмечают 
регуляторный характер действия СМ на процессы 
тканевого дыхания. По данным других авторов 
[15], СМ участвуют в регуляции реакций кле-

точного иммунитета. 
Таким образом, на основании данных литерату-

ры и полученных нами результатов можно пред-
положить, что СМ не являются абсолютно «вред-
ными» для организма, как считалось ранее. В их 
состав наряду с токсическими веществами [10] 
входят и важные регулятбрные компоненты, од-
нако существующие в настоящее время методы 
фракционирования далеко не всегда позволяют их 
дифференцировать. Косвенным подтверждением 
важной биологической роли отдельных фракций 
СМ служат и данные ряда исследователей [21, 22] 
об их высокой реабсорбции в почечных канальцах. 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние внутривенного введения СМ на интенсивность ПОЛ в печени интактных и обожженных животных 

Система инкубации 

Содержание МДА, нМ на 1 г ткани 

Система инкубации 
группа животных 

Система инкубации 

интактные 
интактные-}-физио-

логический 
раствор 

интакт н ые-}-СМ обожженные обо ж же н н ые-}-СМ 

Аскорбатзависима я 180,0-1-19,7 174,2± 14,4 201 ,0±21 ,2 1 16 ,2± 14,6 89,7 ± 9 , 3 Аскорбатзависима я 
( 6 ) (6) (8) (7) (8) ( 6 ) 

pi < 0 , 0 5 pi < 0 , 0 0 1 
НАДФН-зависимая 1 15,4 ± 1 0 , 6 1 10,9 ± 9 , 7 161,7 ± 16,9 80,6 ± 5 , 5 91,9 ± 3 , 8 НАДФН-зависимая 

( 6 ) (6) (?) (7) (9) ( 6 ) 
р . < 0 , 0 5 р , < 0,01 pi < 0 , 0 5 

Спонтанная 5 7 , 9 ± 8 , 5 60,1 ± 7 , 7 93,7 ± 1 0 , 3 12,3±3,4 20,9 ± 3 , 0 
(7) (6) (8) (8) (8) (7) 

pi < 0 , 0 5 р, <0 ,0001 pi < 0 , 0 0 1 
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EFFECT OF BLOOD S E R U M P E P T I D E S O F MIDDLE 
MOLECULAR MASS ON LIPID PEROXIDATION IN ANIMAL 
T I S S U E S 

Z. A. Tupikova, V. K. Osipouich 

Military Medical Academy, Leningrad 

Intensity of ascorbate- , NADPH-dependent and spontaneous 
lipid peroxidation were studied in mice brain and liver 
tissues af ter in t ravenous adminis t rat ion of middle molecular 
mass peptides, isolated from blood serum of an imals with 
thermic burns. Positive effect of these peptides on lipid peroxida-
tion was detected in t issues of an imals with altered rate 
of lipid peroxidation ( s t rong burns of 10-12 % of body sur face 
served as a biological model) . The data obtained sugges t that 
individual components of blood serum middle molecular 
fraction appear to exhibit the regula t ing effects on lipid 
peroxidation in animal tissues. 

(g) К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ. 1990 
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И З М Е Н Е Н И Е А К Т И В Н О С Т И У Д Ф - Г Л Ю К У Р О -
Н О З И Л - , Г Л У Т А Т И О Н - Б - Т Р А Н С Ф Е Р А З И ПЕ-
Р Е К И С Н О Г О О К И С Л Е Н И Я Л И П И Д О В М И К -
Р О С О М П Е Ч Е Н И К Р Ы С П Р И у - О Б Л У Ч Е -
Н И И И З А Щ И Т Н О Е Д Е Й С Т В И Е а - Т О К О Ф Е -
РОЛА 
Институт биохимии АН БССР, Гродно 

Общее у-облучение животных вызывает значи-
тельное снижение активности и содержания в эн-
доплазм атическом ретикулуме печени ферментов, 
катализирующих окислительное гидроксилирова-
ние ксенобиотиков [4, 5, 15]. Основной причиной 
инактивации этих ферментов, считают стимуляцию 
перекисного окисления липидов - ПОЛ (в част-
ности в мембранах эндоплазматической сети), при-
водящую к их дезорганизации. Сведения о влия-
нии ионизирующей радиации на ферменты конъю-
гации, функционально связанные с гидроксилаза-
ми, в литературе отсутствуют. 

В настоящей работе изучали изменения ак-
тивности УДФ-глюкуронозилтрансферазы (в мик-
росомах) , глутатион-Б-трансферазы (в микросо-
мах и цитозоле), ПОЛ (в микросомах) печени 
крыс при у-облучении и возможность использо-
вания (х-токоферола в качестве защитного сред-
ства. 

М е т о д и к а . Опыты проведены на 76 беспородных кры-
сах-самцах массой 160 200 г. Животные были разделены 
на 3 группы — контрольную и 2 опытные. Животных 1-й опыт-
ной группы подвергали однократному общему облучению 
у-квантами Ы)Со на установке «Луч-1» в экспозиционной 
дозе 219 мкл/кг (8,5 Гр) мощностью 478 мкА/кг. Крысам 
2-й опытной группы в течение 9 дней до облучения и на 
протяжении всего периода после облучения вводили масля-
ный раствор u-токоферола в виде эмульсии в I % водном раст-
воре желатина (в желудок, 100 мг/кг, с 12-часовыми ин-
тервалами) . Контрольные и животные 1-й опытной группы 
получали соответствующий объем 1 % раствора желатина. 
Через 1, 5 и 10 сут после облучения крыс декапитиро-
вали, печень перфузировали охлажденным 1,15% раствором 
КС1 и выделяли макросомальную и цитозольную фракции |3 ) . 
Активность УДФ-глюкуронозилтрансферазы в микросомах 
определяли по [9] (субстрат — п-нитрофенол), глутатиои-
S-трансферазы в цитозоле и микросомах по (8| (суб-
страт — 1-хлор-2,4-динитробензол ( Х Д Н Б ) | . Активность фер-
ментов рассчитывали по скорости убыли п-нитрофенола 
(УДФГТ) или по скорости образования конъюгата с глута-
тионом (глутатион-5-трансфераза) за I мин на 1 мг микро-
сомальиого или цитозольного белка, определяемого по [10]. 

Интенсивность ПОЛ в микросомах определяли хемилюми-
несцентным методом |2 | на хемилюминометре ХЛМ-01 
(конечная концентрация белка 0,5 мг /мл) , а также по скорости 
образования малонового диальдегида (МДА) |2) . Об актив-
ности свободнорадикального перекисного окисления судили 
по интенсивности Ее2+-индуцируемой «быстрой вспышки» 
свечения. Антиокислительную активность микросом определяли 
по способности их подавлять «быструю вспышку» в раство-
ре окисленной олеиновой кислоты. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Через 1 сут 
после облучения крыс в микросомальной фракции 
печени обнаружено значительное повышение ак-
тивности ПОЛ: латентный период индукции хеми-
люминесценции при внесении в суспензию микро-
сом Fe 2 + уменьшился со 180±48 до 56d=9,5 с; 
интенсивность «быстрой» вспышки хемилюми-



Изменение активности УДФ-глюкуронозил-, глутатион-Б-трансфераз и ПОЛ микросом печени крыс через 1, 5 и 10 сут после 
однократного у-облучения (8,5 Гр) и защитное действие а-токоферола (200 мг/кг, в желудок, 9, 14, 29 дней) ( A f ± m ) 

Контроль 
Время после облучения, сут 

УДФ-глюкуронозилтрансфераза, нмоль пара нитро-
фенол а /мин 

Глутатион-Б-трансфераза, нмоль конъюгата GSH с 
ХДНБ/мин (микросомы) 

Глутатион-Б-трансфераза, нмоль конъюгата GSH с 
ХДНБ/мин (ц и тоз о л ь) 

Ре2+-стимулированнан хемилюминесценция микро-
сом, «быстрая вспышка», ими/мин 

Антиокислительная активность, % 

НАДФН-зависимое ПОЛ, нмоль МДА/мин 

Аскорбатзависимое ПОЛ, нмоль МДА/мин 

П р и м е ч а н и е . Показатели приведены на 1 MI* белка микросомальной и цитозольной (глутатион-Э-трансфераза) 
фракции; показатели в единицах СИ соответствуют указанным значениям, умноженным на (6-10 1 нмоль-С ' -мккг 1 белка) . 
Звездочки достоверность различий: одна по сравнению с показателем в контроле (/?<;0,05), две по сравнению с 
показателем у облученных и нелеченных животных. GSH глутатион. В числителе - у-облучение; в знаменателе 
а -токоферол+у-обл учение. 

10,97 ± 1,8 

128,0±16,5 

1303,0± 122,0 

770 ,0± 131,0 

6 6 , 7 ± 4 , 3 

1,914=0,2 

1 ,19±0,13 

10,14+1,2 5 ,39±0 ,8* 6 ,68±0 ,8* 
14,07 ± 1,4** 17,04±2,3*-** 8 ,96±1,5** 

143,10± 14,2 56 ,4±2 ,8* 149,5± 14,4 
17l ,80±8,2* 164,0±6,9*** 2 2 6 , 6 ± 17,8*'** 

1809,0it: 102,0* 815,0 ifc 52,0* 1544,0±274,0 
2101 ,0± 151,0* 1407,0±48,0** 2018 ,0± 188,0* 

1068,0± 197,0* 1510,0± 261,0* 821 ,(>±22,0 
2 9 6 , 0 ± 11,0*'** 640,0±31,0** 3 7 4 , 0 ± 15,0*'** 

5 7 , 8 ± 2 , 6 20,3 гЬ 7,3* 63,3 ± 2 , 0 
61 ,1±1 ,0 64 ,8+7,5** 68,0 ± 1,3 

1 ,45±0,09 1,31 ± 0 . 1 1 1 ,2±0,17 
0,35±0,16*- ** 0 ,04±0 ,01 *•** 0,16 ±0 ,02* '* * 

1 ,56±0,05 1 ,30±0,03 1 ,13±0,15 
0,06±0,02**** 0,01 ±0,001*-** 0 ,02±0 ,01 *'** 

несценции возросла в сравнении с их величиной 
у интактных крыс на 37,7 %; образование МДА 
в аскорбатзависимой системе увеличивалось на 
31 %. Антиокислительная активность удержива-
лась в пределах контрольного уровня. При этом ка-
талитические функции УДФ-глюкуронозил- и глу-
татион-Б-трансфераз в микросомах существенно 
не изменялись, скорость конъюгации субстрата 
с глутатионом в цитозольной фракции была по-
вышена на 39 % (см. таблицу). 

Предварительное введение а-токоферола в тече-
ние 9 сут до облучения в значительной мере 
предупреждало активацию реакций ПОЛ микро-
сом и способствовало повышению активности фер-
ментов конъюгации. Светосумма «быстрой вспыш-
ки» свечения была ниже по сравнению с таковой 
у нелеченых облученных крыс на 73 %, а скорость 
образования МДА в НАДФН- и аскорбатзави-
симых системах - с н и ж е н а на 95,3 и 8 1 , 7 % . 
Активность УДФ-глюкуронозил- и глутатион-S-
трансфераз микросом печени возрастала в сравне-
нии с ее уровнем у интактных животных на 
28,2 и 34,0 %. Каталитическая активность цито-
зольной глутатион-Б-трансферазы была увеличена 
на 61 %. 

На 5-е сутки после облучения уровень ПОЛ 
в микросомах, судя по светосумме «быстрой 
вспышки» свечения, удерживался на повышенном 
уровне. В этот период наблюдалось значительное 
снижение (более чем в 3 раза) антиокислитель-
ной активности микросом, а также снижение ка-
талитической активности УДФ-глюкуронозил- и 
глутатион-5-трансфераз на 48 и 51 %. Активность 
цитозольной глутатион-Б-трансферазы также бы-
ла ингибирована (на 3 6 % ) . 

В микросомах печени крыс, получавших а-токо-
ферол в течение 9 сут до облучения и 5 сут 
после облучения, ПОЛ было значительно снижено 
по сравнению с таковым у нелеченых живот-
ных, а активность УДФ-глюкуронозил- и глута-
тион-Б-трансфераз (микросомальной и цитозоль-

ной) были выше в 3,3 и 1,7 раза соответственно. 
Через 10 сут после облучения активность сво-

боднорадикальных реакций и глутатион-Б-транс-
феразы нормализовались, функция УДФ-глюкуро-
нозилтрансферазы оставалась сниженной (на 
4 0 % ) . У крыс, которым вводили а-токоферол 
наблюдалось торможение реакций ПОЛ и стиму-
ляция исследуемых ферментов конъюгации. Актив-
ность УДФ-глюкуронозил- и глутатион-Б-транс-
фераз микросом превышала их активность у не-
леченных животных на 34 и 51 %, а цитозоль-
ной глутатион-Б-трансферазы на 30 %. 

Таким образом, общее у-облучение крыс в дозе 
8,5 Гр вызывает в микросомах печени стиму-
лирование свободнорадикальных реакций ПОЛ 
(с максимумом активности через 1 сут после 
облучения) и ингибирование активности УДФ-
глюкуронозил- и глутатион-Б-трансфераз (с наи-
более выраженным действием на 5-е сутки). Пред-
варительное многократное введение а-токоферола 
(в дозе 200 мг/кг, в желудок) значительно 
препятствовало нарушению функции ферментов. 

Повреждающее действие ионизирующего об-
лучения на ферменты, по-видимому, обусловлено 
преимущественно активацией ПОЛ, приводящего 
к деструкции клеточных и субклеточных мембран 
эндоплазматического ретикулума [1, 14 | , с кото-
рыми структурно и функционально связаны УДФ-
глюкуронозил- и глутатион-Б-трансферазы. Это 
предположение подтверждается не только нашими 
данными о повышении ПОЛ, предшествующем 
ингибированию активности ферментов, и о защит-
ном действии антиоксиданта а-токоферола, но 
и данными литературы [6, 7], согласно которым 
активность УДФ-глюкуронозилтрансферазы мо-
жет быть значительно снижена при стимуляции 
перекисного окисления микросомальных фосфоли-
пидов введением пероксидированных ненасыщен-
ных жирных кислот. 

Более выраженное угнетение УДФ-глюкуроно-
зилтрансферазы в сравнении с таковым глута-
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тион-Б-трансферазы, вероятно, обусловлено нали-
чием в молекуле этого фермента двух тиоловых 
групп, близко расположенных друг от друга |12], 
что делает ее более чувствительной к повреждаю-
щему действию продуктов перекисного окисления. 

Наблюдаемое в начальном периоде после облу-
чения увеличение активности глутатион-Б-транс-
феразы в цитозоле, по-видимому, может рассмат-
риваться как реакция мобилизации антиоксидант-
ной системы, одним из компонентов которой яв-
ляется глутатион-Б-трансфераза [13]. Защитное 
действие а-токоферола, очевидно, связано с его 
антиоксидантными и мембраностабилизирующими 
свойствами [ 1 11. 
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ALTERATIONS IN ACTIVITY OF UDP-GLUCURONYL OR 
GLUTATHIONE-S-TRANSFERASES AND IN LIPID PEROXI-
DATION IN RAT LIVER M I C R O S O M E S AFTER y-IRRADIA-
TION; PROTECTIVE EFFECT O F a TOCOPHEROL 

L. P. Legonkova, G. Z. Abakumov, M. I. Bushrna, P. I. Lukienko 

Insti tute of Biochemistry, Academy of Sciences of the Byelorus-
sian SSR, Grodno 

Stimulation of lipid peroxidation, accompanied by a decrease 
in activity of U DP-glucuronyl- and g lu ta th ione-S- t ransferases , 
was observed in rat liver microsomes within one day af ter 
y-irradiation. Maximal al terat ion of the pa t te rns studied was 
detected within 5 days. Preadminis t ra t ion of a-tocopherol, 
within 14 days at a dose of 200 n i g / k g of body mass , 
prevented distinctly the impair ing effect of irradiat ion. 
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НИИ физико-химической медицины Минздрава РСФСР; 
Институт электрохимии АН СССР, Москва 

Так как при создании электрохимической мо-
дели моиооксигеназной системы печени возникла 
серьезная проблема совместимости электрохими-
ческой ячейки с кровыо,-нами был предложен ме-
тод непрямого электрохимического окисления кро-
ви с использованием переносчиков активного кис-
лорода. При этом кровь не вступает в контакт с 
электрохимической системой, электролизу подвер-
гается раствор переносчика кислорода (0,89 % 
раствор NaCI) . В этом растворе, который вво-
дится пациенту в виде гипохлорита натрия, про-
исходит накопление активного кислорода. Гипо-
хлорит натрия позволяет обойти «эффект белковой 
защиты» токсичных метаболитов и моделирует 
не только функции моиооксигеназ печени, но 
и молекулярные механизмы фагоцитоза. 

Ранее нами были рассмотрены возможности 
электрохимического окисления в моделировании 
функции моиооксигеназ печени для очистки от ядо-
витых и балластных веществ крови и тканей 
[4]. Было выявлено, что при прямом элекро-
окислении токсинов в крови возникают проблемы 
работоспособности электрохимической ячейки в 
крови, «белковой защиты» токсина и совмести-
мости электрохимической ячейки с кровыо [4, 5]. 
Электроокисление крови на вибрирующих электро-
дах или в «кипящем слое» позволило значитель-
но снизить травму крови, но, тем не менее, не 
решило принципиально проблему гемосовмести-
мости, которая сдерживала внедрение метода 
в клиническую практику. 

Настоящая работа посвящена результатам экс-
периментальных исследований метода непрямого 
электрохимического окисления с использованием 
гипохлорита натрия как переносчика активного 
кислорода для моделирования функции моиоокси-
геназ печени и молекулярных механизмов фаго-
цитоза. 

М е т о д и к а . Методика экспериментов в основном была 
описана ранее [4]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Катализа-
торы-переносчики широко используют в электро-
химии органических соединений для повышения 
селективности или ускорения процессов электро-
химического окисления различных органических 
соединений [1, 12|. Идея использования пере-
носчиков активного кислорода для окисления ток-
сичных субстанций в крови возникла при изуче-
нии механизма действия прямого электроокисле-
ния | 4 | , когда при переходе к растворам, со-
держащим альбумин, или к плазме крови наблю-
дали изменение механизма окисления токсинов, 
т. е. переход к опосредственному окислению об-
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разующимся на аноде гипохлоритом натрия. 
В предлагаемом методе непрямого электрохими-
ческого окисления крови [9] с использованием 
переносчиков активного кислорода кровь непо-
средственно не вступает в контакт с электро-
химической системой, а электролизу подвергается 
раствор переносчика кислорода, который затем 
вводится пациенту. В крови этот раствор всту-
пает в реакцию с токсинами, окисляя их. Схе-
ма непрямого электроокисления может быть услов-
но изображена так. 

1. Электрохимическое окисление переносчика 
кислорода (А) на электроде: 

А - 2 е + Н 2 0 - + А 0 + 2 Н + ( I ) 

2. Введение АО в организм. 

3. Освобождение переносчиком активного кисло-
рода или прямое окисление токсина ( Р Н ) : 

А О + А + О а к т (2) 

О а к т + Р Н - ^ Р О Н (3) 

и л и 

А О + Р Н - + Р О Н + А . (4) 

Переносчик кислорода должен быть нетоксич-
ным для организма, легко из него выводиться, 
легко отдавать активный кислород и по возмож-
ности быть в состоянии преодолеть «белковую 
защиту» [4]. Для того чтобы максимально моде-
лировать функции моиооксигеназ печени [2, 10, 16, 
23], он должен иметь окислительно-восстанови-
тельный потенциал (А/АО) , близкий к обратному 
потенциалу кислорода. 

В качестве наиболее удобного и физиологич-
ного переносчика кислорода нами предложен изо-
тонический раствор хлористого натрия ( 0 , 8 9 % ) 
или используемый в медицине физиологический 
раствор, в котором при элекролизе на платино-
вых, окисных платино-титановых и других подхо-
дящих анодах происходит накопление активного 
кислорода в виде гипохлорита натрия. Редокс-
потенциал раствора гипохлорита натрия свомести-
мой с кровыо концентрации при рН 7,4 равен 
1 ,1В (отн. п. в. э .) , т. е. несколько выше обрати-
мого кислородного потенциала в тех же условиях 
[25, 27 | . Однако при введении в кровь за счет 
разбавления его редокс-потенциал практически 
достигает значения обратимого кислородного 
электрода. 

Окислительные свойства гипохлорита натрия, 
устойчивость его растворов, его реакции с различ-
ными органическими веществами хорошо изучены 
[17, 18, 22, 26, 29 | . В присутствии органических 
веществ гипохлорит натрия в разбавленных вод-
ных растворах при рН 7,0 окисляет их по реакции: 

PH + N a C 1 0 - > P 0 H + NaCl, (5) 

т. е. осуществляет реакцию их гидроксилирования. 
Среди известных реакций окисления органических 
соединений гипохлоритом имеются почти все типы 
реакций [5, 13, 14, 17—22, 26, 29], ката-
лизируемых цитохром Р-450, универсальным де-
токсицирующим ферментом печени [2]. 

Гипохлорит натрия — соединение, имеющее не-
большую молекулярную массу и малые размеры. 
Поэтому он может свободно проходить через кле-
точные мембраны и, следовательно, окислять ток-
сины, находящиеся не только в крови, но и в тка-
нях, что очень важно в клинической практике. 

Гипохлорит является идеальным переносчиком 
активного кислорода, так как он не только моде-
лирует функции моиооксигеназ, но и позволяет 
моделировать молекулярные механизмы фагоци-
тоза. Известно, что активные соединения хлора, 
брома, иода и, в частности, гипохлорита натрия 
образуются в макрофагах во время активации фа-
гоцитоза [28]. 

Бактерицидные свойства хлорноватистой кисло-
ты, солью которой является гипохлорит натрия, 
давно используют при хлорировании воды [7 8], 
а сам гипохлорит натрия в последнее время 
широко используют как обеззараживающее и де-
зинфицирующее средство [11]. 

Известны способы получения гипохлорита нат-
рия с помощью электрохимического окисления 
с использованием диафрагменных и бездиафраг-
менных электролизеров и химическим взаимо-
действием полученного элекролизом хлора с ще-
лочью. Однако выпускаемые промышленностью 
растворы гипохлорита натрия непригодны для ме-
дицинского применения из-за наличия значитель-
ного количества примесей и избыточного содержа-
ния элементарного хлора. Поэтому мы предлагаем 
получать раствор гипохлорита нужной концентра-
ции элекролизом физиологического раствора. Не-
желательными побочными продуктами, образую-
щимися при электролизе изотонического раствора 
хлористого натрия, являются избыточный элемен-
тарный хлор и перекись водорода, образующаяся 
на некоторых катодах в результате восстановле-
ния кислорода воздуха. 

На основе проведенных экспериментов были 
найдены оптимальные для получения наиболее 
совместимого с кровыо раствора гипохлорита ус-
ловия электролиза, при которых полностью исклю-
чается изменение рН, образование перекиси во-
дорода, а появление растворенного элементарного 
хлора сводится к минимуму. Такие условия созда-
ются в бездиафрагменном электролизере с элект-
родами из титана микропромотированного плати-
ной при плотности тока D. = 32 мА/см2 . 

Для определения кинетики и механизма окисле-
ния различных токсинов гипохлоритом натрия од-
новременно фиксировали убыль гипохлорита нат-
рия во времени путем йодометрического титро-
вания на автотитраторе ТТТ2 («Radiometer», 
Дания) с йодоселективным электродом и убыль 
токсина специфичным аналитическим методом 
(спектрофотометрически, полярографически, хро-
матографически и др. в зависимости от природы 
токсина), при этом определяли природу продук-
тов окисления и величину их накопления. 

На рис. 1 представлены кривые йодометриче-
ского титрования гипохлорита в присутствии неко-
торых лекарственных веществ. Наиболее хорошо 
окисляется реланиум, затем следуют димедрол, 
дроперидол и фенобарбитал. Наиболее подробно 
нами был изучен гексенал и другие производ-
ные барбитуровой кислоты, так как отравление 
барбитуратами остается одной из серьезных 
проблем клинической медицины [6 | . Прямое 
окисление этих веществ на платиновом электроде 
было нами изучено ранее [3]. 

На рис. 2 представлена типичная анодная 
полярограмма гексенала на гладком платиновом 
электроде и кривые, свидетельствующие о его убы-
ли после добавления практически эквимолярного 
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Рис. I. Кривые титро-
вания раствора гипо-
хлорита натрия 
(1200 м г / л ) после вве-
дения в него одинако-
вой добавки различных 
лекарственных препа-
ратов. 
/ исходный раствор гипо-
хлорита; 2 мосле добавки 
фенобарбитала; 3 — дропери-
дола; 4 димедрола; 5 — ре-
ланиума. 

количества гипохлорита натрия. Значительный ин-
терес представляло выяснение влияния «эффекта 
белковой защиты» [4] при воздействии гипо-
хлорита на гексенал в присутствии белка, так 
как белок сводил «на нет» прямое электроокисле-
ние гексенала. На рис. 2 видно, что добавле-
ние бычьего сывороточного альбумина в количест-
вах, сравнимых с концентрацией альбумина в сы-
воротке крови (5 г % ) , не приводит к снижению 
скорости и глубины окисления гексенала. 

Было изучено окисление гипохлоритом транкви-
лизатора феназепама. Поскольку этот препарат 
нерастворим в воде, все эксперименты проводили 
с его растворами в метоксиэтаноле. На рис. 3 пред-
ставлены кривые титрования растворителя и пре-
парата. Видно, что метоксиэтанол окисляется 
незначительно. При добавлении феназепама рас-
ход гипохлорита значительно увеличивается. При 
исследовании спектров поглощения феназепама 
было определено, что после воздействия на пре-
парат гипохлорита исчезает пик, характеризую-
щий азометиленовую связь, и появляется пик, 
соответствующий окисленному производному фе-
назепама. 

Интересные данные были получены при окисле-
нии гипохлоритом таких ксенобиотиков, как ме-
танол, этанол, формальдегид и ацетальдегид. 
Состав продуктов окисления в этом случае в силь-
ной степени зависит от концентрации гипохлорита. 
Хотя ацетальдегид хорошо окисляется гипохлори-
том до ацетата, а формальдегид до ССЬ, при 
окислении этанола и метанола гипохлоритом 
в совместимой с кровыо концентрации (1200 мг/л) 
в растворе первоначально происходит накопление 
более токсичных для организма ацетальдегида 

и формальдегида и лишь затем происходит их 
дальнейшее окисление. Таким образом, при де-
токсикации гипо лоритом необходимо учитывать 
возможность того, что, как и при окислении на ци-
тохроме Р-450, иногда могут образовываться бо-
лее токсичные продукты, чем субстраты. 

В качестве типичных представителей эндогенных 
гидрофобных токсинов, как и в случае прямо-
го электроокисления [4], были использованы би-
лирубин и холестерин. Результаты экспериментов 
показали, что гипохлорит натрия в эквимоле-
кулярном соотношении окисляет билирубин на-
цело как в буферном растворе, так и при добав-
лении альбумина. Билирубин под действием гипо-
хлорита первоначально образует биливердин, 
дающий зеленое окрашивание, а затем бесцвет-
ные продукты окисления, неопределяемые спектро-
фотометрически. Таким образом, гипохлорит по-
зволяет обойти «эффект белковой защиты» [5] 
токсичных метаболитов. Это было подтверждено 
и в опытах с плазмой крови, полученной при 
заменном переливании у детей с гемолитической 
болезнью новорожденных. На рис. 4 видно, что 
при добавлении гипохлорита натрия к плазме кро-
ви в соотношении 1:1 степень и скорость окисле-
ния билирубина увеличивается с возрастанием 
концентрации гипохлорита. Токсичность плазмы 
(оцененная в опытах на мышах с блокадой РЭС) 
при этом снижалась параллельно уменьшению 
концентрации билирубина. 

При исследовании окисления холестерина 
в растворе метоксиэтанола было показано, что 
с увеличением концентрации гипохлорита увели-
чивается степень окисления холестерина, но до 
определенного предела (рис. 5). Вероятно, этот 
предел обусловлен тем, что холестерин в данной 
ситуации находится в мицеллах, куда доступ гипо-
хлорита ограничен. Последующая хроматография 
полученных производных холестерина показала 
появление целого ряда пиков, соответствующих 
различным окисленным формам холестерина [15]. 
Аналогичные результаты были получены и с плаз-
мой крови, полученной от кроликов с экспери-
ментальным атеросклерозом, и с плазмой или лим-
фой, полученной от людей с различными забо-
леваниями. 

Перспективность метода непрямого элекрохими-
ческого окисления с использованием гипохлорита, 
показанная в опытах in vitro, потребовала изу-
чения возможности его использования в клинике. 
Для этого прежде всего исследовали влияние 
гипохлорита натрия на интактный организм, была 

и 

J L 
1.3 1,4 1,5 Er(v)0 8t,MUH 

Рис. 2. Полярограммы раствора гексенала с ис-
ходной концентрацией 2 мМ ( / ) в физиологиче-
ском растворе через различные промежутки вре-
мени (2 — 2 мин, 3 — 6 . мин, 4 — 12 мин, 5 — 
фон) после введения в контакт с 1,87 мМ раство-
ром гипохлорита натрия /; потенциостатическая 
кривая (Е 1,3 В) окисления гексенала с исход-
ной концентрацией 70 мМ в 5 % растворе бычьего 
сывороточного альбумина раствором гипохлорита 
натрия II. 
Стрелками отмечены добавки гипохлорита ( / 2 мМ, 2 
I мМ, 3 — 2 мМ) и гексенала (4) - 7 мМ. 
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Рис. 3. Кривые титрования раство-
ра гипохлорита натрия (1200 м г / л ) 
до ( / ) и после введения в него: 
2 — метоксиэтанола, 3 раствора 
феназепама в метоксиэтаноле, 4 
контрольное титрование воды. 

Рис. 4. Зависимость окисления би-
лирубина (ОБ) в сыворотке крови 
новорожденных с гемолитической 
болезнью при добавлении гипохло-
рита натрия к сыворотке в соотно-
шении 1:1 по объему от концентра-
ции гипохлорита. 

Рис. 5. Зависимость степени окисле-
ния холестерина от концентрации 
гипохлорита натрия в растворе. 
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Рис 5 

доказана на беспородных белых мышах с блокадой 
РЭС его нетоксичность в концентрации от 
500 до 2500 мг/л при внутривенном, внутри-
мышечном, внутрибрюшинном, подкожном и перо-
ральном введениях. Была найдена его концентра-
ция, совместимая с кровью (1200 мг /л ) , при 
которой морфологические показатели крови 
практически не изменялись, не было обнаружено 
гемолиза в периферической крови, изменения 
биохимических показателей крови не выходили за 
пределы видовой нормы. Исследование, проведен-
ное в Институте канцерогенеза Всесоюзного онко-
логического научного центра АМН СССР, пока-
зало полное отсутствие канцерогенности гипохло-
рита. 

Метод непрямого электрохимического окисления 
путем введения раствора гипохлорита натрия был 
испытан на мышах, кроликах и собаках с моде-
лями отравления сиднокарбом, феназепамом, 
гексеналом, с гипербилирубинемией и эксперимен-
тальным атеросклерозом и показал свою высокую 
эффективность, возможность моделировать де-
токсикационную функцию печени по окислению 
ксенобиотиков и эндогенных токсинов. 

Было также показано, что гипохлорит натрия 
в совместимой с кровыо концентрации обладает 
универсальным воздействием на микроорганизмы, 
относящиеся к самым разнообразным видам и 
группам. Оказалось, что гипохлорит натрия оказы-
вает бактерицидное действие как на штаммы, 
чувствительные к антибиотикам, так и полностью 
нечувствительные к 7 видам антибиотиков. Та-
ким образом, гипохлорит натрия может моделиро-
вать молекулярные механизмы фагоцитоза. 

Исследования в модельных растворах, в плазме 
крови и в экспериментах на животных позво-
лили перейти к клиническому использованию 
непрямого электрохимического окисления. 
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INDIRECT ELECTROCHEMICAL OXIDATION USING 
ACTIVE OXYGEN CARRIERS IN SIMULATION OF THE 
LIVER T I S S U E DFTOXICATING FUNCTION 

V. I. Sergienko, A. K. Marlynov, Yu. V. Vasil'ev, V. A. Grinberg, 
I/. N. Shilov, Т. I/. Bulygina 

Insti tute of Physico-Chemical Medicine, Ministry of Public 
Health of the RSFSR, Inst i tute of Electrochemistry, Aca-
demy of Sciences of the USSR, Moscow. 

As development of the electrochemical model of liver t issue 
monooxygenase system met with a serious problem of compati-
bility between electrochemical unit and blood, a procedure of 
indirect electrochemical oxidation of blood was proposed where 
carr iers of active oxygen were used. Blood did not contact with 
the electrochemical system and electrolysis occurred in solution 
of oxygen carrier (0.89 % NaCl) , which accumulated active 
oxygen in the form of sodium hypochlorite. Sodium hypochlo-
rite, administered into patients, enabled to bypass "the 
effect of protein protection" of toxic metabolites; it s imula-
ted both liver tissue monooxygenase funct ions and phagocy-
tosis molecular mechanisms. 
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Д Е С Т А Б И Л И З А Ц И Я Л И П И Д Н Ы Х С Т Р У К Т У Р 
Э Р И Т Р О Ц И Т О В П Р И С В Е Р Т Ы В А Н И И К Р О В И 
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По современным представлениям дестабили-
зация клеточных мембран обусловлена повреж-
дением их липидных структур за счет акти-
вации процессов перекисного окисления липи-
дов, а также воздействия на фосфолипиды цито-
плазматических мембран эндогенных фосфо-
липаз [1, 3, 7]. 

Ранее нами было показано, что свертывание 
крови in vitro сопряжено с активацией про-
цессов свободнорадикального окисления липидных 
структур эритроцитов [2 | , что выражается в на-
коплении в красных клетках крови гидропере-
кисей липидов и повышении мембранной про-
ницаемости эритроцитов. Вследствие указанного 
в сыворотку крови из эритроцитов выходит опре-
деленное количество биосубстратов, в частности 
холестерина и гемоглобина. 

С целью более углубленного выявления при-
чин, приводящих к дестабилизации липидных 
структур при свертывании крови in vitro было 
проведено сравнительное исследование уровня ак-
тивности эндогенной фосфолипазы А (ФЛазы) , 
концентрации холестерина (ХС), свободных жир-
ных кислот ( С Ж К ) , общих фосфолипидов (ФЛ) , 

а также количественного соотношения фракций 
ФЛ в эритроцитах цельной крови и крови, содер-
жащей а ити коагулянт. 

М е т о д и к а . П од набл юде н и е м н а ход и л ос ь 30 11 р а кт и 
чески здоровых лиц, у которых кровь для исследования заби-
рали из кубитальной вены утром, натощак. Объектом иссле-
дований служили эритроциты цельной крови и крови, взятой 
с добавлением 3,8 % раствора цитрата натрия в соотноше-
нии 9:1. Через 20 30 мин после взятия крови эритроциты 
цельной крови и крови, содержащей антикоагулянт, трижды 
промывали физиологическим раствором с последующим 
центрифугированием в течение 15 мин со скоростью 
2000 об/мип. Полученную суспензию эритроцитов исполь-
зовали для биохимических исследований. 

Выделение ХС из эритроцитов проводили добавлением к 
этиловому спирту суспензии эритроцитов в соотношении 9:1 
и последующей экстракцией в течение 30 мим при 37 °С при 
постоянном перемешивании. Концентрацию ХС определяли 
ферментативным методом [13] на химической анализатор-
ной системе ФП-900 фирмы «Labsystems», Финляндия. 

Для других исследований липиды экстрагировали смесыо 
хлороформ - гептан метанол (250:250:12), добавляемой к 
суспензии эритроцитов в соотношении 1:20 при постоянном 
перемешивании в течение 30 мин при 37 °С. Очищение липид-
ного экстракта проводили 0,74 % раствором хлорида кальция. 
В очищенном липидпом экстракте определяли содержание 
С Ж К [9], общих ФЛ |4 | и соотношение их отдельных 
фракций методом тонкослойной хроматографии [10] на пласти-
нах Kieselgel-60 фирмы «Мегск». 

Определение активности ФЛазы А в эритроцитах прово-
дили методом гидролиза в органической фазе [5] и оцени-
вали по степени просветления лецитиновой эмульсии. За 
единицу активности ферментного препарата принимали вызы-
ваемое им при стандартных условиях опыта уменьшение опти-
ческой плотности на 0,01 за I мин. Удельную активность Ф Л а з ы 
эритроцитов рассчитывали на I мг гемоглобина |4 | фермент-
ного препарата, внесенного в реакционную смесь. Получен-
ные данные обрабатывали с использованием /-критерия 
Стьюдеита. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е. Проведен-
ное сравнительное определение удельной актив-
ности ФЛазы в эритроцитах цельной крови и 
крови, взятой в присутствии цитрата натрия, по-
казало, что на начальных стадиях формирова-
ния сгустка крови, т. е. спустя 20- -30 мин от ее за-
бора, уровень активности фермента был в среднем 
на 23 % выше ФЛазной активности эритроци-
тов крови, содержащей антикоагулянт (см. 
таблицу). 

Достоверное повышение ФЛазной активности 
эритроцитов при свертывании крови в пробирке, 
на наш взгляд, обусловлено идентичностью меха-
низмов свертывания как in vitro, так и в сосу-
дистом русле, при котором необходимым условием 
внутрисосудистого тромбообразования является 
активация ФЛазы А форменных элементов кро-
ви [8]. 

Известно, что активация эндогенной ФЛазы А 
приводит к дестабилизации липидных структур 
клеточных мембран, проявляющейся нарушением 
нормальных количественных соотношений отдель-
ных фракций ФЛ, изменением молярного соотно-
шения Х С / Ф Л и повышением концентрации С Ж К 
[3]. В связи с этим нами было проведено сравни-

тельное исследование содержания общих ФЛ, 
СЖК, ХС, а также анализ фосфолигшдиого спект-
ра эритроцитов цельной крови и крови, содержа-
щей антикоагулянт, в результате которого уда-
лось установить, что у всех обследованных лиц 
процесс свертывания крови в пробирке сопро-
вождался достоверным повышением концентрации 
С Ж К в красных клетках крови. В среднем содер-
жание указанных метаболитов в эритроцитах 
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Изменение состава липидного компонента эритроцитов при 
свертывании кропи в пробирке ( Х ± а ) 

Эритроциты Эритроциты 
Показатели с амтикоагу- цельной 

лянтом крови 

Удельная активность ФЛазы, 
усл. ед. 0,566-И), 104 0 ,695±0,109 

С Ж К , мкмоль/л 58,41 ± 8 , 4 5 69,69 ± Ю, Ю 
ХС, мл моль/л 3,65 ± 0 , 1 4 3,254-0,24 
ФЛ, млмоль/л 4 ,03+0 ,27 3,874-0,32 
Х С / Ф Л 0,91 0,83 
Состав ФЛ, %: 

ЛФХ 1,08±0,23 2,86 ±0 ,51 
СФМ 25,78-4=1,52 24,62-1-1,82 
ФХ 31,96±2,34 30,63 ± 2 , 2 3 
ФС 16,29±3,37 15,89 ± 3 , 5 6 
ФЭА 24,90 ± 2,57 26 ,13±2,44 

цельной крови было на 19 % выше, ч [ем в эритро-
цитах цитратной крови. 

В то же время не было выявлено статисти-
чески достоверной разницы в содержании общих 
ФЛ в эритроцитах цельной крови и крови, содер-
жащей антикоагулянт. Однако в отдельных слу-
чаях при сопоставлении абсолютных значений 
концентрации ФЛ в параллельных образцах было 
отмечено незначительное повышение этого показа-
теля в эритроцитах цельной крови. 

Что касается сравнительного анализа фосфоли-
пидного спектра эритроцитов, то последний пока-
зал существенные изменения в количественном 
распределении фракций ФЛ, возникающие при 
свертывании крови в пробирке. Наибольшие изме-
нения происходили при этом с фракцией лизо-
фосфатидилхолииов (ЛФХ), доля которой в фос-
фолипидном спектре возрастала при свертывании 
крови в среднем в 2,7 раза. Параллельно происхо-
дило снижение в эритроцитах содержания фосфа-
тидилхолина (ФХ), сфингомиелина (СФМ) и фос-
фатидилсерина (ФС), а также незначительное по-
вышение доли фосфатидилэтаноламина (ФЭА). 
Как известно, цитоплазматическим мембранам 
присуща асимметрия распределения ФЛ по сто-
ронам биослоя. Так, СФМ, ФХ преобладают глав-
ным образом в наружном слое мембраны, а ФЭА 
и ФС локализованы на ее внутренней поверх-
ности. Неравномерное расположение фракций 
ФЛ связано с особенностями влияния отдель-
ных ФЛ на свертывание крови. Так, ФЛ внутрен-
него слоя б и о мембран ускоряют этот процесс, 
а ФЛ наружной стороны биослоя тормозят [1]. 
Поэтому выявленное различие в соотношении от-
дельных фракций ФЛ эритроцитов цельной крови 
и крови, содержащей антикоагулянт, позволяет 
сделать вывод, что связанные со свертыванием 
крови изменения в составе ФЛ эритроцитов на-
правлены на усиление процессов коагуляции. Что 
касается значительного увеличения в составе ФЛ 
эритроцитов цельной крови доли ЛФХ, то, по 
современным представлениям, накопление этого 
специфического маркера мембраиодеструкции мо-
жет служить дополнительным доказательством 
активации эндогенной ФЛазы А в красных клетках 
крови при ее свертывании |6] . 

Для выявления изменения микровязкости 
мембран эритроцитов |7 | при свертывании крови 
в пробирке нами было проведено сравнитель-
ное исследование содержания общего ХС и моляр-
ного соотношения ХС/ФЛ в эритроцитах цельной 
крови и крови, содержащей цитрат натрия. 
3 В-сы мед. химии № 3 

Исследования показали, что в отличие от общих 
ФЛ концентрация ХС в эритроцитах цельной кро-
ви была достоверно ниже, чем в эритроцитах 
крови, содержащей а нти коагулянт. Уменьшение 
содержания ХС в эритроцитах цельной крови, 
приводившее к снижению молярного соотноше-
ния ХС/ФЛ, позволило нам сделать вывод, что 
начальные процессы свертывания крови в про-
бирке характеризуются увеличением микро-
вязкости мембран эритроцитов. Такое изменение 
микровязкости мембран за счет снижения в них 
концентрации ХС и связанного с этим измене-
ния ориентации полярных групп холинсодержа-
щих ФЛ, по мнению Q. F. Ahkong и соавт., 
лежит в основе механизма инициированного слия-
ния клеток [11]. 

Так, как в отличие от ФЛ, фиксированных 
в мембранах посредством белковых структур, 
ХС в эритроците связан с ФЛ менее прочно 
[12| , можно предположить, что модификация 
ФЛ-комплекса мембран эритроцитов на началь-
ных стадиях свертывания крови в пробирке при-
водит к частичному разрыву связей ФЛ ХС, 
вследствие чего последний теряется мембраной. 

Таким образом, проведенное исследование пока-
зало, что начальные стадии свертывания крови 
in vitro характеризуются активацией эндоген-
ной ФЛазы А эритроцитов, приводящей к деста-
билизации липидных структур мембран красных 
клеток крови, что выражается в повышении кон-
центрации СЖК, изменении количественных соот-
ношений отдельных фракций в составе ФЛ, накоп-
лении в них доли лизопроизводных, потери кле-
точными мембранами определенной доли ХС, а 
также изменении микровязкости мембран эрит-
роцитов. 

Л И Т Е Р A T У Р А 

1. Андреенко Г. В., Суворова Л. А. / / Успехи совр. биол. 
1986.- Т. 101, № 3.- С. 436—448. 

2. Безрукова Г. А., Рубин В. И. / / Пат. ф из иол. 1988. 
3. Биологические мембраны. Двенадцать очерков о структуре, 

свойствах и функциях мембран / Под ред. Д. С. Парсон: 
Пер. с. 230. М., 1978. 

4. Биохимические методы исследования в клинике: Спра-
вочник / Под ред. А. А. Покровского.—М., 1969. 

5. Брокерхоф X., Денсен Р. Липолитические ферменты.-
М., 1978. 

6. Вельтищев /О. В., Юрьева Э. А., Воздвиженская Е. С. // 
Вопр. мед. химии. 1987. № 2. - С. 2 9. 

7. Климов А. П., Алкенис Е. Г., Лозовский В. Т. / / Там же. 
1984. № 4, С. 71 74. 

8. Проблемы и гипотезы в учении о свертывании крови / 
Под ред. С). К. Гаврилова. М., 1981. 

9. Прохоров М. 10., Тиунов М. П., Шахалис Д. А. / / Л а б . 
дело.- 1977. № 9 . - С. 5 3 5 - 5 3 6 . 

10. Тырыилкин А. М., Сапрыкина Э. В., Сальник Ф. /О. // 
Вопр. мед. химии. 1987. № 6 - С. 121 124, 

11. Ahkong Q. Р., Cramp F. С., Fisher D. // Nature : New 
Biol.— 1973,- Vol. 242, N 120. P. 215- 217. 

12. Green J. R., Green C. / / Biochem. Soc. T r a n s , 1973.-
Vol. 1, N 2. P. 365—368. 

13. Manual of Laboratory Operat ions. Lipid Research Clinical 
P rog ram. Washington, 1974, Vol. I. P. 9~ 37. 

Поступила 20.07.88 

DESTABILIZATION OF ERYTHROCYTE LIPID S T R U C T U R E S 
IN BLOOD COAGULATION IN VITRO 

V. /. Rubin, G. A. Bezrukova 

Medical School, Sara tov 

Main pa ramete r s of lipid complex were studied in 
erythrocytes of whole blood and of the blood containing anti-
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coagulant . Initial steps of blood coagulation involved 
activation of erythrocyte endogenous phospholipase A, which led 
to destabilization of erythrocyte lipid s t ruc tures as a result of 
an increase in concentration of free fatty acids, accumulat ion of 
lysophospholipids as well as of a l tera t ions in microviscosity of 
erythrocyte membranes . 
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И З У Ч Е Н И Е И М М У Н О М О Д У Л И Р У Ю Щ И Х 
С В О Й СТв Ф О С Ф О Л И П И Д О в 

НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи 
АМН СССР, Институт тонкой химической технологии 
им. М. В. Ломоносова, Москва 

Необходимость регуляции естественного имму 
нитета является проблемой, актуальность которой 
как в теоретическом, так и в практическом 
аспекте все более возрастает. В связи с этим 
в настоящее время широко развернулись поиски 
п реп а р а то в - и м м у н о м одул ято ров с р ед и р а з л и ч н ы х 
классов химических соединений. В этом отноше-
нии несомненный интерес представляет класс ли-
пидов. Так, среди нейтральных липидов были 
выявлены соединения, обладающие выраженной 
способностью повышать неспецифическую рези-
стентность мышей к заражению энтеробактериями 
[11]. Среди фосфолипидов также были обнару-
жены вещества с различными проявлениями им-
мунологической активности [3, 7, 8, 10]. Изуче-
ние иммуномодулирующих свойств фосфолипидов 
представляет интерес еще и потому, что они яв-
ляются основными компонентами такой прогрес-
сивной лекарственной формы, как липосомные 
препараты. Вместе с тем систематических иссле-
дований, посвященных изучению их воздействия 
на различные факторы естественного иммуни-
тета, а также взаимозависимости между особен-
ностями молекулярной структуры, характером 
биологической активности, практически не про-
водилось. 

Целью настоящей работы было изучение имму-
ностимулирующей активности основных предста-
вителей фосфолипидов фосфатидилэтанола ми-
нов и фосфатидилхолинов — и выяснение зави-
симости между особенностями структуры и эф-
фективностью их действия. 

М е т о д и к а . В работе использованы основные предста-
вители класса фосфолипидов - - различные фосфатидилэта-
иоламины (кефалины) и фосфатидилхолины (лецитины) ал-
кильного типа, а также соответствующие классы плазмалоге-
нов и холестерилфосфохолин (табл. I). Все препараты полу-
чены на кафедре химии и технологии тонких органиче-
ских соединений Московского института тонкой химической 
технологии им. М. В. Ломоносова. Их индивидуальное 
строение было установлено с помощью TCX и спектраль-
ных методов (масс-спектрометрии, И К-спектроскопии, ПМР, 
3 1 Р-ЯМР и др.) . 

Препараты вводили однократно, внутрибрюшинно или 
подкожно, в дозе 100 мкг на животное. В работе использо-
вали мышей-самцов белых беспородных и линии СВА массой 
18 20 г в возрасте 63 77 дней. Вышедших из опыта живот-
ных усыпляли наркозным эфиром. 

Иммуностимулирующее действие препаратов оценивали по 
способности стимулировать неспецифическую резистентность 
организма к инфекции, по действию на стволовые клетки 

(изменение количества эндогенных очагов кроветворении в 
селезенках летально облученных животных) и по активации 
макрофагов перитонеального экссудата (МПЭ) мышей. Об 
активации макрофагов судили по уровню снижении актив-
ности эндоплазматической 5'-нуклеотидазы МПЭ мышей [9 | . 

Определение неспецифической резистентности к инфекции 
проводили общепринятыми методами [2, 6 | путем заражения 
мышей живой культурой бактерий брюшного тифа (S. typhi 2) 
или Klebsiella pneumoniae К2. Заражение бактериями брюшно-
го тифа производили внутрибрюшинно через 3 сут после вве-
дения препаратов; заражение Klebsiella pneumoniae проводи-
ли внутривенно через 2 сут после введения препаратов. 

Определение эндогенных очагов кроветворения проводили 
по методу [ I I ] . Через 1 сут после введения препаратов мышей 
облучали тотально (60Со) в дозе 7 Гр ( Л Д 9 0 / 3 0 ) . На 9 
10-й день после облучения животных забивали, извлекали 
селезенки и подсчитывали среднее число колоний, прихо-
дящихся на одну селезенку. 

Определение активности 5'-нуклеотидазы в МПЭ беспород-
ных мышей и линии СВА проводили по методике | 4 | . При 
подкожном введении препаратов активность 5'-нуклеотидазы 
определяли через 1 сут, при внутрибрюшинном введении 
через 1, 14 и 20 сут [5]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Изменение 
неспецифической резистентности мышей к инфек-
ции под влиянием фосфолипидов представлено 
в табл. 2. Все исследованные фосфолипиды обла-
дали иммуностимулирующей активностью. Они в 
2 4 раза повышали резистентность мышей к за-
ражению как бактериями брюшного тифа, так и 
Klebsiella pneumoniae. 

По эффективности действия фосфатидилэта-
ноламины (кефалины) практически не отличались 
от соответствующих фосфатидилхолинов (лецити-
нов). Эффективность действия холестерилфосфо-
холина была ниже, чем у глицерофосфолипидов. 
Это согласуется с данными, полученными ранее 
пр и и с с л едо в а н и и не йт рал ь иы х гл ицер ол и пидов 
и производных холестерина [6]. 

Фосфолипиды — кефалины и лецитины —- ока-
зывали воздействие на стволовые клетки, увели-
чивая образование очагов кроветворения у ле-
тально облученных животных (табл. 3). 

Известно, что пусковым механизмом действия 
б о л ь ш и н ст в а имму н ост и м у л я то р о в я в л я етс я в ы -
зываемая ими активация макрофагов. Одним из 
биохимических признаков активации макрофагов 
является снижение активности 5'-нуклеотидазы 
макрофагов [9]. Было показано, что как при под-
кожном, так и при внутрибрюшинном введении 
фосфолипидов наблюдалось выраженное сниже-
ние активности этого фермента уже через 1 сут 
после введения препарата. Снижение активности 
5'-нуклеотидазы сохранялось до 20 сут экспери-
мента. По степени снижения ферментативной 
активности кефалины и лецитины практически не 
различались между собой. 

Наблюдаемое снижение ферментативной актив-
ности в макрофагах свидетельствует об актива-
ции клеток макрофагально-фагоцитирующей си-
стемы. Активация может быть вызвана как не-
посредственным воздействием исследуемых пре-
паратов на мембрану этих клеток, так и явиться 
результатом перераспределения субпопуляций 
макрофагов и накоплением в перитонеальном 
экссудате клеток с низкой активностью 5'-нуклео-
тидазы [11]. 

Фосфолипиды, помимо самостоятельного ис-
пользования в медицинской практике, приме-
няются в настоящее время и для создания липо-
сомных форм лекарственных препаратов. Для 



Препараты фосфолипидов, использованные в работе 

№ 
п/п Класс фосфолипидов, общая формула Наименование препаратов 

Глицерофосфолипиды 

I I I 

I V 

V I С Н 2 — О — R I 

V I I С Н — О — С О — R 2 

V I I I 

I X 

X 

X I 

X I I 

+ X I I I 

II + 
С Н 2 — O - P - O C H 2 C H 2 N X 

сг 

0 
+ 

X I V X N C H 2 C H 2 O P 

I 
0 " 

Фосфатидил этанол амины 
(кефалины) 

-О-гексадецил- -Sn-гли-
церо-3-фосфоэтаноламин 
1 -О-гексадецил 2-стеа-
роил-Бп-глицеро-З-фосфоэта-
ноламин 
1 -О-октадецил 2-стеаро-
ил-Бп-глицеро-З-фосфоэтано-
ламин 
Цис-1 -0- (1 -гексадеце-
нил) 2-стеароил-5п-
глицеро-3-фосфоэта нол амин 
Цис-1-0- (1-гексадеценил) — 
2-олеоил-5п-глицеро-3-фосфо-
этаноламин 
Цис-1 -0- (1 -октадеценил) — 
2-стеароил-5п-глицеро-3-
фосфоэтаноламин 
Цис,цис-1-0- (1,9-гексадека-
диенил-2-стеароил-Бп-глицеро-
3-фосфоэтаноламин 
Цис-цис-1 -0- (1,9-октадекадие-
нил) -2-стеароил-5п-глицеро-3-
фосфоэтаноламин 
Цис,цис-1-0- (1,9-октадекадие-
нил)-2-олеоил-Бп-глицеро-
3-фосфоэтаноламин 

Фосфатидилхолины 
(лецитины) 

1 -О-гексадецил 2-стеа-
роил-Бп-глицеро-З-фосфо-
холин 
1 -О-гексадецил 2-лауро-
ил-8п-глицеро-3-фосфохолин 
1-0- (2-метоксигексаденил)2-
стеароил-Бп-глицеро-З-фосфо-
холин 
1 -0-октадецил 2-ацетил-
Sn-глицеро-З-фосфохолин 

Производные холестерина 

Холестерил-фосфохолин 



Т а б л и ц а 1 

R2 

Н3 —С16Н33 

—С1бНзз 
С|»,Нз7 

— С Н = С Н - ( С Н 2 ) , 3 С Н 3 

С 1 7 Н 3 5 

С17Н35 
—С17Н35 

—СН=СН-(СН2)|3СН3 _(СН2)7—СН(СН2)7СНз 

—СН=СН—(СН2) is—СНз —С17Н35 

СН=СН—(СН2)б—СН = СН—(СН2)5СНз —С,7Н35 

СН=СН—(СН2)б—СН=СН—(СН3)7СН3 — С,7Н35 

СН=СН(СН2)б=СН—(СН2)7СНз — (СН2)7—СН = СН(СН2)7СНз 

—C16H33 —С17Н35 

— С16Н33 —СНцН2з 

(СН3)3 —СН2-СН(ОСНз)-(СН2),зСНз -С17Н35 

—С18Н37 —СНз 



Т а б л и ц а 2 

Влияние фосфолипидов на неспецифическую резистентность 
к и н ф е к ц и и 

11репарат 

S . t y p h i * Kl. pneumoni* JC К2 

11репарат лд80, 
млн микр. кл 

(М±т) 
исд Л Д в о , 

микр. кл. 
(М±т) 

И с 

Ф осфатиди л этанола-
мины (кефалины): 

I 
мины (кефалины): 

I 125,1=1=24,0 3,2 15544-200,0 3,4 
II 124,04-22,5 3,1 14624=180,0 3,2 
III 133,2=1=18,7 3,3 
IV 136,0 ч 22,0 3,4 1531 4= 195,0 3,3 
V 136,8=1= 18,7 3,5 
VI 1 12,0-4-18,0 . 2,8 1325=1=150,0 2,9 
VIII 84,0 I 1Г>,() 2,1 
IX 80,04=10,0 20,0 

Фосфатидилхоли н ы 
(лецитины): 

X 123,0=1=20,0 3,3 2559 ± 3 6 0 , 0 5,6 
XI 144,0 1 25,0 3,6 2194=1=340,0 4,8 
XII 132,0=t 15,1 3,3 1 782 1 195,0 3,9 
XIII 100,0±13,3 2,5 |Г)Г>4 1 200,0 3,4 

X о л ее те р и л ф ос ф о л и н 
(XIV) 94,5=1= 19,6 2,3 822=1=98,0 1,8 

Контроль 40,2=1=5,5 1,0 4 5 7 ± 6 0 , 0 1,0 

П р и м е ч а н и е. Каждая экспериментальная группа 
состояла из 35—40 животных. ИС — иммуностимулирующая 
активность. 

ферентными веществами для иммунной системы 
организма, поэтому при конструировании липо-
сомиых форм медицинских препаратов нельзя не 
учитывать иммуностимулирующих свойств фосфо-
липидов. 
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IMMIJNOMODULATING P R O P E R T I E S O F P H O S P H O L I P I D S 

этой цели в качестве основных компонентов 
липосомной мембраны применяют фосфатидил-
холин, а также холестерин. Количество фосфоли-
пидов, используемых для создания липосом, обыч-
но значительно превышает количество заключен-
ного в них лекарственного средства. Как пока-
зано выше, фосфолипиды не являются ипдиф-

N. О. Sinilova, А. P. Duplischeva, О. В. ' Kiril.lich.eva, 
V. V. Chupin, С. A. Serebrennikova, М. А. Tumanyan 

N. F. Gamale ja Insti tute of Epidemiology and Microbiology, 
Academy of Medical Sciences of the USSR. M. V. I.omonosov 
Insti tute of Fine Chemical Technology, Moscow 

Immunomodula t ing properties of glycerophospholipids were 
studied. Both phosphatidyl e thanolamines and phosphatidyl 
cholines exhibited similar immunos t imula t ing effects. 

Т а б л и ц а 3 

Влияние фосфолипидов на эндогенное колониеобразование и активность 5'-нуклеотидазы и МПЭ (в % от контроля) 

Активность 5' •нуклеотидазы 

Препарат Число эндогенных 
колоний (М±:т) 

при подкожном 
введении Препаратов при внутрибрюшинном введении препаратов 

через 1 сут через 1 сут через 14 сут через 20 сут 

Ф о с ф а т и д и л эт а н о л а м и н ы (кефалины): 
III 
IX 

Фосфатидилхолины (лецитины) 
X 
XI 

XII 
Холестерилфосфохолин (XIV) 

3,0=1=0,45 
1,84=0,3 

2,4=1=0,35 
2,8=1=0,4 

69,5 ± 5 , 9 
5 3 , 3 ± 11,05 

5 1 , 0 8 = 1 = 6 , 2 

57,1=1=1,5 

49,0=1=2,5 
42,8=1=2,3 

32,0=1=3,2 

35,0=1=2,05 

68,7=1=2,4 

5,04 =Ь 2,5 
64,9=1=3,1 

Контроль 1,3=1=0,25 1 0 0 = Ь 1 , 2 100,0=1=2,4 100=1=2,09 100=t 1,7 
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А Н Т И О К И С Л И Т Е Л Ь Н А Я А К Т И В Н О С Т Ь ПРО-
Т И ВО А РТ Р И Т Н Ы X Г1Р Е П А Р АТО В 

Белорусский университет им. В. И. Ленина, Минск, 
Минский медицинский институт 

Установлено важное значение свободноради-
кальных процессов в патогенезе артритов [5, 8, 
13, 14]. В клинической практике используют 
препараты фермента супероксиддисмутазы (СОД) 
|7] и низкомолекулярных антиоксидантов [4, 11|, 

дающие в ряде случаев хороший лечебный эф-
фект. Установлено также, что нестероидные про-
тивовоспалител ьные препараты (НПВП) , приме-
няемые при лечении артритов, подавляют гене-
рацию активных форм кислорода лейкоцитами, 
что обусловлено главным образом ингибирова-
нием образования кислородных радикалов [4, 
6, 9] . Однако НПВП, обладают и антиокисли-
тельным действием in vivo [2, 15] и in vitro 
[2, 12|, что, по-видимому, важно для их терапев-

тического эффекта. Однако остается неясным, ин-
гибируют ли НПВП свободнорадикальные реак-
ции или оказывают опосредованное действие. 

В данной работе проведено сравнительное ис-
следование антиокислительной активности НПВП 
(ацетилсалициловая кислота, индометацин, ибу-
профен, ортофен) и ряда базисных средств (де-
лагил, d-пеницилламин, декарис), используемых 
при лечении артритов, в условиях НАДФН- и 
ССЦ-зависимого перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) в микросомах печени крыс, а также реак-
ции аутоокисления адреналина. 

М е т о д и к а . Микросомальиую фракцию выделяли из пе-
чени крыс линии Вистар массой 130 180 г, голодавших в те-
чение 24 ч. Печень промывали охлажденным 0 , 9 % раство-
ром NaCI, гомогенизировали в трех объемах того же раствора 
и центрифугировали при 12 000 g 20 мин. Полученный суиер-
натант центрифугировали при 105 000 g 60 мин. 

В случае НАДФН-зависимого ПОЛ среда инкубации со-
держала 0,05 М фосфатный буфер рН 7,4, 0,02 М NaCI, 
10 мкМ FeSO-i, 0,3 мМ НАДФН, I 1,5 мг/мл микросомаль-
ного белка в конечном объеме 5 мл. 

При CCI/i-зависимом ПОЛ среда инкубации содержала 
0,05 М фосфатный буфер рН 7,4 0,02 М NaCI, 0,6 мМ ЭДТА, 
3,4 мМ CCh, вносимый в виде спиртового раствора с ко-
нечной концентрацией С2Н5ОН 2 %, 1 1,5 мг/мл микросомаль-
ного белка в конечном объеме 5 мл. 

Реакции начинали внесением НАДФН и проводили в 
случае НАДФН-зависимого ПОЛ при 22 —24 °С, в случае 
ССЦ-зависимого ПОЛ при 37 °С. 

Интенсивность ПОЛ оценивали по количеству образую-
щегося малонового диальдегида (МДА), который опреде-
ляли следующим образом: к I мл инкубационной смеси 
добавляли 1,5 мл 1 0 % трихлоруксусной кислоты и 2,5 мл 
0 , 5 % тиобарбитуровой кислоты. После 10 мип кипячения 
пробы центрифугировали для удаления денатурированного 
белка и измеряли оптическую плотность при 532 им. 

Реакцию аутоокисления адреналина (Serva», ФРГ) прово-
дили при комнатной температуре в 0,02 М фосфатном буфере 
рН 7,8. Скорость окисления оценивали по образованию окра-
шенных продуктов с максимумом 480 им. 

Ацетилсалициловая кислота, индометацин, ибупрофен, 
декарис, кверцетин, рутин вносили в среду инкубации в виде 
растворов в диметилформамиде: делагил, ортофен, d-пени-
цилламин в виде водных растворов, ионол в виде спирто-
вого. Степень ингибирования свободнорадикальных процес-
сов оценивали по торможению образования соответствующих 
продуктов в сравнении с контрольным образцом, куда вно-
сили только соответствующий растворитель. 

Спектральные исследования проводили на спектрофото-
метре «Specord М-40» ( Г Д Р ) . 

Р е з у л ь т а т ы и их о б с у ж д е н и е. В 
табл. 1 приведены данные, характеризующие ан-
тиокислительиую активность исследованных пре-
паратов, а также ряда антиоксидантов кверце-
тина, рутина, ионола в условиях IIOJI in vitro. 
ГЮЛ проводили в микросомальной фракции пе-
чени крыс. Для инициирования ПОЛ использо-
вали НАДФН, Fe2+ (НАДФН-зависимое ПОЛ) 
и НАДФН, ССЦ (ССЦ-зависимое П О Л ) . Как 
видно из табл. 1, ацетилсалициловая кислота и 
индометацин не оказывали существенного влияния 
на процесс 11 АДФН-зависимого ПОЛ даже при 
концентрации 10 мМ. Некоторое антиокислитель-
ное действие в этих условиях выявлено у ибупро-
фена, делагила и ортофена. Наиболее эффектив-
ным при IIАДФН-зависимом ПОЛ оказался d-ne-
ницилламин, ингибирующий при концентрации 
5 мМ образование МДА почти на 90 %. Однако 
эффективность даже этого препарата была на не-
сколько порядков ниже, чем у ионола и квер-
цетина. 

В условиях ССЬгзависимого ПОЛ делагил, 
ортофен и ибупрофен ингибировали образование 
МДА приблизительно в той же степени, что и при 
НАДФН-зависимом процессе. В то же время эф-
фективность d-пеницилламина в указанных систе-
мах существенно различалась. По-видимому, это 
связано с тем, что НАДФН-зависимое ПОЛ про-
текает только в присутствии ионов железа [8| 
и наряду с ловушками свободных радикалов 
подавляется различными хелаторами, связываю-
щими ионы металлов, например этилендиамин-
тетрауксусной кислотой (ЭДТА). ССЦ-зависимое 
ПОЛ инициируется без участия ионов железа 
и нечувствительно к присутствию хелаторов. По-
скольку известно, что d-пеницилламин обладает 
способностью связывать ионы металлов [3 | , мож-
но допустить, что в случае НАДФН-зависимого 
ГЮЛ он оказывает двоякое действие нейтра-

T а б л и ц а I 
Ингибирование противоартритными препаратами и антиокси-
дантами ферментативного перекисного окисления и микросо-
мальной фракции печени крыс 

Препарат 
Концент-

рация, 
мМ 

К оли ч е етво об р ал у ю i це гося 
МДА, % от контрольного 

уровня 
Препарат 

Концент-
рация, 

мМ НАДФН за-
висимое 

ПОЛ 

CCI «-нави-
си мое 
ПОЛ 

Ацетилсалициловая кис-
лота 10,0 95 

И ндометацин 10,0 96 
Ибупрофен 5,0 74 81 
Ортофен 5,0 71 64 
Делагил 2,0 69 63 
Купренил (d-пеницилл-

а м и н) 5,0 13 82 
Декарис 2,0 99 
Рутин 0,05 18 70 
Кв ерцетин 0,01 21 32 
Ионол 0,001 63 56 
Аскорбиновая кислота 0,1 102 63 

П р и м е ч а и и е. За контрольный уровень принимали ко-
личество МДА, образующегося в среде инкубации, содержа-
щей только соответствующий растворитель. Здесь и в табл. 2 
каждое значение представляет собой среднее по данным трех 
отдельных экспериментов. 

37 



Рис. 1. Ингибироваиие аутоокисления адреналина (0,4-10 3 М) супероксиддисму-
тазой ( С О Д ) и ЭДТА. 
/ -окисление адреналина в отсутствие ингибиторов, 2 в присутствии СОД (8 мкг/мл), 3 — в присут 
ствии ЭДТА (0,1 мМ). Здесь и на рис. 2 по оси абсцисс — время, ч; по оси ординат — длина волны, нм. 

Рис. 2. Ингибироваиие аутоокисления адреналина (0,4-10 3 М) базисными сред 
ствами, используемыми при лечении артритов. 
/ окисление адреналина в отсутствие ингибиторов, 2 — в присутствии 0,8 мМ декариса, 3 — в при-
сутствии 0,8 мМ делагила, 4 в присутствии 0,8 мМ с!-пеницилламина. 

Рис. 3. Динамика спектральных изменений, характеризующих процесс аутоокис-
ления адреналина (0,4-10 3 М) и его ингибироваиие декарисом. 
1. 3, 5, 7 спектры поглощения адреналина соответственно после 4, 6, 8 и 10 ч аутоокисления; 
2, 4, б, 8 спектры поглощения адреналина соответственно после 4, 6, 8 и 10 ч аутоокисления в при 
сутствии декариса (0,8 мМ; декарис вносили в среду инкубации по прошествии 4 ч от начала аутоокисле-
ния адреналина). 

РисЗ 

D 0,250 

Рис 2 Рис 1 

лизует свободные радикалы (антирадикальный 
механизм) и связывает ионы железа (хелатирую-
щий * механизм). В случае же ССЬ-зависимого 
ПОЛ реализуется только антирадикальный меха-
низм. Аналогичный феномен описан ранее для 
рутина [ I ] . Таким образом, d-пеницилламин 
может использоваться как препарат с мягким 
хелатирующим действием, блокирующий включе-
ние ионов железа в процессы свободнорадикаль-
ного окисления, но не влияющий, как следует из 
данных литературы [3 | , на запасы железа в орга-
низме и уровень его в плазме крови. Так как 
развитие воспалительного процесса в суставах 
сопровождается появлением в синовиальной жид-
кости свободного железа [8, 13], представляется 
вероятным, что лечебный эффект d-пенициллами-
на в этих случаях может быть связан с его хелати-
рующими свойствами. 

Для оценки антиоксидантного действия про-
тивоартритных препаратов в водной фазе исполь-
зовали реакцию окисления адреналина в адрено-
хром. Окисление проводили при рН 7,8; о скорости 
реакции судили по нарастанию оптической плот-
ности при 480 нм. Хотя реакция в этих условиях 
протекает достаточно медленно, она, по-видимому, 
соответствует схеме, предложенной в работе [1()| 
для описания быстрого окисления адреналина 
при рН 10,0, включающей образование промежу-
точных радикальных продуктов и анион-радикала 
кислорода. Эффективное торможение рассматри-
ваемой реакции СОД (более чем на 70 %; рис. 1) 
подтверждает высказанное предположение. 

Аскорбиновая кислота и кверцетин эффективно 
ингибируют окисление адреналина (табл. 2). 
В то же время ионол (см. табл. 2) и ЭДТА 
(см. рис. 1) оказывают менее выраженное дей-
ствие. 

Из исследованных препаратов наиболее сущест-

венно ингибировали окисление адреналина базис-
ные средства (см. табл. 2). При этом эффектив-
ность d-пеницилламина снижалась, а делагила 
и особенно декариса увеличивалась в течение 
процесса окисления адреналина (см. рис. 2). По-
видимому, это обусловлено тем, что в данных усло-
виях делагил и декарис способны превращаться 
в активные интермедиаты, обладающие выражен-
ным антиокислительным действием. Действитель-
но, как видно из рис. 3, при совместной инкуба-
ции декариса и частично окисленного адренали-
на образуется соединение с максимумом погло-
щения при 406 нм, накопление которого приводит 
практически к полному ингибированию окисле-
ния адреналина. 

Т а б л и ц а 2 

Ингибирование противоартритными препаратами и антиокси-
дантами реакции аутоокисления адреналина 

Препарат 
Концент-

рация, 
мМ 

Количество 
образующегося 

адрснохрома, 
% от конт-

рольного 
уровня 

А ц ет и л с а л и ц и л о в а я кислота 0,8 100 
Индометацин 0,8 80 
Ибупрофен 0,8 85 
Ортофен 0,8 100 
Д е л а г и л 0,8 60 
Купренил (d-пеницилламин) 0,8 32 
Д е к а р и с 0,8 77 
Рутин 0,08 60 
Кверцетин 0,02 49 
Аскорбиновая кислота 0,04 9 
Ионол 0,02 81 

П р и м е ч а н и е . Длительность окисления 6 ч. З а конт-
рольный уровень принимали количество адрснохрома, образую-
щегося в среде инкубации, с о д е р ж а щ е й только соответст-
вующий растворитель. 
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Исследованные нестероидные противовоспали-
тельные препараты либо не влияли на реакцию 
аутоокисления адреналина (ацетилсалициловая 
кислота, ортофен), либо незначительно ингиби-
ровали ее (индометацин, ибупрофен). 

Таким образом, препараты, используемые для 
лечения артритов, обладают некоторой анти-
оксидантной активностью, однако предположение 
о том, что это свойство является одним из ме-
ханизмов действия антифлогистиков, ставится под 
сомнение, так как, во-первых, антиокислитель-
ная активность не является универсальным 
свойством как исследованных противоартригных 
препаратов в целом, так и нестероидных противо-
воспалительных препаратов (см. табл. 1, 2) , 
во-вторых, антиоксидантное действие исследован-
ных соединений в водной фазе и особенно в усло-
виях перекисного окисления липидов менее эф-
фективно, чем у известных природных и синтети-
ческих антиоксидантов и проявляется лишь в кон-
центрациях, значительно превышающих терапев-
тическое. Таким образом, влияние противоартрит-
ных препаратов на свободнорадикальные про-
цессы носит в основном опосредованный характер. 
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A NT I OX I DATIVE ACTIVITY O F THE ANTIARTHRITIC 
DRUGS 

V. A. Kostyuk, A. I. Potapovich, N. F. Soroka 

Byelorussian Sta te University, Medical School, Minsk. 

Antioxidative activity of acetyl salicylic acid, indometaciri, 
ibuprophen, orthophen, delagil, D-penicillamine and levamysol 
was studied under conditions of NADPH- and CCU-dependent 
lipid peroxidation both in rat liver microsomes and in 
adrenal ine aut ioxidat ion. All the d rugs studied exhibited only 
slight antioxidative activity being dissolved in mater , and 
especially towards lipid peroxidation, as compared with 
quercitrol and ionol; their activity was noted at concentrat ions 
exceeding distinctly the therapeutic doses. At the same time, 
D-penicillamine inhibited lipid peroxidation not only by means of 

free radicals neutral izat ion but also via binding of iron ions. 
This property of the d r u g may be responsible for its effects, 
to some extent, in t rea tment of joint inf lammat ions . 
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Д И Н А М И К А А К Т И В Н О С Т И К Р Е А Т И Н К И 
Н А З Ы И ЕЕ И З О Ф Е Р М Е Н Т О В В С Ы В О Р О Т К Е 
К Р О В И Б О Л Ь Н Ы Х А Л К О Г О Л И З М О М 
НИИ экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград; 
Ленинский областной наркологический диспансер; Ленинград-
с к и й н а у ч н о - и с с л е д о в а те л ьс к и й п с и х о н е в р ол о г и ч ее к и й и н ст и т у т 
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Наиболее часто применяемые методы объектив-
ной диагностики алкоголизма основаны на опре-
делении в крови активности ферментов (у-глу-
тамилтрансферазы, алкогольдегидрогеназы, аспар-
тат- и аланинаминотрансфераз и др.) , источником 
которых является ткань печени [5]. Однако дан-
ные методы несовершенны и могут использо-
ваться лишь в качестве дополнительных крите-
риев для выявления алкоголизма (2, 5]. В связи 
с этим поиск чувствительных и специфических 
методов обнаружения систематического употреб-
ления алкоголя привлекает внимание исследова-
телей |7] . 

Креатинкиназа КК (КФ 2.7.3.2) фермент 
энергетического обмена, представленный в тканях 
тремя органоспецифичными изоферментами ММ-, 
MB- и ВВ-типа. ММ-КК содержится преимуще-
ственно в скелетных мышцах, М В - К К — в сердце 
и ВВ-КК - в нервной ткани |4) . 

Известно, что активность КК в сыворотке кроим 
повышается при заболеваниях, связанных с дест-
рукцией клеточных мембран [4]. Имеются сведе-
ния об увеличении активности К К в крови при 
острой и хронической алкогольной интоксикации 
[8, 10]. Эти факты указывают на принципиаль-
ную возможность использования креатинкиназно-
го теста для диагностики алкоголизма. Необ-
ходимым условием разработки такого теста явля-
ется изучение динамики активности КК и ее изо-
ферментов в крови больных алкоголизмом на раз-
ных стадиях заболевания. Выяснение данного во-
проса явилось целью нашего исследования. 

М е т о д и к а . Исследовали сыворотку крови 32 больных 
хроническим алкоголизмом II стадии (от 26 до 50 лет) . Из них 
20 человек поступили в стационар с алкогольным абстинент-
ным синдромом (ААС) и в соответствии с [3] были разделены 
на 3 группы: 1-я — с умеренным ААС, 2-я с ААС средней 
тяжести и 3-я с выраженным ААС. Активность КК опреде-
ляли в сыворотке крови у каждого больного на 1,3 и 7-е сутки 
пребывания в стационаре и через 1 и 2 мес. Остальные 12 че-
ловек прошли ранее курс лечения и находились в мо-
мент обследования в состоянии стойкой длительной ремиссии 
(от 1 года до 14 лет). 

Наряду с определением общей активности КК изучали 
ее изоферментный спектр. В качестве контроля использо-
вали сыворотку крови 15 клинически здоровых доброволь-
цев (от 20 до 40 лет) . 

Разделение изоферментов КК осуществляли с помощью 
колоночной хроматографии на ДЭАЕ-сефадексе А-50 [9 | . 
Предварительно выбирали оптимальные условия разделения 
изоферментов. Разделение проводили на микроколонке высо-
той 8 X 0 , 5 см; высота слоя сефадекса 2,5 см. На колонку 
наносили I мл сыворотки крови. Изоферменты ММ-КК, 
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Динамика изменений общей активности КК в сыворотке крови 
больных алкоголизмом 

Состояние 
Выра-

Срок воздержания Акт и в ноет ь КК , Состояние жен- Срок воздержания ME на 1 л обследованных ность от приема алкоголя ME на 1 л 

ААС 
от приема алкоголя сыворотки крови 

Клинически здоро-
вые добровольцы 
{п—15) 2 5 ± 6 

ЛАС: 
умеренный 
(/г = 7) 1 день 4 4 ± З а 

3 дня 6 5 ± 7 а -
7 дней 33 ± 5 

средней тяже- 1 день 5 4 ± 4 а 

сти (п — 1) 3 дня 140=ь9а' 
7 дней 41 4-5 а 

выраженный 1 день 53 zb 4 а 

( / г=8) 3 дня 2304=31 
7 дней 4 6 ± 5 а 

'ем и се и и до 2 мес 4 0 ± 4 а 

(/г = 8) 
от 1 до 14 лет 53 ± 3 8 

(п= 12) 
П р и м е ч а н и е . Буквами а -г отмечена достоверность 

различий показателей: а по отношению к контролю, б 
по сравнению с 1-ми и 7-ми сутками ААС, в по сравне-
нию с 3-ми сутками умеренного ААС, г по сравнению 
с 3-ми сутками выраженного ААС. 

МВ-КК и ВВ-КК элюировали ступенчатым методом 50 мМ 
трис-НС1-буфером (рН 7,0), содержащим 100, 200 и 400 мМ 
NaCI соответственно. Каждый изофермент элюировали 5 мл 
используемых растворов; элюаты собирали фракциями по 1 мл. 
Активность КК определяли колориметрическим методом |6 | 
на спектрофотометре «Specord М-40» («Jena», Г Д Р ) . Стати-
стическую обработку результатов проводили по Стыоденту. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
исследования активности КК в сыворотке крови 
больных с ААС свидетельствуют о наличии пря-
мой зависимости между степенью выраженности 
ААС и максимальным подъемом активности фер-
мента в крови (см. таблицу). Пик активности КК 
у больных всех трех групп приходился на 3-й сут-
ки ААС, а к 7 8-м суткам, когда ААС был прак-
тически полностью купирован, активность фермен-
та резко снижалась до уровня, достоверно не от-
личавшегося от исходного. На протяжении по-
следующих 2 мес лечения в стационаре актив-
ность КК у больных всех групп значительно не 
изменялась. 

При изучении изоферментных спектров КК было 
показано, что повышение ее общей активности в 
крови на 3-й сутки ААС происходит вследствие 
увеличения содержания всех трех форм КК. При 
этом относительное увеличение активности ВВ-КК 
(в 8 раз) было более выражено, чем увеличе-
ние MB и ММ изоферментов (в 1,8 и 2,4 раза 
соответственно). Указанная динамика активности 
КК в крови в период ААС обращает на себя вни-
мание в связи с тем, что по клиническим наблюде-
ниям алкогольный делирий развивается именно на 
3 4-е сутки ААС. Известно, что при ААС повы-
шается проницаемость мембранных структур, в 
том числе гематоэнцефалического барьера, при-
чем, как свидетельствуют наши данные, максимум 
увеличения проницаемости приходится именно на 
3-й сутки. В соответствии с представлениями 
И. Г1. Анохиной и Б. М. Когана [1], это может 
приводить к увеличению проникновения из крови 
в мозг дофамина и токсических продуктов его 

Изоферментный спектр КК в сыворотке крови больных алко-
голизмом в состоянии ремиссии. 
По оси абсцисс - MM- , MB- и ВВ-изоферменты К К ; мо оси ординат — содер-
жание изоферментов К К в сыворотке крови, %. Светлые столбики сыно-
ротка крови клинически здоровых лиц, заштрихованные сыворотка крови 
пациентов, находящихся в состоянии ремиссии (от I до 14 лет). 

обмена, что считается одной из возможных причин 
возникновения делирия. Обнаруженное ранее |8] 
значительное увеличение активности КК при алко-
гольном делирии также свидетельствует в поль-
зу данных предположений. Исследования, прове-
денные на лицах, находящихся в состоянии стой-
кой ремиссии (см. таблицу) , показали, что дли-
тельное воздержание от алкоголя (от 1 до 14 лет) 
не приводит к полной нормализации активности 
КК в крови. Изучение изоферментного спектра 
КК у пациентов в длительной ремиссии выяви-
ло существенное смещение его в сторону увеличе-
ния содержания MB- и ВВ-изоформ по сравнению 
с таковым у здоровых добровольцев (см. рису-
нок). Содержание МВ-КК и ВВ-КК у больных в 
состоянии ремиссии было примерно равным и со-
ставляло 20 -23 % общей активности, в то вре-
мя как у здоровых испытуемых содержание ука-
занных изоферментов составляло 0 -8 и 0 — 3 % 
соответственно. Такое резкое смещение изофер-
ментного спектра, по-видимому, нельзя объяснить 
только стойкими нарушениями проницаемости 
мембран клеток, в частности гематоэнцефаличе-
ского барьера и миокарда. Не исключена также 
возможность, что при хронической алкогольной 
интоксикации происходит депрессия гена, ответ-
ственного за синтез В-субъединицы КК в тканях 
скелетной мускулатуры (который в норме не про-
являет своей активности), вследствие чего и может 
наблюдаться увеличение процентного содержания 
MB- и ВВ-изоформ КК. 

Таким образом, изменение общей активности КК 
и ее изоферментного спектра может служить одним 
из маркеров хронического алкоголизма. Резуль-
таты нашей работы подтверждают предположе-
ние о целесообразности применения креатинки-
иазного теста для диагностики алкоголизма, а 
также, возможно, и для оценки вероятности раз-
вития алкогольного делирия. Данный тест пред-
ставляется особенно ценным вследствие того, что 
изменения активности КК и ее изоферментного 
спектра, наблюдаемые у больных алкоголизмом, 
отчетливо выражены и сохраняются в периодах 
длительных ремиссий. 
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Activity of c rea t ine k inase (CK) and its i soenzymes w a s 
s tudied in blood se rum of 32 pa t ien t s with alcohol abs t inen t 
s y n d r o m e of va r ious severi ty as well a s in pe r sons with 
long- te rm remission (f rom I to 14 years) as compared with the 
enzymat ic activity in heal thy volunteers . The severi ty of alcohol 
abs t inen t s y n d r o m e cor re la ted with an increase in the total 
enzyme activity in blood, where conten t of the all three С К 
isoenzymes (MM, MB and BB) , especially of BB-CK, w a s 
e levated . Con ten t of MB and BB isozymes w a s increased 
in blood of pa t ien t s with long- te rm remission, while activity of 
each of the isozyme cons t i tu ted up to 20-30 % of total С К 
activity, which w a s by one decimal order higher as compared 
with control va lues . I m p o r t a n c e of the a l t e r a t i ons observed 
in activity of c rea t ine k inase and i t s i s o e n z y m e s for d iagnos i s 
of a lcohol ism, especial ly unde r condi t ions of alcohol a b u s e and 
long- term alcohol abs t inence, is d iscussed . 
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Н А Л Ь Н О Й А К Т И В Н О С Т И Л И М Ф О Ц И Т О В 
Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова, Л е н и н г р а д 

Процессы созревания и дифференцировки Т-
лимфоцитов, осуществляющих реакции клеточного 
иммунитета, контролируются тимусом. Фактор 
(или факторы), вырабатываемый этим централь-
ным органом иммунитета, с одной стороны, инду-
цирует появление специфических маркеров на по-
верхности предшественников Т-клеток, а с дру-
гой контролирует функциональную активность 
Т-лимфоцитов [211. Процессы дифференцировки 
и пролиферации сопровождаются закономерными 
изменениями внутриклеточного содержания цик-
лических нуклеотидов [8, 18], спектра изофер-
ментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ) [9, 19] и ре-
цепторного аппарата [17] иммуиокомпстентных 
клеток. 

Целью работы явилось изучение влияния 
полипептидного препарата тимуса тималина 
|11| на биохимические и иммунологические пара-
метры дифференцировки и функциональную ак-
тивность лимфоцитов при приобретенных иммуно-
деф и цитн ы х состо я н и я х. 

М е т о д и к а . Изучение действия тималина ( завод меди-
цинских препаратов «Ленмнсопрома») проведено у 117 боль-
ных с приобретенными иммунодефицитными состояниями 
(хронические гнойно-воспалительные з а б о л е в а н и я ) , кото-
рым наряду с общепринятым лечением ежедневно внутри-
мышечно вводили по 5 10 мг препарата тимуса в течение 
5 7 сут. Контрольную группу составили 83 больных с анало-
гичной патологией и таким же лечением (за исключением 
т и м а л и н а ) . 

Биохимическое и иммунологическое исследования у боль-
ных обеих групп проводили до и после лечения (интервал 
между исследованиями составлял 7 12 дней) . В лимфоцитах , 
выделенных в градиенте плотности фиколло пака («Pha r -
macia», Швеция) и лизированных путем повторного замора-
живания и оттаивания, определяли изоферменты Л Д Г с 
помощью электрофореза в агаровом геле [5]. У части обсле-
дуемых изоферменты Л Д Г определяли в популяции лимфо-
цитов, обогащенных Т-клетками. Д л я этого взвесь лимфоцитов 
пропускали через колонку с нейлоновой ватой («Fenwal 
Labora tor ies» , С Ш А ) J14] . Анализ изоэнзимограмм осущест-
вляли денситометрически. После определения изоферментов 
Л Д Г , исходя из тетрамерного строения молекулы фер-
мента, рассчитывали соотношение полипептидных субъединиц 
Н и М (коэффициент 11/М Л Д Г | 5 ) , которое характе-
ризует процессы окисления в клетках и степень их зрелости 
|15, 19]. Д л я определения внутриклеточного уровня цикли-
ческих нуклеотидов лимфоциты, выделенные из крови указан-
ным ранее методом, инкубировали в течение 10 мин при 37 °С. 
Затем клетки делили па 2 равные части (контроль и .опыт) 
и в суспензию лимфоцитов (опыт) добавляли тималин в кон-
центрации I мкг /мл , растворенный в среде 199. Содержа-
ние цАМФ и ц Г М Ф в клетках определяли с использованием 
наборов реактивов « A m e r s h a m » , Англия) с последующим под-
счетом радиоактивности проб в жидкостно-сцинтилляционном 
счетчике («Nuclear Chicago», С Ш А ) . Исходный уровень нукле-
отидов принимали за 100 (контроль) . Изменение содержания 
цАМФ и ц Г М Ф после добавления в суспензию клеток тимали-
на (опыт) по отношению к контролю характеризовало чувст-
вительность циклазной системы к препарату тимуса и выра-
жалось в процентах. 

Количество T-лимфоцитов и их субпопуляций определяли 
по наличию дифференцированных антигенов на поверхности-
клеток с помощью мышиных моноклональных антител О К Т З , 
ОКТ4, ОКТ8 («Ortho», С Ш А ) иммунофлюоресцентным мето-
дом | 2 0 | . У больных т а к ж е оценивали реакцию торможе-
ния миграции лейкоцитов ( Р Т М Л ) с конканавалином 
А(КонА) |7 | и реакцию гиперчувствительности замедленного 
типа ( Р Г З Т ) на внутрикожное введение туберкулина. Чувстви-
тельность лимфоцитов к тималину определяли с помощью ин-
декса чувствительности ( И Ч ) отношения процентного содер-
жания «активных» T-лимфоцитов ( Е а - Р О К ) после добавления 
тималина в концентрации 1 мкг /мл в культуру клеток к их 
исходному количеству [ I I ] . Количество В-лимфоцитов ( I g + ) 
определяли в прямой иммунофлюоресцентной реакции с по-
мощью антииммуноглобулиновой сыворотки («Sevac», Ч С С Р ) 
| 7 | . С целью определения нормальных биохимических и им 
мупологических показателей обследовано 35 практически здо-
ровых доноров. Результаты исследований подвергнуты мате-
матико-статистической обработке на ЭВМ ЕС-1022 с исполь-
зованием пакетов программ. 

Р е з у л ь т а т ы и их о б с у ж д е н и е . Резуль-
таты исследований представлены в таблице. Из-
менение спектра изоферментов Л Д Г в лимфоцитах 
(снижение Л Д Г | и ЛДГ2, увеличение Л Д Г 4 и 
ЛДГ5) , снижение коэффициента Н / М — Л Д Г , Г) 
до лечения указывают на увеличение количества 
незрелых T-лимфоцитов в крови, для которых ха-
рактерным является усиление анаэробного глико-
лиза — типа метаболизма, присущего малодиффе-
ренцированным клеткам. Подтверждением этому 
служит выявленное увеличение содержания цАМФ 
в лимфоцитах при добавлении к ним тималина, 



Биохимические и иммунологические показатели дифференциронки и функциональной активности лимфоцитов у больных с 
приобретенными иммунодефицитными состояниями (Х4=/и) 

Показатель Норма 
Обследуемые контрольной 

группы 
Обследуемые, получавшие 

тималии 

до лечения после лечения до лечения после лечения 

Л Д Г , , % 
лдг2, % 
ЛДГ;,, % 
ЛДГ„ , % 
Л Д Г 5 , % 
Н / М — Л Д Г | _ 5 

Содержание в лимфоцитах при добавлении 
тималина (по отношению к исходному уров-
ню, принятому за 1 0 0 % ) , % : 

цАМФ 
цГМФ 

Лимфоциты ( - 1 0 9 / л ) 
О К Т З + 
ОКТ4 + 
О К Т 8 + 

О К Т 4 + / О К Т 8 + 
Р Т М Л с КонА, % 
Р Г З Т на туберкулин, мм 
ИЧ к тималину 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка ст 
лечения в данной группе ( р < 0 , 0 5 ) . 

19,74-0,9 13,84= 1,2* 14,64=1,4 13,34=2,1* 17,64=1,7** 
33,94-1,3 24,44-2,1* 26,74-1,9 25,84=3,3* 31,54=1,2** 
26,94=1,2 32,94=2,8 28,7=t2,4 29,7 ± 2,1 28,14-3,6 
14,94=0,7 19,74=1,1* 20,94:1 ,5 22,64=1,8* 17,54=1,1 
4,44=0,5 9,24=0,7* 9,1 4=0,6 8,54=0,6* 6,34=0,3** 

1,68 4=0,04 1,14 4=0,16* 1,184=0,09 1,154=0,06 1,484=0,05** 

98,74=5,4 157,34=9,8* 176,44= 12,6 168,84=10,3* 122,34=7,9** 
109,24-6,1 1 17,34=6,7 1 1 1.7=1=7,2 115,44:11,6 1 19,74=8,3 

1,094=0,08 0,524=0,07* 0,734=0,11** 0,53=1=0,06* 0,984=0,12** 
0,654=0,05 0,294=0,03* 0,374=0,03 0,304=0,03* 0,614=0,03** 
0,414-0,03 0,214-0,02* 0,264-0,03 0,224=0,02* 0,314=0,03 
0,294-0,02 0,224=0,04 0,314=0,03 0,264=0,03 0,364=0,04 
1,644-0,12 1,334=0,11* 1,424=0,13 1,364=0,12* 1,964=0,17** 
59,14=1,7 88,44=6,7* 75,34-4,1 84,14=6,8* 83,04-4,2** 
10,84=0,6 3,14=0,4* 4,84-0,7 3,64=0,5* 9,74=0,8** 
1,334=0,03 1,184=0,1 1* 1,224=0,13 1,174=0,12* 1,314=0,15** 

гистически достоверные различия с нормой ( /?<0 ,05) , две с показателем до 

что также характерно для клеток, находящихся 
на ранних этапах дифференцировки. У обследуе-
мых обнаружено достоверное снижение всех коли-
чественных и функциональных показателей Т-си-
стемы иммунитета. Следует отметить существенное 
уменьшение числа Т-хелперов/индукторов 
(СЖТ4+), Т-супрессоров/киллеров ( O K T 8 f ) и 
особенно их соотношения. 

После применения тималина в лимфоцитах об-
следуемых отмечена тенденция к нормализации 
спектра изоферментов Л Д Г , а также чувстви-
тельности циклазной системы к фактору тимуса, 
в то время как у больных контрольной группы 
эти показатели оставались на уровне исходных. 
При изучении спектра изоферментов Л Д Г в по-
пуляции лимфоцитов, обогащенной Т-клеткам и, 
коэффициент Н/М Л Д Г , _5 до лечения состав-
лял 1,36+0,08 (норма 1,83=Ь0,02). Применение 
тималина способствовало повышению этого коэф-
фициента до l,63db0,07, что указывало на взаимо-
связь изменений спектра изоферментов Л Д Г с про-
цессами созревания Т-лимфоцитов. Введение ти-
малина способствовало восстановлению показа-
телей клеточного иммунитета, что коррелировало 
с клинической эффективностью препарата. У об-
следуемых контрольной группы в те же сроки ис-
следования показатели Т-системы иммунитета из-
менились незначительно. 

Развитие иммунодефицитного состояния у боль-
ных с хроническими гнойно-воспалительными за-
болеваниями, по-видимому, является следствием 
нарушения процессов созревания и дифферен-
цировки Т-лимфоцитов, которое сопровождается 
угнетением их функциональной активности. Суще-
ственное значение имеют дегенеративные изме-
нения тимического эпителия, влекущие за собой 
нарушение процессов дифференцировки Т-лимфо-
цитов. Так, установлена возможность образова-
ния аутоантител к антигенам эпителиальных кле-
ток тимуса и телец Гассаля [22], а также появ-
ления в тимусе иммунных комплексов [1 | . Кроме 
того, изменение морфологии тимуса также отмече-

но при вирусной инфекции [23], туберкулезе 
[2], остеомиелите [10]. 

Сдвиг в популяции лимфоидных клеток в сто-
рону малодифференцированных Т-лимфоцитов мо-
жет быть обусловлен нарушением восприятия диф-
ференцировочных сигналов предшественниками 
Т-клеток на одном из этапов их созревания. Это 
происходит при патологических состояниях, про-
текающих с выраженным аутоиммунным компо-
нентом, образованием аутоантител к пре- Т-лим-
фоцитам, а также при блокаде иммунными комп-
лексами рецепторов лимфоцитов [13]. Таким об-
разом, нарушение процессов дифференцировки и 
функциональной активности Т-лимфоцитов может 
быть основой и (или) проявлением ряда вторичных 
иммунодефицитных состояний, что коррелирует с 
появлением незрелых Т-клеток в периферической 
крови [3, 6, 12, 16|. 

На фоне применения тималина отмечены норма-
лизация внутриклеточных биохимических процес-
сов и усиление экспрессии дифференцировочных 
антигенов, что сопровождалось восстановлением 
функциональной активности Т-лимфоцитов. Мож-
но полагать, что препарат тимуса способствует 
регенерации эпителия тимуса, которая сопровож-
дается нормализацией синтеза и секреции клетка-
ми пептидов тимуса. Тималин, вероятно, способ-
ствует также восстановлению рецепторного аппа-
рата Т-лимфоцитов. Биохимические и иммуноло-
гические показатели дифференцировки лимфоци-
тов могут быть использованы для диагностики 
и контроля эффективности проводимого лечения 
б о л ь н ы х с приобретенными иммунодефици т н ы м и 
состояниями. 
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EFFECT OF THYMALINE ON BIOCHEMICAL AND IMMU-
NOLOGICAL PATTERNS OF LUMPHOCYTE DIFFEREN-
TIATION AND FUNCTIONAL ACTIVITY 

V. Kh. Khavinson, A. L. Kozhemyakin, V. G. Morozov, 
L. A. Kozhemyakin 

Military-Medical Academy, Leningrad. 

Polypeptide preparat ion thymaline obtained from thymus was 
found to normalize the LDH isoenzyme spectrum and cyclase 
system in lymphocytes of patients. Thymaline contributed also 
to expression of differentiation ant igens on T-lymphocytes 
surface. As a result of this functional activity of T-lympho-
cytes was restored, which correlated with improvement of the 
patients clinical s tate . Biochemical and immunological pa t te rns 
of lymphocytes differentiation may be used both in diagnosis 
and control of t rea tment efficiency in patients with acquired 
immunodeficiency syndrome. 

(g) Э. И ХАСИИЛ, О. И. КИРИЛЛОВ. 1990 
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С О Д Е Р Ж А Н И Е Г Л И К О Г Е Н А И А К Т И В Н О С Т Ь 
Ф Е Р М Е Н Т О В У Г Л Е В О Д Н О Г О О Б М Е Н А ПЕЧЕ-
Н И В Р Е А Д А П Т А Ц И О Н Н О М П Е Р И О Д Е ПОС-
Л Е 20-СУТ0 1 1 Н О Й Г И П О К И Н Е З И И К Р Ы С 

Институт биологии моря Дальневосточного научного центра 
АН СССР, Владивосток 

Изменения углеводного обмена печени в про-
цессе длительной гипокинезии [1, 3, 6, 1()| обычно 
рассматривают как атрибут развития общего 
адаптационного синдрома Селье [1, 4, 7, 10]. Как 
было показано нами ранее [10], в течение не-
скольких первых часов и суток гипокинезии у 
крыс происходит увеличение поступления глюко-
зы из печени в кровяное русло, распад гликогена 
в печени, снижение активности гексокиназы (ГК) 
и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6Ф-ДГ) 
(аларм-реакция по Селье), однако через 10— 
15 сут содержание гликогена нормализуется, а ак-
тивность ГК и Г6Ф-ДГ возрастает до уровня, 
превышающего таковой в контроле, что свидетель-
ствует об адаптации к хроническому стрессу (ста-
дия резистентности по Селье). 11редставлялось 
интересным проследить, каким образом осуществ-
ляется нормализация отмеченных изменений после 
прерывания гипокинезии на этом этапе. 

М е т о д и к а . Самцов крыс Вистар с исходной массой те-
ла 130 150 г подвергали 20-суточному ограничению двига-
тельной активности в пеналах, после чего животных переса-
живали в обычные клетки. Контрольных крыс содержали 
в обычных клетках в течение всего эксперимента. По 8 конт-
рольных и подопытных крыс были декапитироваиы на 20-е сут-
ки гипокинезии, а также через 12 ч, 1,3, 5, 10, 20, 30, 45 и 65 сут 
реадапгационного периода. В печени определяли содержание 
гликогена (13), а также активность Г К (КФ 2.7.1.1.) [14) и 
Г6Ф-ДГ (КФ. 1.1.1.49) [9]. Статистические различия ре-
зультатов оценивали с помощью t-теста Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . У крыс, под-
вергнутых 20-суточной гипокинезии, содержание 
гликогена в печени было одинаковым с контро-
лем (см. рисунок). Активность ГК была несколь-
ко выше контрольного уровня, но разница между 
группами не являлась статистически значимой. 
Вместе с тем у гипокинезированных крыс наблю-
дали статистически достоверное увеличение актив-
ности Г6Ф-ДГ печени. Эти явления характерны 
для стадии резистентности хронического стресса. 

Взвешивание крыс показало, что под влиянием 
20-суточной гипокинезии масса тела уменьшилась 
на 14 % (187н=8,8 г в контроле, 1644=4,4 г в опыте; 
р = 0 , 0 0 2 ) . Известно, что гипокинезия вызывает в 
организме генерализованные катаболические из-
менения, которые захватывают все виды обмена; 
снижение массы тела у гипокинезированных крыс 
принято рассматривать как следствие этих нару-
шений [2, 7]. 

В реадаптационном периоде после 20-суточной 
гипокинезии восстановление показателей углевод-
ного обмена печени' носило фазовый характер. 

Фаза 1-я (первые 12 ч). Как видно из рисунка, 
через 12 ч реадаптации в печени подопытных 
крыс происходило уменьшение содержания глико-
гена. Поскольку стимуляция гликогенолиза слу-
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Содержание гликогена (а), активность ГК (б) и Г6Ф-ДГ (в) у 
контрольных (У) и подопытных (2) крыс. 
По оси абсцисс -продолжительность эксперимента; / 20-суточная гипо-
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активность ГК и Г6Ф-ДГ (в мкмоль Н А Д Ф - П / м и н на I г ткани). 

жит одним из наиболее характерных признаков 
аларм-реакции, этот факт подтверждает точку зре-
нии, согласно которой извлечение крыс из пеналов 
и возвращение их к обычным условиям содержа-
ния является достаточно интенсивным стимулом, 
чтобы вызвать новый острый стресс (так назы-
ваемый «стресс реадаптации» [2, 7, 10]) . Актив-
ность ГК и Г6Ф-ДГ в печени подопытных крыс 
через 12 ч реадаптации была несколько ниже, 
чем в контроле, без статистической значимости 
между результатами, однако по отношению к уров-
ню, имевшему место у крыс, подвергнутых 20-су-
точной гипокинезии; падение активности ГК и 
Г6Ф-ДГ оказалось статистически достоверным 
( р = 0 , 0 4 7 И 0,013 соответственно). Очевидно во 
время острого реадаптационного стресса происхо-
дит супрессия гликолиза и прямого окисления 
глюкозы в пентозофосфатном цикле. 

Фаза 2-я (от 1-х до 7-х суток). Уже через сутки 
реадаптации содержание гликогена в печени не 
только восстанавливалось до контрольного уров-
ня, но и превышало его. Высокое содержание гли-
когена до 7-х суток. Активность ГК была умеренно 
выше контрольного уровня па 1-е и 3-й сутки реа-
даптационного периода и не отличалась от него на 
5-е и 7-е сутки. Активность Г6Ф-ДГ в интервале 
от 1-х до 7-х суток реадаптации была значи-
тельно выше, чем в контроле. 

Наличие подобной анаболической фазы в реа-
даптационном периоде представляет собой мно-
гократно описанное явление, которое обычно трак-
туется как выражение суперкомпенсации израсхо-
дованных метаболических резервов [4, 8] . Другой 
подход состоит в том, что реадаптационный стресс 
рассматривается не только как острая реакция 
па извлечение крыс из пеналов, но и как хро-
нический, длительно протекающий процесс; в этом 
случае анаболическая фаза отождествляется со 
стадией резистентности реадаптационного стрес-
са [12]. В настоящем исследовании анаболиче-
ская фаза в интервале от 1-х до 7-х суток после 
извлечения крыс из пеналов могла формироваться 
благодаря 2 процессам: восстановлению элемен-
тов стадии резистентности, имевшей место у ги-

покинезированных крыс, и возникновению элемен-
тов стадии резистентности в развитии нового, 
реадаптационного стресса. 

На 7-е сутки реадаптационного периода масса 
тела контрольных крыс равнялась 195±7 ,9 г, под-
опытных 1 6 6 ± 9 , 3 г ( р = 0 , 0 3 7 ) , т. е. разница 
составляла 17 %. Отсюда следует, что в течение 
первой недели реадаптации масса тела подопыт-
ных крыс оставалась на том же уровне, что и в мо-
мент извлечения крыс из пеналов. Данное обстоя-
тельство существенно, так как оно свидетельствует 
о том, что анаболические изменения углеводного 
обмена печени в интервале от 1-х до 7-х суток 
реадаптационного периода носили локальный ха-
рактер. Это соответствует наблюдениям других 
авторов, показавших, что анаболическая предо-
мииация в реадаптационном периоде после гипо-
кинезии какое-то время ограничивается неболь-
шим числом метаболических процессов (накоп-
ление запасов холестерина в надпочечниках [12], 
повышение синтеза гликогена в печени | 7 | , акти-
вация окисления глюкозы через пентозофосфат-
ный путь [5| ), тогда как в других системах сохра-
няются глубокие катаболические нарушения 
[2, 7, 10]. 

Фаза 3-я (от 10-х до 30-х суток). 11а 10-е сутки 
реадаптационного периода содержание гликогена 
и активность исследованных ферментов в печени 
возвращались к контрольным значениям (см. рису-
нок). Поскольку в параллельном исследовании, 
выполненном на этих же крысах, в данный срок 
нормализовалось содержание кортикостерона в 
плазме, которое затем сохранялось на уровне конт-
роля до ко.нца опытов |12] , можно считать, что, 
начиная с 10-х суток, явления реадаптационного 
стресса окончательно снимались. Неожиданным 
оказалось то, что позднее, на 20-е сутки реадапта-
ции, содержание гликогена и активность ГК и 
Г6Ф-ДГ в печени статистически достоверно умень-
шались по сравнению с контролем, т. е. углевод-
ный обмен печени — на этот раз вне связи с адре-
нокортикальной стимуляцией - повторно приоб-
рел катаболическую направленность. На 30-е сут-
ки различия в содержании гликогена и активности 
ГК и Г6Ф-ДГ между опытной и контрольной груп-
пами сохранялись, хотя и становились статисти-
чески недостоверными. 

Масса тела подопытных крыс на 10-е сутки реа-
даптации составляла 171 ± 8 , 4 против 1 9 7 ± 7 , 3 г 
в контроле (р = 0,037), на 20-е сутки 2174=5,8 
против 2414=6,3 г в контроле (р = 0,014), т. е. про-
должала оставаться статистически достоверно 
уменьшенной. Только к 30-м суткам масса тела 
достигала величины, статистически достоверно не 
отличающейся от контрольного уровня ( 2 2 9 ± 7 , 0 
и 249ч=Ю,8 г соответственно; р = 0 , 1 3 2 ) . Таким 
образом, явления стресса в реадаптационном пе-
риоде после гипокинезии снимались значительно 
раньше восстановления массы тела, а следователь-
но, и исчезновения генерализованных катаболи-
ческих изменений. Последние, согласно данным 
литературы, сохраняются в течение длительного 
времени, иногда вдвое или втрое превышающего 
продолжительность самой гипокинезии |2, 7]. 
По-видимому, после расформирования локального 
очага анаболического преобладания,характерного 
для стадии резистентности реадаптационного 
стресса, показатели углеводного обмена не могут 
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удержаться на контрольном уровне, а приобре-
тают противоположную катаболическую направ-
ленность из-за необходимости восстановления рав-
новесия между ними и состоянием остальных мета-

болических процессов целого организма: происхо-
дит как бы реюстирование углеводного обмена 
печени к сохраняющемуся общему катаболи-
ч ее ком у фону. 

Фаза 4-я (от 45-х до 65-х суток). В этом интер-
вале реадаптационного периода масса тела и 
масса печени, содержание гликогена и актив-
ность ГК и Г6Ф-ДГ печени восстанавливались 
до уровня контроля (см. рисунок). На 65-е сут-
ки реадаптации масса тела контрольных крыс 
равнялась 2 9 5 ± 8 , 0 г, подопытных- 301=1=7,7 г 
(р=0,625). 

Полученные данные показывают, что нормали-
зация углеводного обмена печени после- дли-
тельной гипокинезии представляет собой не линей-
ный, а сложно протекающий процесс. Характер 
отдельных фаз реадаптационных изменений угле-
водного обмена печени определяется, с одной сто-
роны, состоянием стрессовых механизмов, а с дру-
г о й - с о с т о я н и е м остальных метаболических 
звеньев целого организма. 
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CONTENT OF GLYCOGEN AND ACTIVITY OF SEVERAL 
ENZYMES INVOLVED IN CARBOHYDRATE METABOLISM 
IN RAT LIVER T I S S U E DURING THE READAPTATION 
PERIOD FOLLOWED BY 20 DAYS HYPOKINESIA 

E. /. Khasina, О. I. Kirillov 

Inst i tute of Marine Biology, Far Eastern Branch of the Academy 
of Sciences of the USSR, Vladivostok. 

Content of glycogen and activity of hexokinase (HK) were 
similar to control value, while activity of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G6PD) was increased in liver t issue of ra ts 
af ter 20 days long hypokinesia. Acute s t ress (or readaptat ion 
s t ress) was observed in the animals after discontinuation of the 
immobilization, which was character ized by a decrease in content 
of glycogen and in activity of HK and G6PD in liver tissue. 
These pa t t e rns studied exceeded the control values within the 
first week after immobilization, they became similar to controls 

within 10 days and decreased repeatedly at the period between 
20 and 30 days. Only within 45-65 days of the readapta t ion 
period content of glycogen as well as activity of I IK and 
G6PD were completely normalized. 
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Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О Г О СВЯ-
З Ы В А Н И Я Т И Р Е О И Д Н Ы Х Г О Р М О Н О В С 
П Л А З М А Т И Ч Е С К И М И М Е М Б Р А Н А М И С И Н -
Ц И Т И ОГ Р О Ф О БЛ АСГА ПЛАЦЕНТ Ы Ч EJ10-
В Е К А 

Лаборатория химии белковых гормонов; Институт биоорга-
нической химии All БССР, Минск 

Гормоны щитовидной железы оказывают коор-
динирующее воздействие на целый комплекс био-
логических процессов, составляющих основу роста 
и дифференцировки, и, следовательно, играют ве-
дущую роль в регуляции нормального функцио-
нирования организма. На клеточном уровне иници-
ирование самых разнообразных биохимических 
процессов осуществляется путем переноса ти-
реоидных гормонов из плазмы крови через плаз-
матическую мембрану и их взаимодействия с 
ядерным рецептором |8, 10]. Гипотезам о пассив-
ной диффузии тиреоидных гормонов из плазмы 
крови в клетку пришли на смену эксперименталь-
но обоснованные концепции об активном транс-
порте с участием специфических мембранных бел-
ков 1141. 

При беременности у человека плацента является 
важным органом-мишенью тиреоидных гормонов. 
Клетки и субклеточные фракции плаценты спо-
собны связывать [9] и метаболизировать тиреоид-
ные гормоны 113]. Кроме того, по мнению отдель-
ных авторов | 1 1 | , плацента может опосредство-
вать уникальную связь между тиреоидными гор-
монами и транспортными белками плазмы мате-
ри, с одной стороны, и плодом — с другой. 

Ранее нами были подробно изучены белки, свя-
зывающие тиреоидные гормоны в плазме и амнио-
тической жидкости матери и в пуповинной крови 
новорожденных [3, 6, 7], описаны физико-хими-
ческие [2| и биологические [5] свойства свя-
занного с беременностью молекулярного варианта 
тироксинсвязывающего глобулина. Подробно изу-
чены молекулярные аспекты комплексообразова-
ния тиреоидных гормонов и их структурных ана-
логов с этими белками [1]. Логическим разви-
тием этих исследований нам представляется выяс-
нение роли тироксинсвязывающих белков плазмы 
в механизме транспорта тиреоидных гормонов в 
ткани, специфичные для беременности. В качестве 
модельной системы in vitro нами выбрана система 
тиреоидный гормон — связывающий белок плаз-
мы плазматическая мембрана щеточной окаем-
ки синцитиотрофобласта и поставлена задача изу-
чить взаимодействие между отдельными ее компо-
нентами и характеристики связывания системы в 
целом. 

Важным этапом исследований в этом направ-
лении явилось изучение кинетических и термо-
динамических характеристик взаимодействия 
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Рис. 1. Кинетика ассоциации [ |2Г)1| Т3 с плазма-
тическими мембранами щеточной окаемки синцитиотро-
фобласта плаценты человека. 
а — кинетические кривые при 4 °С ( / ) , 22 "С (2) и 37 "С (3) \ б 
линеаризация кинетической кривой при 22 °С. 

10 20 30 40 50 60 мин /О 20 30 4 О мин 

трийодтиронина (Т3) и его структурных аналогов 
с мембранами в отсутствие белков плазмы крови. 
Полученные результаты представлены в данной 
работе. 

М е т о д и к а. Нормальную послеродовую плаценту получа-
ли из областного родильного дома Минска. Транспортирование 
и хранение плаценты при 0 4 °С в буфере Кребса перед 
экспериментом составляло не более 3 ч. Плацентарную ткань 
отделяли от плодовых оболочек, делили на части по 25— 
30 г, которые немедленно использовали в работе или хра-
нили не более 3 дней при 20 °С. 

Образец ткани измельчали с помощью ножниц, промы-
вали 0,1 М СаС1г и буфером Кребса и использовали для 
получения плазматических мембран щеточной окаемки синци-
тиотрофобласта [17]. Ткань суспендировали в буфере Креб-
са, содержащем 10 4 М фенилметилсульфонилфторид («Sig-
ma», США) , и перемешивали на магнитной мешалке в тече-
ние 30 мин. Полученный гомогенат фильтровали через несколь-
ко слоев марли, центрифугировали 15 мин при 600 g, осадок 
отбрасывали, фракцию плазматических мембран осаждали 
центрифугированием в течение 15 мин при 25 000 g и дважды 
промывали буфером Кребса. О нативности и степени чисто-
ты мембран судили но активности 5'-нуклеотидазы [17]. В по-
следующих экспериментах использовали мембранные препара-
ты, в которых удельная активность фермента была в 6 10 раз 
выше, чем в исходном гомогенате. Общий мембранный белок 
определяли по методу Лоури [15]. 

В работе использовали [12б1] Т3 с удельной активностью 
74 ПБк /моль ( В / О «Изотоп»), радиоинертные йодтиронины 
(«Sigma», США) , соли, основания и кислоты марки х. ч. оте-
чественного производства. Все буферные растворы готови-
ли, используя дважды перегнанную в стеклянной аппарату-
ре воду. 

Д л я определения параметров связывания препарат мембран 
(0,4—0,5 мг общего белка) в пластиковых пробирках инкуби-
ровали с различными количествами [ | 251] Тз и «холодных» 
йодтиронинов в 1,0 мл трис-HCI (рН 7,4), содержащем 0,1 М 
NaCl и 0,01 М СаС12, варьируя температуру и время инку-
бации. Затем смесь центрифугировали в течение 15 мин при 
4 °С и 25 000 g. Надосадочную жидкость тщательно удаля-
ли и измеряли активность осадка в автоматическом счет-
чике «Ria G a m m a » 1274 (LKB, Финляндия) . 

За неспсцифическое связывание принимали связывание 
||2Г>1] Тз в присутствии 10 () М Тз. Вычитая эту величину из 

общего связывания, получали значение специфического свя-
зывания. Константы скорости ассоциации {k\) и диссоциации 

(&i) рассчитывали по методу [12]. Равновесные параметры 
связывания определяли путем графического анализа данных 
по Скэтчарду [16]. Полученные данные обработаны общепри-
нятыми методами вариационной статистики. Далее по тексту 
приведены средние значения кинетических и равновесных па-
раметров, каждый из которых был рассчитан по результа-
там 5—7 независимых экспериментов с использованием раз-
личных препаратов мембран. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
определения временной и температурной зависи-
мостей специфического связывания [1251] Т3 с 
плазматическими мембранами синцитиотрофобла-
ста человека представлены на рис. 1. Процессы 
связывания при 4 и 22 °С кинетически отличались 
весьма незначительно и через 30 мин после сме-
щения компонентов системы достигалась макси-
мальная величина специфического связывания ме-
ченого гормона. Однако при 37 °С кинетическая 
кривая имела более сложную форму, что могло 
указать на протекание наряду со связыванием 
побочных процессов, таких как деградация мемб-
ран и (или) меченого лиганда. 

Мы оценили кинетические параметры связыва-
ния при 22 °С, исходя из уравнения для псевдо-
первого порядка ассоциации: 

In \Bmax(U-Bl)/Lo(Bmax-Bt)]=ki(U-Bmax)t , (1) 

где £ т а х — концентрация связанного лиганда в со-
стоянии равновесия (на плато кинетической кри-
вой); В, концентрация лиганда, связанного в 
момент времени L0 — общая концентрация до-
бавленного лиганда; k\ — константа скорости ас-
социации. Значение к \ определяли по наклону пря-
мой графика зависимости выражения в левой ча-
сти уравнения 1 (на рис. 1 обозначено In В) от вре-
мени. Величина k\ оказалась равной 1,0Х 
X Ю10 М 1 мин 

Важной характеристикой процесса связывания 
является его обратимость, т. е. способность свя-
занного лиганда диссоциировать из комплекса. 
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Рис. 2. Кинетика диссоциации комплекса [ | 2 5 1 ] Т з 
с плазматическими мембранами плаценты. 
« — экспериментальная кривая диссоциации при 22 °С; б ли-
неаризация участков кривой, соответствующих быстрой и медлен-
ной фазам диссоциации. 
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Рис. 3. Графический анализ по Скэтчарду специ-
фического связывания Т3 с плазматическими мембра-
нами плаценты. 
а высокоаффинное связывание; 0 низкоаффинное связывание. 

В/И1д' 

Только для обратимых процессов имеет смысл 
рассчитывать равновесные параметры связыва-
ния. На рис. 2 показана кривая диссоциации во 
времени при 22 °С связанного с мембранами 
[ II Тз, вызванная введением в систему после 

достижения равновесия большого избытка 
( Ю 6 М ) Тз. Предполагая первый порядок реак-
ции диссоциации, имеем 

In ( В , / Я т а х ) = (2) 

где В т а х — и с х о д н а я (равновесная) концентрация 
лиганда; Bt—концентрация лиганда в момент 
времени t процесса диссоциации. Для расчета 
к , строится соответствующий график (см. рис. 2). 
Из рис. 2 видно, что процесс диссоциации имеет 
явно выраженный двухфазный характер. Д л я 
быстрой фазы (0—15 мин, прямая У на рис. 2 , 6 ) 
к | = 2 , 4 -10"1 мин "1. На основании полученного 
значения к , можно вычислить время полужизни 
(/ , / 2) комплекса из уравнения 2, приняв Bt/Bmах = 
= 0,5. В нашем случае tW2—2,9 мин. Соотношение 
к\/к , дает значение равновесной константы дис-
социации (Кд) , равное 2 ,4-10~" М. 

Необходимо отметить, что измерения кинети-
ческих параметров взаимодействия [1251] Тз с 
мембранами в данной работе носят оценочный 
характер, так как точные значения соответствую-
щих величин можно получить лишь с исполь-
зованием инструментальных методов быстрой ки-
нетики. 

Исследование специфического связывания Тз с 
плазматическими мембранами в равновесных ус-
ловиях показало, что гормон взаимодействует с 
двумя типами сайтов (рис. 3). Высокоаффинное 
связывание характеризовалось константой ассо-
циации (К а) , равной 2,0-1010 М 1 и концентрацией 
связывающих сайтов (£m a x) 12,5 фмоль Тз на 1 мг 
мембранного белка. Следует отметить, что значе-
ния Кд, полученные кинетическим методом (с уче-
том быстрой фазы диссоциации) и путем измере-

Рис. 4. Ингибироваиие свя-
зывания [12б1]Тз с плазмати-
ческими мембранами плацен-
ты трийодтиронином и его 
ст р у кт у р н ы м и а н а л о г а м и. 
Уровень связывания [ , 2 б 1 ] Т з в отсут-
ствие ингибиторов принят 100. 
I L -T3; 2 I..-T4; 3 3,3',5-трийод-
тироуксусная кислота; 4 3,3',5-три-
йодтиропропионовая кислота; 5 
3,5-дийод-Ь-тирозин; 6 D-T.i, D-T.,. 

иии в равновесных условиях, оказались весьма 
близкими (2,4-10 11 и 5,0-10 11 М соответствен-
но). Низкоаффинные сайты имели К а =4 ,8* 106 М 1 

И В m a x — 3 6 П М О Л Ь / М Г . 
Для выяснения таких характеристик связывания 

тиреоидных гормонов плазматическими мембрана-
ми плаценты, как селективность и стереоспеци-
фичность, были проведены эксперименты по кон-
курентному ингибированию связывания [ | 251] Т3 
структурными аналогами и стереоизомерами ти-
реоидных гормонов (рис. 4) . 

Тироксин (Т4) проявлял меньшее, чем Т3, но до-
статочно высокое сродство к связывающим сай-
гам. D-изомеры тиреоидных гормонов слабо кон-
курировали с природными изомерами за участки 
связывания. Необычная форма кривых ингибиро-
вания тироуксусной и тиропропионовой кислотами 
может быть обусловлена тем, что эти аналоги 
взаимодействуют с мембранами по иному механиз-
му, чем Тз и Т4. Утрата молекулой структурных 
особенностей, характерных для йодтиронинов, пол-
ностью лишает ее сродства к плазматической 
мембране, как это видно на примере дийодти-
розина. 

Таким образом, специфическое связывание ти-
реоидных гормонов с плазматическими мембрана-
ми щеточной окаемки синцитиотрофобласта чело-
века in vitro является насыщаемым, обратимым, 
чувствительным к температуре процессом, который 
характеризуется также высокой селективностью 
и стереоспецифичностыо в отношении химического 
строения и пространственной структуры связывае-
мых соединений. Предстоит выяснить, как проте-
кает этот процесс в условиях, более близких к 
физиологическим, т. е. в присутствии транспорт-
ных белков плазмы крови. 
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S P E C I F I C BINDING OF THYROID HORMONES WITH PLAS-
MATIC MEMBRANES O F HUMAN PLACENTAL SYNCY-
TIО T R OPHOBLAS T 

E. I. Karpyza, M. N. Ermolenko, О. V. Sviridov 

Insti tute of Bioorganic Chemistry, Academy of Sciences of the 
Byelorussian SSR, Minsk 

Kinetic and equilibrium character is t ics of the interaction of 
triiodothyronine (Тз) and its s t ruc tura l ana logues with plas-
matic membranes of human placental syncytiotrophoblast were 
studied. The specific binding was temperature-dependent , sa-
turable, reversible, selective and stereospecific. The following 
values of the binding pa ramete r s were obtained: association 
rate cons tant 1.0-10" M 'min dissociation ra te constant 
(fast phase) 2.4-10 1 min half-life time of the complex 

2.9 min, equilibrium association cons tan t s for high- and low-
affinity s i tes- 2.0- 10l() M 1 and 4.8-10° M \ respectively, 
concentrations of the corresponding sites — 12.5 fmol and 
36.0 pmol per mg of membrane protein, respectively. The affi-
nity for membranes decreased in the following order : L = T 3 > 
>L=T4>3 ,3 ,5 - t r i i odo thy roace t i c acid >>3,3,5-triiodothy гор гор io-
nic acid > D - = T 3 > D = T , j > 3 , 5 - d i i o d o - L - t y r o s i n e . 

© H. И. СОЛОВЬЕВА, 3. И. ВОЛКОВА, 1990 
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И С С Л Е Д О В А Н И Е П Р О Т Е О Л И Т И Ч Е С К О Й АК-
Т И В Н О С Т И К Л Е Т О К К Р О В И П Р И РЕВМА-
Т О И Д Н О М А Р Т Р И Т Е 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР; 
Институт ревматологии АМН С С С Р 

Ревматоидный артрит (РА) относится к систем-
ным заболеваниям соединительной ткани, при 
котором происходит нарушение метаболизма всех 
осно в н ы х ком по 11 е нто в соед и н и тел ьнот к а нного 
матрикса - коллагена, иротеогликанов и глико-
протеинов. Необратимые деструктивные процессы, 
происходящие в суставном хряще при РА, осу-
ществляются гидролитическими ферментами и в 
первую очередь протеиназами, которые освобож-
даются из различных клеток, находящихся в вос-
паленном суставе. Состав клеток в зоне эрозии 
суставного хряща варьирует, в ней обнаружи-
ваются нейтрофилы, макрофаги, плазматические 
и тучные клетки, фибробласты. Все эти клетки 
содержат целый набор протеолитических фермен-
тов |2 4, 7, 14|. Клетки синовиума и суставного 
хряща также продуцируют различные протеипа-
зы [13]. Внимание многих исследователей об-
ращено на изучение роли протеиназ при РА [2, 8, 
12|. Однако основные работы в этом плане про-

ведены на синовиальной жидкости и сыворотке 
крови [6, 12, 14] и чаще всего связаны с исследо-
ванием отдельных тканевых протеиназ. Одним из 
основных источников протеолитических фермен-
тов крови, особенно при развитии воспалитель-
ных и деструктивных процессов, являются нейтро-
филы (Нф), мононуклеарные клетки (МЫ) и 
тромбоциты (Т). Особый интерес при развитии 
РА представляет исследование коллагенолитиче-
ской активности, так как 90 % белков хряща 
составляет коллаген. 

Задачей настоящего исследования было изуче-
ние протеолитической (коллагенолитической и 
казеинолитической) активности при РА в Нф, МН 
и Т в зависимости от особенностей течения пато-
логического процесса и продолжительности за-
болевания до и после лечения. 

М е т о д и к а . В качестве объекта исследований использо-
вали Нф, МН и Т здоровых и больных РА лиц. Клетки 
крови получали из венозной крови; в качестве антикоагулян-
та использовали ЭДТА. Разделение клеток проводили в 
градиенте плотности фиколла верографина | 1 | . Клетки 
разрушали многократным замораживанием и оттаиванием 
(5—7 раз) в физиологическом растворе, содержащем 0,1 % 
тритон Х-100. Лизаты клеток центрифугировали при 
6000 об/мин в течение 30 мии при 4 °С. В супернатантах 
определяли концентрацию белка по Лоури и коллагенолити-
ческую и казеинолитическую активность при нейтральном 
значении рН. Д л я определения казеинолитической актив-
ности в качестве субстрата использовали | 4С-ацетилирован-
ный казеин |11| с удельной радиоактивностью 2 
3-10 ь имп/мин/мг. Пробы, содержащие 20 мкл 1 % | 4С-ацети-
лированного казеина и 0,1 или 0,2 мл лизата клеток в 0,05 М 
фосфатном буфере, рН 7,8, инкубировали в течение I ч при 
37 °С. Лизаты Т инкубировали в течение 3 часов. Реакцию 
останавливали добавлением 10 % трихлоруксусной кислоты 
(ТХУ), после чего пробы центрифугировали и в надосадочной 
жидкости определяли радиоактивность. 

Для определения коллагенолитической активности в ка-
честве субстрата использовали ацетилированный мС-уксусным 
ангидридом коллаген I типа из кожи крыс [10]. Удельная 
радиоактивность полученных препаратов составляла 1,5 
2-10'' имп/мин/мг. Пробы объемом 50 мкл, содержащие 
50 м к г (20 30 000 имп/мип) 0,1 % м С-коллагена в 0,05 М 
трис-НС1-буфере рН 7,5, в присутствии 0,2 М NaCI и 0,005 М 
CaClj , инкубировали 2 ч при 37 °С до формирования пленок, 
представляющих собой реконструированные фибриллы кол-
лагена. Пленки промывали дистиллированной водой и затем 
на них наносили лизаты клеток по 0,1 и 0,2 мл. Инкубацию 
проводили в течение 3 ч при 37 °С, пробы охлаждали в ледя-
ной бане, центрифугировали и в надосадочной жидкости 
определяли радиоактивность. 

11ротеолитическую активность выражали в микрограммах 
м С-коллагена или м С-казеина, прогидролизованных за 1 ч 
в пересчете на 106 клеток и на 1 мг белка лизата клеток. 
В качестве ингибиторов протеолитической активности были 
использованы ЭДТА, Д Ф Ф (диизопропилфторфосфат), ПХМБ 
(/2-хлормеркурибензоат) - специфические ингибиторы трех 
основных классов нейтральных протеиназ («Serva», ФРГ) 
металлозависимых, сериновых и тиоловых протеолитических 
ферментов соответственно. Некоторые из этих реагентов, 
например ЭДТА, могут быть ингибиторами по отношению 
к металлозависимым протеииазам и активаторами по отно-
шению к тиоловым протеииазам. 

Было обследовано 5 практически здоровых лиц и 18 с до-
стоверным РА в возрасте от 18 до 60 лет. Из них II лиц 
были с суставной формой заболевания и 7 с системными 
проявлениями; у 4 была I степень активности патологиче-
ского процесса, у 6 II, у 8 III. Медленно прогресси-
рующее течение болезни наблюдалось у 9, быстро прогресси-
р у ю щ е е у 9; I — II стадия процесса рентгенологически диа-
гностирована у 4 больных и III IV у 14. Большие РА 
были с давностью заболевания от нескольких месяцев до 
20 лет. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
исследований коллагенолитической и казеиноли-
тической активности в лизатах клеток крови при 
РА представлены в табл. 1 и 2. Установлено, что 



Казеинолитическая активность в клетках крови в норме и при различных вариантах течения ревматоидного артрита Таблица 1 

Показатель 

Нейтрофилы Мононуклеарные клетки Тромбоциты 

Показатель белок, мкг 
на 10б клеток А Б белок, мкг 

на 106 клеток А Б А 

Доноры (5) 102,Он-1 7,0 3 5 6 , 0 + 4 5 , 3 34,54-3,5 154,04-16,5 61,04-6,9 9 , 3 + 1 , 1 31,7 + 6,2 
Больные РА 6 7 , 3 ± 9 , 8 7 8 8 , 5 ± 117,4 5 5 , 7 ± 7 , 6 (18) 101 ,0±13 ,6 212 ,2±41 ,7* 2 0 , 4 ± 4 , 3 * (18) 2 7 , 2 ± 11,6 (16) 
Форма заболевания: 

суставная 66 ,8+14 ,4 798,94-161,1 57,44-9,6 (11) 97,64-15,5 254,94-56,3 2 4 , 1 + 6 , 1 (12) 2 6 , 6 + 7 , 6 ( 9 ) 
с системными проявлениями 6 8 , 3 ± 12,0 772,1 ± 1 7 9 , 1 53,1 ± 1 3 , 0 (7) 116 ,4±25,4 127 ,0±39 ,7 12,94=3,6 (6) 2 7 , 9 ± 9 , 1 ( 7 ) 

Прогрессирование болезни: 
быстрое 65,2-1-9,8 798,04-141,4* 61,64-13,5 (9) 103,64-10,2 224,34-81,2 2 5 , 0 + 9 , 0 (8) 2 9 , 3 + 3 , 9 ( 7 ) 
медленное 6 9 , 7 ± 17,8 779,1 ± 1 9 9 , 1 4 9 , 4 ± 11,9 (9) 94,1 ± 9 , 2 202 ,6±43 ,1* 16 ,7±3 ,4 (10) 2 5 , 5 ± 7 , 0 ( 9 ) 

Степень активности процесса: 
I 88,4-1-31,0 774,54-200,1 58,14-11,6 (4) 9 6 , 0 + 1 5 , 4 343,04-95,5* 32 ,5+10 ,8* (5) 2 4 , 4 + 1 6 , 0 (3) 
II 68,54-31,1 741,04-221,0 48,1 ± 1 5 , 5 (6) 112,04-20,4 181,74-84,2 18 ,4+8 ,2 (6) 2 6 , 4 + 1 0 , 2 (6) 
III 5 6 , 0 ± 1 1 , 3 8 6 8 , 6 ± 2 0 0 , 5 6 0 , 3 ± 12,4 (8) 8 6 , 5 ± 11,0 179 ,6±88 ,6 21,1 ± 9 , 8 (7) 29,1 ± 8 , 5 ( 7 ) 

Стадия заболевания: 
21,1 ± 9 , 8 (7) ( 7 ) 

I—II 76,6-1-21,8 775,74-186,0 55,34-13,2 (4) 9 6 , 3 + 1 5 , 3 313,14-100,4* 2 7 , 5 + 1 0 , 9 (S) 2 7 , 0 + 1 2 , 1 ( 4 ) 
I I I — I V 6 4 , 8 ± 11,1 7 9 2 , 0 ± 145,0 5 5 , 8 ± 9 , 2 * (14) 112 ,9± 18,0 173,4±39,9* 17,74=4,3 (13) 2 7 , 2 ± 6 , 6 (12) 

Продолжительность болезни (годы): 
я 

(12) 

до 5 я 92,1-1-28,7 540,04-168,2 54,64-11,4 (5) 73,04-17,0* 241,44-102,0 2 1 , 0 + 1 0 , 0 (6) 2 9 , 2 + 1 5 , 2 ( 4 ) 
от 6 до 10 61,54-10,4 1012,94- 185,9* 65,04-10,5* (8) 108,7-h 11,0 210,64-37,1* 18 ,5+4 ,6 (7) 3 0 , 3 + 8 , 5 (В) 
свыше 10 52 ,2+8 ,4* 677,84-224,7 4 2 , 0 + 1 8 , 7 (5) 113,34-11,0 179,64-88,6 2 1 , 1 + 9 , 8 (5) 19 ,0+7 ,1 ( 4 ) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: А — активность | 4 С-казеина на 1 мг белка клеток, мкг; Б — активность 1 4С-казеина на 106 клеток, мкг. Одна звездочка — 
достоверность по отношению к норме, две — достоверность между группами. В скобках — число обследованных. 

Коллагенолитическая активность в клетках крови в норме и при различных вариантах течения ревматоидного артрита Т а б л и ц а 2 

Показатель 

Нейтрофилы Мононуклеарные клетки Тромбоциты 

Показатель 
белок, мкг на 

10б клеток А Б белок, мкг на 
106 клеток А Б А 

Доноры (5) 102 ,6+17 ,0 8 6 , 3 + 1 3 , 3 8 , 1 + 0 , 6 154 ,0+16 ,5 6 3 , 4 + 8 , 8 9 , 7 + 1 , 6 3 0 , 9 + 9 , 5 
Больные РА 7 6 , 8 ± 10,8 120,74=15,9 9,24= 1,3 (15) 116,54= 15,6 8 4 , 6 ± 2 6 , 3 9 , 8 ± 2 , 6 (15) 2 0 , 6 ± 4 , 0 (13) 
Форма заболевания: 

суставная 8 4 , 6 + 1 8 , 6 117 ,8+24 ,7 9 , 5 + 1 , 9 (8) 116 ,7+17 ,9 9 7 , 2 + 1 3 , 3 11,74=4,6 (9) 1 9 , 4 + 4 , 8 (7) 
с системными проявлениями 6 7 , 9 ± 11,3 124,1 =4=21,5 8 , 4 ± 2 , 2 (7) 115 ,7+30 ,6 6 5 , 9 ± 2 7 , 4 6 . 9 + 3 , 5 (6) 22,1 ± 7 , 4 (6) 

Прогрессирование болезни: 
быстрое 8 1 , 7 + 7 , 0 173,4+27,8* 13 ,8+2,4* (5) 126 ,1+28 ,7 106 ,2+41 ,7 12 ,3±4 ,8 (6) 2 7 , 0 + 7 , 4 (4) 
медленное 7 4 , 4 ± 15,9 9 4 , 4 ± 13,2** 6 , 9 ± 1,0** (10) 109 ,8± 18,8 5 3 , 9 ± 18,2 6 , 7 ± 2 , 4 (4) 17,84=4,9 (9) 

Степень активности процесса: 
I 

Степень активности процесса: 
I 9 3 , 5 + 2 9 , 4 152 ,3+42 ,5 11 ,9+2 ,9 (4) 129 ,0+9 ,7 143 ,6+62 ,3 18,54=6,3 (4) 2 5 , 9 + 1 0 , 9 (3) 
II 7 7 , 3 + 1 6 , 0 7 1 , 9 ± 4 , 1 ** 5 , 8 + 1 , 2 (6) 108,3+24,1 4 8 , 9 + 1 9 , 6 5 , 4 + 2 , 3 (6) 1 6 , 3 + 4 , 7 (6) 
III 6 2 , 8 ± 16,4 154,2 4= 15,9* 11,34=2,2 (5) 115,74=39,3 8 0 . 4 ± 2 8 , 7 8,1 ± 4 , 0 (5) 2 3 , 9 ± 9 , 2 (4) 

Стадия заболевания: 
I —II 8 0 , 5 + 2 0 , 4 151 ,5+42 ,6 11 ,0+3 ,2 ( 4) 124 ,9+12 ,9 116 ,9+61 ,2 16,84=7,7 (4) 13,04=3,2 (4) 
I I I—IV 7 5 , 4 ± 13,3 109 ,5± 15,2 8,6=+= 1,4 (11) 113,24=20,5 7 2 , 9 ± 19,9 8 . 7 + 2 , 5 (11) 2 4 , 0 ± 5 , 4 (9) 

Продолжительность болезни (годы): 
до 5 131 ,3+29,1 121 ,5+66,2 12 ,5+3 ,8 (3) 121 ,3+4 ,4 131,4+84,1 17 ,0+8 ,6 (3) 18 ,6+2 ,9 (2) 
от 6 до 10 6 3 , 9 + 1 0 , 1 123 ,9+23,2 9 , 8 ± 1,7 (8) 116 ,3+30 ,0 9 2 , 9 + 2 6 , 3 9 , 9 ± 3 , 7 (7) 27,7 + 6 ,2** (7) 
свыше 10 6 1 , 8 + 1 6 , 8 8 6 , 3 + 1 6 , 8 5 , 6 + 1 , 7 (4) 113 ,3+25 ,7 4 5 , 0 + 2 2 , 3 5 , 3 ± 2 , 7 (5) 9 . 3 + 3 , 0 * (4) 



удельная казеинолитическая активность при РА 
по группе больных в целом увеличена в Нф и МЫ 
в 2,2 и 3,2 раза соответственно по сравнению с 
нормой. Активность на 106 клеток увеличивалась 
в меньшей степени: в 1,5 и 2,2 раза соответственно 
в Нф и МН. В Т казеинолитическая активность 
оставалась в пределах нормы. Коллагенолитиче-
ская активность во всех исследуемых клетках из-
менялась в меньшей степени, чем казеинолити-
ческая: удельная коллагенолитическая активность 
в Нф и МН была увеличена в 1,4 раза, актив-
ность на 106 клеток оставалась в пределах нормы, 
а в Т была снижена на 40 %. Концентрация белка 
в Нф и МН при РА была снижена в 1,5 раза по 
сравнению с нормой. 

При суставной форме РА протеолитическая ак-
тивность в Нф и МН была несколько выше, чем 
у больных РА с системными проявлениями (см. 
табл. 1 и 2). Если казеинолитическая и коллагено-
литическая активности в нейтрофилах существен-
но не различались в зависимости от формы РА, 
то в МН обе активности были значительно (в 1,5— 
2 раза) выше при суставном РА, чем при РА с си-
стемными проявлениями. Следует подчеркнуть, что 
коллагенолитическая активность в клетках у боль-
ных РА с системными проявлениями находилась 
в пределах нормы или была ниже ее. Существен-
ных различий в количестве белка в Нф и МН при 
этом обнаружено не было. В тромбоцитах казеино-
литическая активность была в пределах нормы 
как при суставном, так и при системных про-
явлениях РА, а коллагенолитическая актив-
ность— ниже нормы на 3 0 % . Протеолитическая 
активность в Нф и МН коррелировала с остротой 
патологического процесса. Особенно четко это 
было выражено в МН в отношении коллагено-
литической активности. Существенные различия в 
протеолитической и особенно в коллагенолитиче-
ской активности были получены в зависимости 
от течения заболевания (см. табл. 1, 2). При мед-
ленно прогрессирующем течении РА коллагено-
литическая активность в Нф и МН находилась 
в пределах нормы или была ниже ее, а при быстро 
прогрессирующем течении она была в 1,5—2 раза 
выше нормы. Концентрация белка при этом су-
щественно не изменялась. В Т протеолитическая 
активность находилась в пределах нормы или была 
ниже ее. Полученные данные свидетельствуют 
0 том, что уровень протеолитической активности 
в Нф и МН отражал интенсивность деструктив-
ных процессов, которые наиболее выражены при 
быстро прогрессирующем течении РА. 

Изучение коллагенолитической и казеинолити-
ческой активности в зависимости от степени 
активности патологического процесса показало, 
что в исследуемых клетках протеолитическая ак-
тивность при этом изменяется по-разному. В Нф 
при I и III степени РА казеинолитическая и колла-
генолитическая активности были близки соответ-
ственно по значениям и существенно (в 1,5 
2 раза) выше нормы. При II степени РА про-
теолитическая активность была ниже, чем при 
1 и III степени, причем коллагенолитическая актив-
ность - существенно ниже нормы (см. табл. 1 ,2 ) . 
Количество белка в Нф значительно снижалось 
от I к III степени РА. В МН коллагенолитическая 
и казеинолитическая активности при I степени 
РА были в 2- 5 раз выше нормы и существенно 
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Т а б л и ц а 4 

Действие ЭДТА, ДФФ и ПХМБ на протеолитическую активность клеток крови при ревматоидном артрите 

Активность, % к исходной 

Субстрат Ингибитор нейтрофил ы мононуклеарные клетки тромбоциты 

С д С / 1 С д 

ЭДТА 87 ,2+5 ,2 122,0+9,4 
(2) (9) 

Д Ф Ф 72 ,9+6 ,3 127,7+12,7 
(7) (6) 

ПХМБ 85 ,3+4 ,7 176,2+39,6 
(6) (4) 

ЭДТА 52 ,9+1 1,2 231 ,0+59 ,8 
(11) (4) 

П р и м е ч а н и е . С ингибироваиие, Д активация. 

снижались при II и III степени патологического 
процесса. Количество белка в МП при этом было 
снижено незначительно. В Т протеолитическая 
активность существенно не изменялась в зависи-
мости от активности РА и была несколько ниже 
нормы, Нф и МП являются основными источни-
ками протеолитических ферментов при воспали-
тельных процессах и характеризуют универсаль-
ный механизм активации протеиназ при воспале-
нии [2, 4), что имеет место и при развитии РА. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
протеолитическая активность в Нф. МН и Т не 
коррелировала со степенью активности РА, а так-
же с такими показателями воспаления, как а^- и 
у-глобулиновые фракции, скорость оседания эрит-
роцитов (СОЭ), фибриноген, серомукоид, церуло-
плазмин. Снижение протеолитической и, особен-
но, коллагенолитической активности по мере раз-
вития активности патологического процесса мож-
но объяснить выходом ферментов из клеток в 
плазму. Это подтверждается данными по протео-
литической активности, полученными на сыворот-
ке крови |6 | и согласуется с нашими результа-
тами по снижению содержания белка в Нф и Mil 
от I к III степени РА. 

Анализ данных по протеолитической активности 
в зависимости от стадии заболевания показал, 
что коллагенолитическая активность в Нф и МН 
резко снижалась от I -II к III IV стадии, а 
в Т несколько увеличивалась, оставаясь значи-
тельно ниже нормы. Казеинолитическая актив-
ность в М Н с н и ж а л а с ь в том ж е н а п р а в л е н и и , 
а в Нф и Т оставалась на одном уровне. Эти 
данные свидетельствуют о том, что коллагено-
литическая активность в Нф и МН коррелировала 
с интенсивностью деструктивных процессов, кото-
рые наиболее выражены при II стадии заболева-
ния, в то время как при III IV стадии, как пра-
вило, уже развиваются процессы фиброза и скле-
роза. 

11ротеолитическая активность и концентрация 
белков в исследуемых клетках крови снижались 
в зависимости от продолжительности заболевания. 
Коллагенолитическая активность у больных с дли-
тельностью заболевания свыше 10 лет снижалась 
во всех клетках до значений, которые были зна-
чительно ниже нормы, а казеинолитическая ак-
тивность также снижалась, но оставалась при 
это м в 11 ф и М Н з н а ч и тел ь и о в ы ш е нормы. 

Проведенная терапия, включающая антивоспа-
лительные нестероидные препараты, стероидные 
гормоны, введенные внутрисуставно, физиотера-

88,0 157,1 + 15,3 Не обнаружено 218 ,6+21 ,8 
( I ) ( 1 2 ) ( 1 1 ) 

60,5+5,1 107,5+1,8 42,7 + 8,8 125,0+25,0 
(7) (4) (7) (2) 

57,7 + 8,0 204 ,0+66 ,9 24,3 + 5,2 252 ,3+1 14,9 
(9) (4) (7) (3) 

46 ,7+14 ,3 179,3 + 41,9 78,0 155,9 + 32,5 
(7) (4) ( I ) (6) 

скобках число обследованных. 

певтические мероприятия, приводящие к улуч-
шению состояния больных, оказывали влияние 
на протеолитическую активность (табл. 3). Под 
влиянием лечения в исследуемых клетках крови 
происходило снижение протеолитической актив-
ности, однако казеинолитическая активность оста-
валась во всех клетках значительно выше нормы, 
а коллагенолитическая активность в Нф и МН 
снижалась до значений, которые были ниже нор-
мы. Исключение составляли Т, где коллагеноли-
тическая активность оставалась выше нормы. 

Исследование действия ингибиторов ЭДТА, 
ДФФ, ПХМБ на казеинолитическую активность 
подтвердило, что в лизатах исследуемых клеток 
крови при РА присутствуют все основные типы 
нейтральных протеиназ [4, 5] , и показало не-
которые отличия в наборе ферментов в различных 
клетках (табл. 4). 

Ингибироваиие ЭДТА коллагенолитической ак-
тивности свидетельствует о том, что в Нф и МН 
при РА а-^ьгач и тельных количествах содержатся 
металлозависимыс коллагенолитические фермен-
ты, к которым, в частности, относится колла-
геназа, хчто подтверждает имеющиеся в литера-
туре данные [2, 4, 5, 12, 14]. Кроме того, в при-
сутствии ЭДТА во всех исследуемых клетках во 
многих случаях наблюдали значительное увели-
чение протеолитической активности, что свиде-
тельствует о присутствии в этих клетках тиоловых 
и металлозависимых тиоловых протеиназ. При-
чина увеличения в ряде случаев протеолитиче-
ской активности под действием Д Ф Ф и ПХМБ 
не ясна. Можно предположить, что это связано 
с разрушением, например, фермент-ингибиторных 
комплексов соответствующих протеиназ. Нельзя 
также исключить присутствия каких-то примесей 
в препаратах самих ингибиторов, которые могут 
оказывать некоторое активирующее действие на 
соответствующие ферменты. 

Представленные данные свидетельствуют о том, 
что протеиназы являются важными факторами 
патогенеза при РА. Особенно четкая корреляция 
патологического процесса с протеолизом была по-
лучена при исследовании коллагенолитической 
активности, которая несомненно связана с де-
структивными процессами. При суставной форме 
заболевания, быстро прогрессирующем течении 
РА, а также у больных на I II стадии заболе-
вания, где процессы деструкции более выражены, 
казеинолитическая и особенно коллагенолитиче-
ская активность была значительно выше нормы 
как в Нф, так и в МН. В то же время, при си-



схемном проявлении РА, медленно прогрессирую-
щем течении патологического процесса, а также 
на III IV стадии РА и у больных с длительностью 
заболевания свыше 10 лет, у которых процессы 
деструкции выражены в меньшей степени, колла-
генолитическая активность была в норме или ниже 
ее. Эти данные, а также результаты по ингиби-
торному анализу протеиназ указывают на то, что 
в развитии процессов деструкции и воспаления 
при РА принимают участие разные типы протео-
литических ферментов. Однако в настоящее время 
с целью повышения защитного потенциала орга-
низма при воспалительных заболеваниях в ка-
честве лечебных средств применяются ингибиторы 
только сериновых протеиназ - тразилол, коитри-
кал, гордокс, в то время как необходимо комп-
лексное использование ингибиторов различных 
типов протеолитических ферментов при лечении. 
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CELLULAR PROTEOLYTIC ACTIVITY IN RHEUMATOID 
ARTHRITIS 

N. /. Solov'eva, Z. /. Volkova 

Insti tute of Biological and Medical Chemistry, Institute of 
Rheumatology, Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Moscow 

Collagenolytic and neutral caseinolytic activities were 
studied in lysates of neutrophils, mononuclear cells arid thrombo-
cytes of patients with rheumatoid arthri t is , considering the 
steps and duration of the disease, before arid af ter medical 
t rea tment . 5 healthy persons and 18 patients with rheumatoid 
artr i t is were investigated. Specific caseinolytic activity (per 
1 mg of protein) was increased in the patients neutrophils 
and monocytes 2.2- and 3.2-fold, respectively, while the 
activity per 10(i cells was increased 1,5- and 2.2-fold, respecti-
vely. Specific collagenolytic activity was increased 1.4-fold 
in neutrophils and monocytes, whereas the activity per 
10° neutrophils was increased by 20 % and per 106 mono-
cytes near normal values. In thrombocytes collagenolytic 
activity was decreased by 40 % and caseinolytic activity was 
similar to controls. Concentrat ion of protein was decreased 
1.5-fold in neutrophils and monocytes of the pat ients as com-
pared with healthy persons. Proteinases are of importance 
in pathogenesis of rheumatoid ar thri t is and collagenolytic 

activity correlated most distinctly with development of the 
disease. After medical t rea tment collagenolytic activity was 
normalized in the patients cells studied, while caseinolytic 
activity was markedly decreased but remained above control 
values. Experiments with proteinase inhibitors enabled to 
detect major types of neutral proteinases in blood cells of 
patients with rheumatoid ar thr i t is and to find some differences 
in the enzyme pat terns in various blood cell populations. 
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С О С Т О Я Н И Е М И К Р О С О М А Л Ь Н О Й О К И С Л И -
Т Е Л Ь Н О Й С И С Т Е М Ы П Е Ч Е Н И К Р Ы С П Р И 
О С Т Р О М К А Л О В О М П Е Р И Т О Н И Т Е 

Ц Н И Л Ташкентского медицинского института 

Острый перитонит является грозным осложне-
нием различных заболеваний органов брюшной 
полости и, несмотря на достигнутые успехи в его 
лечении, все еще сопровождается высокой леталь-
ностью (5, 6 | . Характерными симптомами этого 
заболевания служат выраженная интоксикация 
организма, а также изменение всех видов обмена, 
приводящее в итоге к нарушению функций его 
жизненно важных органов [6, 9] . Степень интокси-
кации при перитоните, а следовательно, и течение 
заболевания, вероятно, зависят как от площади 
поражения брюшины, так и от интенсивности 
детоксикационных процессов, протекающих в 
основном в печени при участии микросомальных 
ферментов гепатоцитов. Однако в литературе 
практически нет работ, п о с в я щ е н н ы х изучению 
активности ферментов микросомальной системы 
печени при остром перитоните, что и послужило 
основанием для проведения настоящего исследо-
вания. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на 72 белых крысах-
самцах (смешанной популяции) массой 180 220 г, содер-
жавшихся в виварии на обычном лабораторном рационе. 
Острый разлитой перитонит вызывали путем внутрибрюшин-
ного введения крысам 2 % взвеси аутокала в дозе 350 мг/кг. 
Через 24, 48 и 72 ч после воспроизведения перитонита жи-
вотных забивали декапитацией в холодной комнате. Методом 
дифференциального центрифугирования на центрифуге 
VAC-601 выделяли микросомальную фракцию печени, в ко-
торой определяли содержание микросомального белка [13], 
цитохромов Р-450 и Ьг, [14], активность N-деметилазы амидо-
пирина [7| и гидроксилазы анилина | 2 | . Рассчитывали 
каталитическую активность цитохрома Р450 по отношению к 
субстратам I и II типа. В ткани печени определяли содержа-
ние гликогена [15], молочной [11] и гшровиноградной [3] 
кислот. Результаты экспериментов обрабатывали методом 
вариационной статистики на микрокалькуляторе МК-52 по 
программе [10]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Через 24 ч 
после воспроизведения острого калового перито-
нита у животных наблюдалось снижение содержа-
ния цитохромов Р-450 и b5 на 58,2 и 46,3 %. 
Активность N-деметилазы амидопирина и гидро-
ксилазы анилина уменьшалась на 21,2 и 48 % 
соответственно. Через 48 ч наблюдалось еще более 
существенное снижение содержания цитохромов 
и активности ферментов (на 79,7, 48,8, 48, 41 % 
соответственно; табл. 1). В последующий срок на-
блюдения (через 72 ч) выявлено некоторое по-
вышение содержания цитохромов Р-450 и Ь5, 

52 



Т а б л и ц а 1 

Активность микросомальнмх ферментов и содержание цитохромов в печени крыс с острым каловым перитонитом 

Срок 
перитонита, 

ч 

Содержание цитохромов, нмоль 
на 1 мг белка N-деметилааа 

амидопирина, Анилингидроксилаза, 
нмоль р-аминофено-

ла/мг•мин 

Каталитическая активность цитохрома 
Р - 450 по отношению Срок 

перитонита, 
ч 

Р-450 Ь5 

нмоль 
НСОН/мг • мин 

Анилингидроксилаза, 
нмоль р-аминофено-

ла/мг•мин к амидопирину, нмоль 
НСОН/нмоль цитохро-

ма Р - 450-мин 

к анилину, нмоль р-ами-
нофенола/нмоль 

цитохрома Ьв-мин 

Контроль 0 ,793±0,041 0,408=1=0,014 0 ,835±0,045 1,014 ± 0 , 0 6 7 6,801 ± 0 , 6 3 1 , 40±0 ,13 

24 0 ,332±0,019 0 ,219±0 ,09 0,658±0,011 0 ,529±0 ,05 14,1 ± 0 , 6 0 1 ,65±0,23 
р <0 ,001 <0 ,001 <0 ,01 < 0 , 0 0 2 <0 ,001 > 0 , 0 5 

48 0,163 ± 0 , 0 4 9 0 ,213±0,045 0 ,434±0,026 0,591 =±=0,065 41 ,1±12 ,7 5 ,48±1 ,58 
р <0 ,001 <0 ,01 <0 ,001 < 0 , 0 0 2 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

72 0 ,343±0,044 0 ,273±0,014 0 ,482±0,046 0,771 =±=0,056 П , 4 ± 1 , 4 2 ,68±0 ,46 
р <0 ,001 <0 ,001 < 0 , 0 0 2 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 

активности N-деметилазы амидопирина и гидро-
ксилазы анилина на 59,4, 33,1, 42,3, 23 % от-
носительно аналогичных показателей через 48 ч 
к а л о во го п ери т о*н и т а. 

Следовательно, при остром перитоните у крыс 
наблюдается угнетение активности монооксигеназ-
ной ферментной системы печени, наиболее вы-
раженное через 2 сут после его воспроизведения. 
Во все сроки острого калового перитонита про-
исходит существенное повышение каталитической 
активности цитохрома Р-450 по отношению к 
амидопирину (на 107, 503, 69 % соответственно; 
см. табл. 1). Каталитическая активность этого 
гемопротеида в отношении анилина увеличива-
лась менее значительно и лишь через 48 и 72 ч 
после его воспроизведения статистически значимо 
превышала уровень контроля (на 291 и 9 1 , 4 % 
соответственно). 

Обращает на себя внимание то обстоятельство, 
что при остром каловом перитоните активность 
N-деметилазы амидопирина и гидроксилазы ани-
лина уменьшается почти в равной степени. По-
лагают [4], что субстраты 1 типа, к которым от-
носится амидопирин, окисляются низкоспиновой 
изоформой цитохрома Р-450, локализованной в 
основном на наружной поверхности липопротеид-
ной мембраны, тогда как субстраты II типа, пред-
ставителем которых является анилин, окисляют-
ся высокоспиновой изоформой гемопротеида 
цитохромом Р-448, глубже погруженным в липо-
протеидную мембрану ближе к ее внутренней по-
верхности. Поэтому при воздействии на организм 
различных альтерирующих агентов чаще по-
вреждается низкоспиновая подфракция цитохрома 
Р-450 [12| . В то же время высокоспиновая форма 
цитохрома очень чувствительна к действию фос-
фолипаз, которые образуются в организме при 
воздействии на него микробных эндотоксинов. Не 

исключено также непосредственное влияние на 
цитохром Р-450 самих эндотоксинов бактерий, 
поскольку в ряде исследований обнаружено сни-
жение содержания этого гемопротеида при вве-
дении животным эндотоксина Е. coli [16, 17]. 

В нарушении активности микросомальных фер-
ментов при перитоните значительную роль может 
играть развивающаяся в печени гипоксия, по-
скольку известно, что в этих условиях также по-
вышается активность фосфолипаз [1, 8). Для 
оценки степени гипоксии в печени нами проведены 
исследования у животных с острым перитонитом 
содержания молочной и пировиноградной кислот, 
а также гликогена (табл. 2). При этом выявлено 
существенное увеличение содержания молочной и 
пировиноградной кислот, а также коэффициента 
лактат/пируват на фоне резкого уменьшения ко-
личества гликогена в гепатоцитах, свидетельст-
вующего о развитии гипоксического состояния в 
печени. Поскольку в условиях гипоксии, а также 
при поступлении из брюшной полости вследствие 
нарушения барьерной функции брюшины при 
остром перитоните большого количества микроб-
ных токсинов активизируются фосфолипазы, ста-
новится понятным существенное повреждение как 
низкоспиновой, так и высокоспиновой изоформ 
цитохрома Р-450, обнаруженное в наших опытах. 

Увеличение при перитоните каталитической ак-
тивности цитохрома Р-450 по отношению к суб-
стратам I и II типа указывает на включение 
механизмов компенсации, направленных на по-
в ы ш е н и е э ф ф е к т и в н о с т и р а б о т ы м и к р о с о м а л ь н о й 
окислительной системы печени, даже в самых 
неблагоприятных для организма условиях. Ве-
роятно, именно этим, а также активацией генети-
ческого аппарата гепатоцитов, приводящей к 
синтезу ферментного белка de novo, объясняется 
не кото р ое у в ел ич е н и е с оде р ж ан и я ц и то х ро м о в 

Т а б л и ц а 2 

Содержание гликогена, молочной и пирониноградной кислот к печени крыс с острым каловым перитонитом 

Срок 
еритоиита, Гликоген, г % Молочная кислота 

мкмоль на I г ткат-
11ировиноградная 
кислота,мкмоль 

на I I' ткани 

Отношение молочная 
кислота/нирониноградна 

кислота 

Контроль 4 ,16±0 ,55 2,49±0,21 0,187±0,21 13,3±1,06 

24 1,92±0,28 4,27 ± 0 , 3 2 0 ,214±0,036 19,9±1,84 
р <0 ,001 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

48 1,06 ±0 ,21 6 ,33±0 ,57 0,202±0,041 31,3±3,01 
р <0 ,001 <0 ,001 > 0 , 0 5 <0 ,01 

72 0 ,74±0 ,20 7,04 ± 0 , 6 8 0,195±0,031 35,9±3,21 
р <0 ,001 <0 ,001 > 0 , 0 5 <0 ,001 



Р-450 и b5, а также активности маркерных фер-
ментов микросом, наблюдаемое через 72 ч после 
воспроизведения калового перитонита. 

Таким образом, при остром каловом перитоните 
отмечается выраженное угнетение активности фер-
ментов микросомальной окислительной системы 
печени, наиболее выраженное через 48 ч после его 
возникновения, в основе которого лежит, вероятно, 
инактивация цитохрома Р-450 эндотоксинами мик-
робного происхождения и образующимися при 
гипоксии и эндотоксинемии фосфолипазами. 
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THE MICROSOMAL OXIDATIVE SYSTEM O F RAT LIVER 
TISSUE IN ACUTE FECAL PERITONITIS 

Z. Z. Khakimov, A. Kh. Ashirmetov, M. E. Krakovsky, 
L. V. Pechnikova 

Central Research Laboratory, Medical School, Tashkent. 

Content and activity of cytochrome P-450, activity of main 
microsomal enzymes as well as content of glycogen, lactic 
and pyruvic acids were studied in liver t issue of ra ts 
within 24, 48 and 72 hrs af ter simulation of acute fecal 
peritonitis. Inhibition of the enzymatic activity of microsomal 
oxidative system correlated with hypoxia which developed in 
liver tissue within all the periods of acute fecal peritonitis 
studied. At the same time, catalytic activity of cytochome 
P-450 was increased towards subs t ra tes of the 1 and II types. 
Endotoxemia and hypoxia of liver tissue, resul t ing in activation 
of phospholipases, appear to be mainly responsible for in-
hibition of microsomal enzymes activity in liver tissue under 
conditions of acute peritonitis. 
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В Л И Я Н И Е К А Р Д И О А К Т И В Н Ы Х П Р Е П А Р А -
ТОВ НА П Р О Т Е О Л И Т И Ч Е С К У Ю А К Т И В -
НОСТЬ С Е Р Д Е Ч Н О Й М Ы Ш Ц Ы К Р Ы С 

НИИ кардиологии Минздрава Армянской С С Р и Институт 
экспериментальной биологии АН Армянской ССР, Ереван 

В настоящее время установлена важная роль 
протеолитических ферментов в метаболизме мы-
шечных белков "сердечной ткани. Известно, что из-
менения скорости деградации миофибриллярных 
белков в значительной степени могут определять 
процессы гипертрофии [11| и атрофии [9]. В де-
градации миофибрилл ярных белков принимают 
участие ферменты как лизосомальной локализа-
ции, так и растворимые [12]. 

Кардиоактивный препарат пропранолол может 
изменять активность протеолитических ферментов 
экстракта сердечной ткани крыс с эксперимен-
тальным сужением аорты [14]. Эти сведения ука-
зывают на необходимость изучения влияния кар-
диоактивных препаратов, широко применяемых 
в клинике, на протеолитическую активность фер-
ментов сердечной мышцы. Подобные исследования 
позволят оценить целесообразность клинического 
применения этих препаратов, а также возможный 
механизм их действия. 

В настоящей работе изучали действие р-блока-
торов (пропранолола, тразикора и корданума) 
и Са-антагонистов (финоптина и нифедипина) на 
активность протеиназ сердечной мышцы крыс. 
Исследовали активность тканевого экстракта, а 
также некоторых препаратов ферментов. Следует 
отметить, что работы по изучению протеолитиче-
ских ферментов мышечной ткани малочисленны 
по сравнению с ферментами из других тканей. 
Это в основном связано с низкой протеолитиче-
ской активностью, характерной для мышечной 
ткани [5, 17]. В данной работе для измерения 
протеиназной активности был использован белко-
вый конъюгат с флюоресцентной меткой, позво-
ляющий резко повысить чувствительность опреде-
ления активности [2]. 

М е т о д и к а . В опытах использовали 170 белых бес-
породных крыс-самцов массой 150- 200 г. Животных, находя-
щихся под эфирным наркозом, декацитировали, извлекали 
сердца и тщательно отмывали их от остатков крови физио-
логическим раствором. Сердце измельчали и растирали в 
гомогенизаторе типа Поттера в 0,05 М трис-НС1-буфере 
рН 7,5, содержащем 0,1 М КС1, I мМ дитиотрейтол (ДТТ) 
и 2 мМ ЭДТА в отношении 1:4 (вес/объем) . Гомогенат 
центрифугировали при 5000 об/мин 30 мин и полученный 
супернатант центрифугировали при 100 000 g в течение 90 мин. 
Супернатант, обозначенный как экстракт сердечной мышцы, 
использовали для измерения протеолитической активности. 

Катепсин D получали по модифицированному методу | 3 | . 
Сердца извлекали, измельчали и гомогенизировали описан-
ным выше способом в 0,025 М ацетатном буфере рН 4,5, 
содержащем 0,2 % тритон Х-100 в отношении 1:2 (вес/объем) . 
Гомогенат центрифугировали при 5000 об/мии 30 мин, а затем 
при 90 000 g 60 мин. Препарат фермента получали ионо-
обменной хроматографией супернатанта (90 000 g) на 
SP-сефадексе С-50 с последующей элюацией градиентом NaCI 
0 I М и гель-фильтрацией на сефадексе G-50. Фермент 
хранили в замороженном состоянии при - 2 0 °С. 

Частично очищенную Са 2 +-активируемую нейтральную 



мротеазу получали по модифицированному методу [6]. Экст-
ракт миокарда, полученный описанным выше способом, на-
носили на колонку ДЭАЭ-сефадекса А-50 ( 2 , 8 X 1 0 см) , 
уравновешенную буфером 0,05 М трис-HCI рН 7,6, содержа-
щим 1 мМ Э Д Т А и 1 мМ Д Т Т (буфер А) ; колонку промыва-
ли этим же буфером и препарат элюировали градиентом 
NaCl (0—0,6 М ) . Полученный элюацией активный пик со-
бирали и о с а ж д а л и сульфатом аммония ( 8 0 % насыщения) . 
Осадок собирали центрифугированием, суспендировали в 
буфере А и наносили на колонку сефарозы 4В ( 4 , 5 X 3 9 см) , 
уравновешенную тем же буфером. Собирали пик фермента , 
который активировался милли молярным и концентрациями 
С а 2 и хранили в ледяной бане. Всю процедуру выделения 
выполняли при 4 ° С . 

Протеолитическую активность экстракта и препаратов 
ферментов определяли по методу [2], в объеме 0,6 мл, в ка-
честве субстрата использовали гемоглобин, модифицирован-
ный пиридоксаль-5 ' -фосфагом. После инкубации с субстратом 
при 37 °С в течение 1—2 ч реакцию останавливали добавле-
нием 0,15 мл 3 0 % трихлоруксусной кислоты (ТХУ). После 
центрифугирования рН супернатанта доводили 1 М цитратом 
натрия и измеряли флюоресценцию при 410 им (возбужде-
ние 330 нм) на фл кюри мет ре • «Fa r г and» . рН зависимость 
протеолитической активности экстракта миокарда измеряли 
в смеси Мак Ильвейна (рН 2 , 2 - 8,2) | 1 ] . При определении 
активности С а 2 + - а к т и в и р у е м о й нейтральной протеазы реак-
ционная смесь с о д е р ж а л а 0,05 М трис-HCI рН 7,25, I мМ 
ДТТ, 1 мМ свободный С а 2 + . Влияние кардиоактивных со-
единений на протеолитическую активность экстракта мио-
карда проверяли в 0,1 М нитратном буфере рИ 3,2; в 0,1 М 
ацетатном буфере рН 5,25, и 0,05 М трис-НС1-буфере рН 7,25. 
Кардиоактивные препараты предварительно инкубировали 
с ферментами или экстрактом в течение 10 мин при комнат-
ной температуре. Пропранолол, корданум и финоптин ис-
пользовали в виде готовых растворов, применяемых в кли-
нической практике. Таблетки тразикора и нифедипина раство-
ряли в 5 мл воды и спирта соответственно. 

Концентрацию белка определяли по Лоури [15] и Брэд-
форду |41. 

Зависимость протеолитической активности экстракта миокарда 
крыс от рН инкубационной среды. 
/ н среде и н к у б а ц и и отсутствуют Са2'1 и ДТТ; 2 и среде инкубации 
присутствуют 1 мМ свободный Са2"*" и I мМ ДТТ. По оси ординат рас• 
щеиление гемоглобина, модифицированного пиридоксаль-5'-фосфатом, выра-
женное в относительных единицах флюоресценции. 

зывают увеличение протеолитической активности 
на 20—40 %. Корданум и финоптин при рН 5,25 
и 7,25, а также пропранолол при нейтральном 
рН подавляют расщепление белкового субстрата 
на 10—25 %. Значительное ингибирование протео-
литической активности при рН 3,2 наблюдается 
под действием нифедипина (около 5 0 % ) . 

Известно, что экстракт любой ткани содержит 
множество протеолитических ферментов. В кислой 
области рИ одним из основных ферментов, от-
ветственных за протеолиз, является катепсин D. 
Так, имеются данные о возможном участии катеп-
синов, в частности катепсина D, в деградации 
миофибриллярных белков [13, 19, 24]. В нейтраль-
ной среде важная роль придается Са 2 + -зависи-
мой эндопептидазе, которая, как считают, также 
принимает участие в метаболизме миофибрилляр-
ных белков [7, 22, 23]. Кроме того, Са -акти-
вируемая нейтральная протеаза приобретает осо-
бое значение при патологии, так как для акти-
вации одной из форм этого фермента необходимы 
миллимолярные количества кальция [7, 23], что 
и наблюдается при некоторых видах патологии, 
когда увеличивается концентрация внутриклеточ-
ного свободного кальция [8]. 

Следующим этапом работы было изучение 
влияния кардиоактивных соединений на актив-
ность исследуемых ферментов с тем чтобы вы-
яснить, является ли эффект этих соединений ре-
з у л ьт атом их н е п о с р е д ст в е н н о го в з а и м о д е й ст в и я 
с внутриклеточными протеиназами или опосредо-
ван через другие механизмы. 

Как видно из табл. 2, кроме нифедипина, осталь-
ные изученные нами кардиоактивные препараты 

Т а б л и ц а 1 

Влияние кардиоактивных препаратов на протеолитическую активность экстракта сердца крыс в зависимости от рН (в % от 
контроля, п—4) 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. В деграда-
ции мышечных белков принимают участие 3 клас-
с а п ротеол и т и ч ее к и х фе р м е нто в, х а р а ктер и з у ю -
щихся кислым, нейтральным и щелочным рН-опти-
мумами. Мы изучали протеолитическую актив-
ность экстракта сердечной мышцы в зависимости 
от рН среды, используя в качестве субстрата гемо-
гл об и н, м од и ф и ц и ро в а н н ы й и и р и д о кс а л ь - 5' - фос -
фатом. В отсутствии С а 2 + и ДТТ мы обнаружили 
два пика (см. рисунок). Добавление в-среду ин-
кубации Са2'4" и ДТТ приводит к появлению до-
полнительных пиков при рН 5—6 и значительному 
возрастанию активности при нейтральном рН, 
что указывает на наличие в экстракте тиол- и 
Са2 +-зависимых протеолитических ферментов. 

Было изучено влияние кардиоактивных пре-
паратов на протеиназную активность экстракта 
миокарда при рН 3,2, 5,25 и 7,25. Протеиназную 
активность во всех случаях, кроме рН 3,2, оцени-
вали в присутствии Са 2 4 и ДТТ. 

Как видно из табл. 1, пропранолол и тразикор 
при рН 3,2, а также нифедипин при рН 5,25 вы-

Препараты 

рН 
|1-блокаторы Сп-анта гон исты 

рН 
пропранолол 
(3-10 4 М) 

корданум 
(6-10 4 М) 

тразикор 
(1,5.10 М) 

финоптин 
(Г>. 10 1 М) 

нифедипин 
( (МО 4 М) 

3,2 
5,25 
7,25 

124,5rh 10,1* 
92,6 i t 4,3 
89,2 i t 6,0 

102,0-4-8,0 
7 5 , 2 + 6 , 8 * 
7 7 , 0 ± 0 , 7 * 

1 22,7-4-8,2* 
92,5-ь-4,9 

1 19,2-4-18,5 

Ю 5 , 8 ± Ю , 0 
79,0 ± 5 , 7 * 
74,0±.-7,2* 

4 4 , 0 ± 14,7* 
136,8-Ji 17,0* 
103,5dt2,0 

П р и м ( : ч а и и е. Здесь и в табл. 2 звездочка - /><0,05. 
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Т а б л и ц а 1 

Влияние кардиоактивных препаратов на катепсин D и Са2^-активируемую нейтральную протеазу сердца крыс (в % от 
контроля) 

Препараты 

Фермент 
Р-блокаторы Са-анта гон исты 

Фермент 

проиранолол 
(3-10 4 М) 

корданум 
(6-10 4 М) 

тразикор 
(1,5-10 М) 

финоптин 
(5• 10 4 М) 

нифедипин 
(6 -10" 4 М) 

Катепсин D 102,3±3,9 97,1 ± 5 , 1 9 9 , 7 ± 2 , 6 9 2 , 4 ± 4 , 3 49 ,2±2 ,5* 
Са-активируем а я нейтраль-

пая протеаза 91 ,3±5 ,2 86 ,7±1 ,8* 9 8 , 8 ± 3 , 7 68 ,9±3 ,0* 25 ,5±6 ,5* 

П р и м е ч а н и е . Д л я катепсина D « = 1 0 , для Са-активируемой нейтральной протеазы п = 4. 

не действуют на активность катепсина D. Этот 
результат указывает на то, что в экстракте нифе-
дипип непосредственно взаимодействует с катеп-
сином I). Повышение протеолитической актив-
ности экстракта при рН 3,2 в присутствии про-
праполола и тразикора связано либо с повыше-
нием активности других катепсинов, либо с опо-
средованным действием на катепсин D. 

Данные, полученные для Са2 ^-зависимой про-
теазы, указывают, что ингибиторами активности 
фермента являются нифедипин (75 % ) , финоптин 
( 3 0 % ) и в меньшей степени корданум ( 1 5 % ) . 
Одним из объяснений ингибиторного действия 
нифедипина и финоптина на миллимолярную 
форму Са2 +-активируемой нейтральной протеазы 
может служить следующий факт. Известно, что 
мМ форма Са2 +-активируемой нейтральной про-
теазы из тканей млекопитающих состоит из двух 
субъединиц 80 и 30 кД, которые содержат каль-
модулиноиодобный С-концевой домен [21]. Про-
теазная активность фермента регулируется глав-
ным образом этими доменами (приблизительно 
па 50 % гомологичными со структурой кальмоду-
лина) за счет связывания ионов кальция [18]. 
Некоторые антагонисты кальция способны по-
давлять биологическую активность кальмодулииа 
[16]; найдена корреляция между сродством испы-

танных веществ к кальмодулину и ингибирова-
нием его функциональной активности [10]. Таким 
образом, можно предположить, что нифедипин и 
в меньшей степени финоптин могут, связываясь 
с субъединицами фермента, снижать Са2+-чув-
ствительность, изменяя тем самым протеазную 
активность. 

Наблюдаемое различие в действии нифедипина 
на активность экстракта и очищенного фермента, 
вероятно, обусловлено наличием различных форм 
или типов ферментов, активных в нейтральной 
среде. В частности, при очистке Са2 +-зависимой 
протеазы из миокарда нами были идентифици-
ро в a 11 ы в ы со ко м ол е ку л я р н ы е формы ферментов 
(молекулярные массы оценены на колонке сефа-
розы-4В и по предварительным данным больше 
300 кД,) , активность которых проявлялась в при-
сутствии Са2+. Общая активность высокомоле-
кулярных форм С а 2 ' -зависимых протеиназ зна-
чительно выше, чем у известной Са 2 ^активируе-
мой нейтральной протеазы. В то же время они яв-
ляются чрезвычайно лабильными и их активность 
теряется полностью уже на 2-й день очистки. 
Вероятно, присутствием этих высокомолекулярных 
протеиназ и объясняется различие эффекта ни-
федипина на уровне экстракта, так как актив-
ность мМ формы Са2 +-активируемой нейтраль-

ной протеазы составляет незначительную часть 
от общей Са2 +-зависимой активности. Изучение 
влияния кардиоактивных препаратов на актив-
ность обнаруженных ферментов, а также других 
нейтральных протеаз позволит выяснить механизм 
действия кардиотропиых препаратов на протео-
литическую активность сердечной ткани. 

Таким образом, изученные кардиоактивные со-
единения, относящиеся к группе [З-блокаторов, 
не оказывают существенного влияния на актив-
ность катепсина D и мМ формы Са2 +-активируе-
мой нейтральной протеазы. Са-антагоиисты нифе-
дипин и финоптин иигибируют активности изучен-
ных ферментов, что может играть существенную 
роль при выборе правильной тактики применения 
этих кардиоактивных средств в разные периоды 
развития сердечно-сосудистых заболеваний. 
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EFFECT O F CARDIOACTIVE DRUGS ON PROTEOLYTIC 
ACTIVITY OF RAT HEART MUSCLE 

R. G. Karapetyan, T. N. Akopyan, A. I. Oganisyari, S. S. Oga-
nesyan 

Insti tute of Cardiology, Ministry of Public Health of the Arme-
nian SSR, Insti tute of Experimental Biology, Academy of 
Sciences of the Armenian SSR, Yerevan 

Cardioactive d r u g s - p-adrenoblocking agen t s (propranolol , 
trasicor and co rdanum) and Ca 2 1 - an tagonis t s (nifedipine 
and phenoptine) exhibited both act ivat ing and inhibitory 
effects on proteolytic activity in ra t heart tissue extract . The 
p-adrenoblocking agents did not affect distinctly the activity 
of part ial ly purified cathepsin D and Ca 2 +-dependen t neutral 
protease from myocardium. Nifedipine inhibited cathepsin D 
by 5 0 % and Ca 2 +-dependen t neutral protease — by 7 5 % ; 
phenoptine inhibited also the latter enzyme by 3 0 % . 
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А Н Д Р О Г Е Н Н А Я Р Е Г У Л Я Ц И Я С О Д Е Р Ж А Н И Я 
Т К А Н Е С П Е Ц И Ф И Ч Е С К И Х Б Е Л К О В В СКЕ-
Л Е Т Н Ы Х М Ы Ш Ц А Х П Р И Ф И З И Ч Е С К И Х НА-
Г Р У З К А Х 

НИИ физической культуры, Ленинград 

В настоящее время накоплен большой экспери-
ментальный материал, указывающий на участие 
андрогенов в регуляции биосинтеза белка в скелет-
ных мышцах, их анаболическое действие в усло-
виях физических нагрузок. При систематическом 
введении анаболических стероидов и тестостерона 
в условиях мышечной деятельности наблюдается 
увеличение массы мышц, их силы [7, 13]. Приме-
нение этих гормонов позволяет спортсменам 
тренироваться с более значительными нагрузками 
и улучшать спортивный результат [1, 13|. Однако 
механизмы действия гормонов на обмен индиви-
дуальных тканеспецифических белков скелетных 
мышц не изучались. 

Ранее нами было установлено, что физическая 
нагрузка вызывает фазовые изменения в содержа-
нии тканеспецифических белков' скелетных 
мышц [5, 6]. Значительное снижение содержания 
белков в катаболической фазе адаптации к на-
грузке сменяется фазой их суперкомпенсации 
(анаболической), которая является биохимичес-
кой основой приспособления мышц к физической 
активности. Показано, что анаболическая фаза 
адаптации представляет собой андрогеннасыщен-
ное состояние скелетных мышц (высокое содержа-
ние тестостерона в крови и мышцах одновременно 
с повышенным уровнем рецепториого связывания 
андрогенов), во время которого осуществляется 
гормональная регуляция биосинтетических про-
цессов, обеспечивающих функциональное восста-
новление мышечной ткани |4] . 

Наиболее распространенным подходом к оценке 
воздействия андрогенов на те или иные процессы 
в организме является изучение эффекта кастрации 
и (или) дополнительного введения гормона |8, 11]. 
В том и другом случае установлено влияние андро-
генов на обмен белков в скелетных мышцах [12, 
14]. В своих исследованиях мы использовали мо-
дель андрогенизации организма в результате одно-
кратного введения тестостерона. 

Цель работы заключалась в изучении влияния 
однократной физической нагрузки и введения 
тестостерона на динамику содержания тканеспеци-
фических белков скелетных мышц миоглобина и 
аспартатами н от р а и с ф е р а з ы. 

М е т о д и к а . Эксперименты проводили на белых крысах-
самцах массой 180 -220 г. Выполнены 2 серии экспериментов. 
Животные были разделены на группы по 7 крыс в каждой. Все 
животные подвергались однократной интенсивной физической 
нагрузке, заключавшейся в плавании с дополнительным грузом 
(12 % от массы тела) в воде температуры 30 32 °С в течение 
6 - 7 одноминутных интервалов с 1,5 мин отдыха между ними. 
Тестостерон-пропионат в дозе I мг на I кг массы животным 
I серии экспериментов вводили непосредственно после нагрузки, 
II серии -через 48 ч отдыха. Животных исследовали сразу, 
а также через 2, 4, 12, 24, 48, 72, 96, 120 и 144 ч после нагрузки. 
Крыс контрольной группы нагрузке не подвергали. Д л я ана 
лиза брали четырехглавую мышцу бедра. Содержание тесто-
стерона в крови определяли радиоиммунологическим мето-
дом [3]. рецепторное связывание андрогенов как описано 
ранее [4 | , содержание миоглобина спектрофотометричес-
ким [6], аспартатаминотрансферазы иммунохимическим |2 | 
методом. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е. Однократ-
ное введение тестостерона непосредственно после 
физической нагрузки приводит к повышению его 
уровня в крови в течение 2 дней (максимальное 
увеличение в 26 раз) , что вызывает значительное 
подавление рецепторного связывания андрогенов в 
исследуемый период (рис. 1 , а ) . Можно предполо-
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Рис. 1. Влияние однократной физической нагрузки и введе-
ния тестостерон-пропионата на содержание тестостерона 
в крови (а, / ) , рецепторное связывание андрогенов {а, 2), 
содержание миоглобина (б, 1) и аспартатаминотрансферазы 
(6/2) в мышцах крыс. 
По оси абсцисс время после физической нагрузки (в ч); по оси ординат: 
а, слева содержание тестостерона ( / , нг/мл), справа рецепторное сни-
зывание андрогеуов (2, расп/мин на I мг белка); б содержание миогло-
бина ( I , слева) и аспартатаминотраисфсралы (2. справа), мг на I г ткани. 
</>// физическая нагрузка. 
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Рис. 2. Влияние однократной физической нагрузки и введе-
ние тестостерон-пропионата через 48 ч отдыха на содержание 
тестостерона в крови (а, / ) , рецепториое связывание андро-
генов (а. 2), содержание миоглобина (6, / ) и аспартатами-
нотрансферазы (б. 2) и мышцах крыс. 
Обозначения тс же. что на рис. I. 

жить, что уменьшение числа цитоплазматических 
рецепторов стероидных гормонов связано с их 
транслокацией в ядра клеток, а два пика нормали-
зации (24 и 96 ч) с их возвращением в цитоплаз-
му [9, 10] и синтезом рецепторных белков 
de novo [ 15]. В результате дополнительного введе-
ния тестостерона происходит нарушение естествен-
ной реакции гормональной системы на нагрузку и в 
период отдыха наблюдается андрогендефицитное 
состояние скелетных мышц. Оба исследуемых про-
цесса приближаются к контрольному уровню, в то 
время как адаптивные изменения, вызываемые 
физической нагрузкой, требуют значительного их 
усиления [4]. Нарушение обеспечения приспособи-
тельных процессов в скелетных мышцах тестосте-
роном и чувствительности мышц к андрогенному 
сигналу приводит к ликвидации анаболической 
фазы адаптации к нагрузке белков мышц (см. 
рис. 1). Динамика уменьшения содержания миог-
лобина и аспартатаминотрансферазы в период 
отдыха практически не отличается от наблюдаемой 
в отсутствие гормонального воздействия [5, 6] . 

Для уточнения регуляторной роли андрогенов в 
анаболической фазе адаптации к нагрузке мы ис-
пользовали модель с введением тестостерона через 
48 ч отдыха. Динамика содержания тестостерона 
в крови и рецепторного связывания андрогенов в 
мышцах значительно отличалась от результатов 
экспериментов I серии (рис. 2). Введение тесто-
стерона в период отдыха вызывало незначительное 
увеличение содержания гормона в крови в течение 
суток и последующее длительное снижение его 
уровня. Это явление можно объяснить следующи-
ми процессами: ускорением метаболизма и усиле-
нием утилизации тестостерона тканями, в част-
ности скелетными мышцами, в анаболической 
фазе адаптации к нагрузке; существенным по-
давлением продукции эндогенного тестостерона, 
что может указывать на повышение чувствитель-
ности гонад к гормональному воздействию в от-
даленный период отдыха после нагрузки. В резуль-

тате высокой скорости элиминации гормона из 
крови не происходило заметного снижения уровня 
рецепторного связывания в мышцах в течение 
24 ч после введения гормона (см. рис. 2). Затем 
уровень рецепторного связывания значительно (в 
2,8 раза) возрастал. При введении тестостерона 
через 48 ч отдыха суперкомпенсаторное повышение 
содержания миоглобина и аспартатаминотрансфе-
разы, как и в экспериментах I серии, отсутствовало 
(см. рис. 2). 

На основании полученных данных можно сде-
лать вывод, что экзогенная андрогенизация орга-
низма в период отдыха после физической нагрузки 
приводит к андрогендефицитному состоянию ске-
летных мышц в анаболической фазе адаптации к 
нагрузке, снимает суперкомпенсаторное повыше-
ние содержания белков в мышцах и, следователь-
но, не может служить адекватной моделью андро-
генизации организма, возникающей в результате 
воздействия физических нагрузок. В то же время 
мы можем утверждать, что именно в период 
отдыха после физической нагрузки реализуется 
анаболический эффект андрогенов благодаря 
естественному повышению их содержанию в крови 
и мышцах, а также повышению в этот период 
чувствительности мышц к гормональному воз-
действию. 
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ANDROGEN REGULATION OF PROTEIN CONTENT IN 
M U S C L E T I S S U E IN PHYSICAL EXERCISES 

/. V. Astratenkova, О. B. Basilarina, V. S. Tchaikovsky 

Insti tute of Physical Cul ture , Leningrad 

Administrat ion of testosterone after exercises led to suppres-
sion of the hormone production dur ing the anabolic phase within 
72-120 hrs of muscles adap ta t ion to physical loading. Content of 
the androgen receptors was also altered. The supercornpensatory 
phase in content of proteins (myoglobin and a spa r t a t e 
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a m i n o t r a n s f e r a s e as index) was absen t due to an impai r ing 
effect of tes tos terone on muscle adap ta t ion . These da ta s u g g e s t 
that admin is t ra t ion of tes tos terone could not serve as an 
adequa te model of a body androgen iza t ion which was observed 
in anabol ic phase of musc le adap ta t ion to physical exercises. 
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В Л И Я Н И Е М О Д И Ф И К А Ц И И М Е М Б Р А Н Ы 
Э Р И Т Р О Ц И Т А НА С К О Р О С Т Ь В Ы С В О Б О Ж -
Д Е Н И Я 0 2 

В Н И Ц охраны здоровья матери и ребенка Минздрава С С С Р , 
Москва 

В последние годы возрос интерес исследователей 
к изучению биофизических и биохимических 
свойств мембраны эритроцита (ЭМ) [1 3]. Хро-
матографические методы позволили выяснить 
спектральный состав липидов ЭМ. Достигнуты 
большие успехи в идентификации белковой 
части ЭМ |4] . 

Показана тесная взаимосвязь лигждно-белко-
вых взаимодействий с активностью функциониро-
вания различных ферментных систем, локализо-
ванных на ЭМ [5]. Доказано, что микроокружение 
эритроцитов, состав плазмы крови оказывают су-
щественное влияние на морфологию клетки [6]. 
Так, повышение рН крови сопровождается изме-
нением формы клеток и уменьшением их объема. 
Снижение фонда АТФ в эритроците приводит к 
изменениям в ЭМ, вследствие чего эритроцит из 
дискоцита трансформируется в эхиноцит [6]. 
Инкубация эритроцитов in vitro с липопротеидами 
низкой плотности приводит к превращению двояко-
вогнутых дисков эритроцитов в сфероциты. Ли-
попротеиды высокой плотности такого действия 
не оказывают, более того, этот вид липопротеидов 
способен предотвращать эффект липопротеидов 
низкой плотности. Изменения в липидно-белковых 
отношениях в ЭМ могут приводить к изменению 
ионного состава клетки и снижению общего заряда 
клетки, тем самым способствуя увеличению агре-
гации эритроцитов, изменению реологических 
свойств крови [7]. 

Из сказанного выше видно, что изменения в 
составе ЭМ способны существенным образом 
влиять на транспортную функцию эритроцитов. 
Возникает вопрос: как это сказывается на основ-
ной функции эритроцита транспорте СЬ? 

Литературных данных, анализирующих влияние 
модификации ЭМ на газотранспортную функцию 
эритроцита, нет. В связи с этим нами проведена 
серия исследований, в которых изучалась кине-
тика высвобождения Оо из эритроцитов в условиях 
модификации мембран холестерином. 

М е т о д и к а . Скорость отдачи О2 изучали в замкнутой 
полярографической ячейке, имеющей большую поляризуемую 
поверхность. При электролизе пробы крови, насыщенной газо-
вой смесью (4,91 % СО2, о с т а л ь н о е - кислород), происходит 
непрерывное диффузное извлечение СЬ, сопровождаемое соот-
ветствующим снижением содержания связанного кислорода и 
величины рО'2 в пробе. Методики математического анализа 
экспериментальных данных взяты из работы [8]. 

Процедура модификации мембраны заключалась в следую-
щем: кровь, разведенную в 4 раза фосфатным буфером (рН 7,4), 

25 19 ,7±3 ,07 25,8 ± 0 , 9 2 
50 46,3=1=1,25 67,4 ± 1,93 
75 79,64=2,48 9 8 , 2 ± 2 , 7 6 

сатурировали в течение 3 - 4 мин газовой смесью (4,91 % СО2, 
остальное — кислород). Затем кровь в условиях, исключающих 
ее дегазацию, быстро разделяли на 2 порции (контроль и 
опыт). В опытную пробу крови добавлялся холестерин из 
расчета 7,5 мг на 1,5 мл разведенной крови. Контролем слу 
жила кровь без добавления холестерина. Обе порции крови 
инкубировались в течение 2 ч при / 37 °С. Затем пробы поме 
щали в термостатируемую электролитическую ячейку. Кулоно-
метрический электролиз проводили при постоянном потенциале 
1,37 В. Постоянная величина рН крови достигалась за счет 
электрофоретического поступления II + от электролита 
(0,15 М НС1), который заливается в электролизер над крышкой 
электролитической ячейки. Скорость вращения мешалки 
500 об/мин. Величина эффективной площади электрода 
3,4 см2. 

Графическая регистрация проводилась на потенциометре 
КСП-4. 

В таблице представлены данные Статистической обработки 
12 опытов, в которых скорость высвобождения О2 в ы р а ж а л а с ь 
в условных единицах. 

Одновременно проводили морфологический контроль 
состояния ЭМ. Д л я этого после 2 ч инкубации из крови контро-
ля и опыта делали мазки. Мазок крови после фиксации мета-
нолом в течение 30 с обрабатывали раствором I % AgNO ; j с 
последующей докраской 1 % эозином. Такой способ хорошо 
контрастирует мембранное вещество эритроцита. 

Визуальный контроль проводили на микроскопе МБИ-15У42 
под иммерсией с вазелиновым маслом. 

Было установлено, что после инкубации с холестерином 
возросло количество эритроцитов (до 4 2 % в поле зрения) , 
диаметр которых превышал аналогичный показатель в 
контрольных мазках на 20 % . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как видно 
из представленного материала, инкубация эритро-
цитов с холестерином существенно снижает ско-
рость десатурации О2 эритроцитами. Наиболее 
яркие изменения выявлены при 50 % и 75 % кон-
центрации НЬ02. Как показывает морфологи-
ческий контроль мазков крови, холестерин вызы-
вает изменение формы эритроцита, по-видимому, 
за счет встраивания его в бимолекулярный 
слой ЭМ, что согласуется с данными литера-
туры [7], показавшими, что при инкубации эритро-
цитов с холестерином их объем увеличивается. 
Кроме того, включение холестерина в ЭМ способ-
ствует увеличению «жесткости» мембранных 
структур; в этих условиях можно предположить 
уменьшение коэффициента латеральной диффу-
зии. Это предположение основывается на косвен-
ной информации: по данным флюоресцентного и 
парамагнитного зондов, при введении холестерина 
в искуссвенные мембраны из лецитина вращатель-
ная подвижность (диффузия) снижается [9]. 
Вместе с тем известно [10], что в большинстве 
систем коэффициенты поступательной и враща-
тельной диффузии коррелируют между собой. 
Таким образом, снижение вращательной диффу-
зии зондов при увеличении содержания холесте-
рина в мембране можно рассматривать как указа-
ние на одновременное снижение коэффициента 
поступательной диффузии СЬ, что достаточно 
согласуется с нашими экспериментальными дан-
н ы м и. 

Кроме того, наши опыты позволяют априори 
предположить, что коэффициент диффузии 0 2 для 
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холестерина будет, по-видимому, выше, чем для 
фосфолипидов. 

В литературе приводится коэффициент диффу-
зии 0-2 в мембране, равный 1,7-10 7 см за 
1 с |8, 9] . Однако при этом в основном в расчет 
бралась лишь толщина мембраны и не учитыва-
лись качественный ее состав, а также возмож-
ности влияния химического состава плазмы крови. 
Между тем нам представляется весьма важным 
этот аспект данной проблемы, учитывая, что в 
зависимости от срока выброса эритроцита из депо 
мембрана эритроцита претерпевает определенные 
изменения в своем составе [71. Отсюда логично 
предположить, что газотранспортная фукция у 
различных по возрасту эритроцитов будет неоди-
наковой. Существенное влияние на газотранспорт-
ную функцию эритроцита может оказывать уро-
вень отдельных фракций липидов плазмы крови, 
так как между липидами мембран эритроцитов и 
липидами плазмы происходит постоянный обмен 
фракциями [6]. В связи с этим можно предполо-
жить, что увеличение уровня холестерина в плазме 
крови, регистрируемое при ряде патологических 
состояний, должно сопровождаться нарушениями 
кислород-транспортной функции эритроцитов. 

Отдельной проблемой является определение 
влияния внутривенных инфузий различных лекар-
ственных средств на газотранспортную функцию 
эритроцитов. Особенно остро, по нашему мнению, 
она стоит в неонатологии, когда приходится при-
бегать к внутривенным вливаниям различного 
рода липидных смесей для парентерального пита-
ния детей, тем более что физиологической особен-
ностью эритроцитов новорожденных в течение 
1 сут жизни, как показали наши исследования, 
является снижение скорости десатурации Ог в 
сравнении со взрослыми людьми. При патологи-
ческих состояниях эта физиологическая особен-
ность эритроцитов новорожденных на фоне парен-
терального питания может быть одним из ведущих 
факторов патогенеза тяжелой гипоксии новорож-
ден II ых. 

Автор считает своим приятным долгом выразить 
благодарность сотруднику Института химической 
физики AM СССР доктору хим. наук В. А. Ро-
гинскому, руководителю клинической лаборатории 
ВНИЦ ОЗМиР Минздрава СССР доктору мед. 
наук Ю. Д. Валике за полезную дискуссию при 
обсуждении результатов данной работы. 
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D E P E N D E N C E O F THE OXYGEN LIBERATION RATE ON 
MODIFICATION OF ERYTHROCYTE M E M B R A N E S 

S. P. Anikeeva 

All-Uriion Research Centre of Motherhood and Childhood Pro-
tection, Ministry of Public Health of the USSR, Moscow 

Specific pa t t e rns of blood deoxygenatiori were studied using 
cholesterol-modified erythrocyte membranes by means of 
polarographic coulombometry in microlyzer. The rate of oxygen 
liberation was decreased in erythrocytes enriched with cholesterol 
as compared with controls. Effects of the membrane quant i ta t ive 
composition on its diffusion properties are discussed. 
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Новосибирск 

Известно, что глюкокортикоиды принимают 
активное участие в регуляции экспрессии генов, 
отвечающих за синтез таких индуцибельных фер-
ментов, как тирозинаминотрансфераза, фосфо-
энолпируваткарбоксикиназа и ^р. [6]. Показано, 
что глюкокортикоиды участвуют также в индукции 
синтеза глюко-6-фосфатдегидрогеназы в пече-
ни [10]. Однако для реализации этого эффекта 
необходимо присутствие липопротеидов высокой 
плотности ( Л П В П ) . Оказалось, что активация 
хроматина и усиление экспрессии генов в данном 
случае связаны с транслокацией в ядро лизосо-
мальных ферментов, в первую очередь про-
теиназ [8 | , механизм которой остался неясным. 
Роль Л П В П в этом механизме также пока неясна. 

Учитывая эти обстоятельства, важно изучить, 
как соотносятся в клетке регуляториые эффекты 
2 классов физиологически активных соединений: 
глюкокортикоидов и Л П В П плазмы крови. В на-
стоящей работе сделана попытка выяснить неко^ 
торые принципиальные отличия в механизме дей-
ствия гидрокортизона и гидрокортизона с Л П В П 
на ядерный хроматин, биосинтез нуклеиновых 
кислот и белка в ткани печени. 

М е т о д и к а . Настоящее исследование проводили на пере-
живающих срезах печени крыс-самок Вистар массой 150 
200 г. После декапитации животных печень извлекали и про-
мывали холодным физиологическим раствором. Срезы толщи-
ной 0,3 мм готовили при помощи острого лезвия и помещали 
в бикарбонатный буфер, рН 7,4 (Кребс- Рингер), содержащий 
2 % бычьего сывороточного альбумина. Среду насыщали 
смесью 95 и 5 % СОг. Инкубацию проводили при температуре 
37 °С в течение 2 ч при постоянном покачивании. 

В инкубационную среду добавляли гидрокортизон фирмы 
«Мегск» (ФРГ) в конечной концентрации К) 6 М, Л П В П из 
расчета 0,2 мг на I мл среды. Последние выделяли из плазмы 
крови крыс методом изоплотностного ультрацентрифугирова-
ния в растворе КВг [13]. В ряде экспериментов использовали 
специфические ингибиторы: пепстатип, подавляющий актив-
ность карбоксипептидаз (1 мг на I мл), ингибитор трипсина 
из соевых бобов, подавляющий активность сериновых про-
теиназ (1 мг на 1 мл), йодацетамид, угнетающий активность 
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гиоловых протеиназ (0,5 мг на 1 м.л), актиномицин D - инги-
битор ДНК-зависимого синтеза РНК (10 1 М). Применяли 
также ингибиторы внутриклеточного перемещения винблас-
тин (10 (> М) и колхицин (5-10 7 М), блокирующие трансло-
кацию лизосомальных ферментов в ядро. Д л я оценки скорости 
биосинтеза суммарной РНК добавляли *Н-уридин с актив-
ностью 23 мкюри/моль фирмы «Amersham» (Англия) 
1 мккюри на 1 мл и для оценки скорости биосинтеза общего 
белка - | 4С-лейцин с активностью 58 мкюри/ммоль фирмы 
«Amersham» (Англия) 1 мккюри на 1 мл среды. 

После инкубации срезы печени отмывали холодным 
0,15 М NaCI и выделяли из них ядра по методу [12] в модифи-
кации, описанной в работе [11| . Суспензию ядер в 0,05 М 
цитрат-фосфатном буфере рН 4,4, содержащем 0,15 М NaCI, 
инкубировали при температуре 4 °С в течение 12 ч с раствором 
акридинового оранжевого (АО). Коммерческий препарат АО 
дважды перекристаллизовывали из спиртового раствора. 
Флюоресценцию измеряли на спектрофлюориметре MPF-4 
(Япония) мри максимуме возбуждения 503 нм и 2 максимумах 
флюоресценции: 530 нм (специфическое связывание по типу 
интеркаляции с двухцепочечными участками Д Н К ) и 615 нм 
(связывание АО с одноцепочечными нуклеиновыми кислотами). 
Исключение электростатического взаимодействия с ядерными 
белками достигалось за счет избытка ионов II 1 и NaCI, конку-
рирующих с АО за анионные места связывания в молекулах 
белка. Предварительная обработка ядер раствором ЭДТА 
низкой концентрации (0,1 мМ) приводила к избирательной 
денатурации (расплетению) двухнитевой РНК, в результате 
чего последняя не участвовала в специфическом связывании 
зонда. 

Д л я анализа изменений ядерного хроматина под влиянием 
гидрокортизона и гидрокортизона с Л П В П проводили 
флюоресцентное зондирование Д Н К , осуществляя 2 последо-
вательные операции: а) титрование постоянного количества АО 
(1,1-10 () М) клеточными ядрами в интервале концентраций 
от 0,1 до 0,8 мг ядерного белка на I мл; б) титрование постоян-
ного количества ядер (0,4 мг на 1 мл) раствором АО в интерва-
ле концентраций от 5,5-10 1 до 4,4-10 М. По данным 
титрования, строили графики в двойных обратных координатах 
и рассчитывали константу связывания (Кс) для АО и число 
молей центров связывания зонда (я у д ) на 1 мг белка ядер [1]. 
Белок определяли методом Лоури [14]. Радиоактивность РНК 
и растворимость белковой фракции измеряли на 0-счетчике 
«Мул ьт и м а т - 30 » (Ф р а н ц и я) . 

Достоверность полученных результатов оценивали с по-
мощью /-критерия Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В пережи-
вающих срезах печени белых крыс гидрокортизон 
практически не изменял молярной концентрации 
мест связывания АО с ДНК, но достоверно увели-
чивал константу связывания (табл. 1). Напротив, 
совместное действие гидрокортизона и Л П В П не 
изменяло Кс для АО, но практически вдвое увели-
чивало число мест связывания. Флюоресцентное 
зондирование Д Н К широко используется для 
оценки активации хроматина, обусловленной раз-
ными факторами. Полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что действие одного гидрокорти-
зона и совместное действие его с Л П В П на ядерный 
хроматин принципиально отличаются друг от 
друга. В первом случае, вероятно, речь идет об 
известном механизме гормональной регуляции 
экспрессии генов, реализуемом через цитозольный 
рецептор глюкокортикоидов [6]. По-видимому, это 
усиление экспрессии уже работающих генов. Во 
втором случае речь идет о транслокации лизосо-
мальных ферментов в ядро и активации хроматина 
в связи с лимитированным протеолизом некоторых 
его белков [8]. Этот механизм, вероятно, связан 
с включением в экспрессию новых генов. В нем 
ключевые позиции занимают карбоксильные, сери-
новые и тиоловые протеиназы [8, 9] . 

Добавление в среду инкубации вместе с гидро-
кортизоном и Л П В П пепстатина, ингибитора 
трипсина из соевых бобов и йодацетамида пол-
ностью устраняло наблюдаемый эффект. В данном 

Т а б л и ц а 2 ЛИТЕРАТУРА 

Изменение молярной концентрации мест связывания АО (л у д ) 
с хроматином ядер и константы связывания зонда (Кс) в 
переживающих срезах печени крыс под влиянием кортизола 
и кортизола с J1I1BI1 (М=Ьт) 

Условия опыта пуд• 10 6 М на 1 мг К с • 1 0 е • М 1 

белка 

Контроль 7 ,02±0 ,54 (35) 1 ,32±0,19 (44) 
Гидрокортизон 8,89чь(),99 (15) 2,40=1=0,34 (23) 
Гидрокортизон-f-

+ Л П В П 13,76±1,78* (9) I,69=t0,37 (20) 
Гидрокортизон+ 

+ Л П В П + пепста-
тин 8,26=1=0,84 (10) 1,46=1=0,26 (10) 

Гидрокортизон -j-
+ Л П В П + йодаце-
тамид 6,10=1=1,03 (10) 1,18=1=0,22 (9) 

Гидрокортизон-f-
+ Л П В П + с о е в ы й 
ингибитор 5,93=Ы,21 (9) 1 ,76±0,27 (9) 

Гидрокортизон -f-
+ Л П В П + в и н б л а -
стин 7,15=h 1,19 (14) 1 ,68±0,38 (13) 

Гидрокортизон -f-
-f Л11ВП-|-колхицин 7,59=Ы,48 (5) 1,154=0,23 (7) 
Л П В П 6,95=1=0,78 (6) 

П р и м е ч а н и е. В скобках число опытов, звездоч-
ка • /><0,01. 

случае Кс для АО и молярная концентрация мест 
связывания его с Д Н К практически не отличались 
от контроля (см. табл. 1). Использование колхи-
цина и винбластина также снимало данный 
эффект. Не изменяли число место связывания 
и Л П В П , добавленные в среду инкубации. 

Ранее нами АО использовали для оценки акти-
вации хроматина в опытах in vivo у крыс при 
интенсивной физической нагрузке и частичной 
резекции печени [5 | . Были получены аналогичные 
результаты по связыванию зонда, что и в опытах 
in vitro. Более того, было показано, что при данных 
воздействиях на организм животных в крови 
наблюдалось увеличение концентрации глюко-
кортикоидов и отмечался сдвиг липопротеидного 
спектра в сторону увеличения содержания 
Л П В П [7, 9] . При частичной резекции печени 
особенно увеличивалось содержание ЛПВПз. 
Именно данная фракция липопротеидов высокой 
плотности, а не ЛПВПг, была необходима для 
индукции синтеза глюкозо-6-фосфатдегидроге-
назы в переживающих срезах печени крыс наряду 
с глюкокортикоидами [10]. 

Таким образом, исследования in vitro свидетель-
ствуют о том, что увеличение концентрации в крови 
глюкокортикоидов и Л П В П является необхо-
димым и достаточным условием для активации 
хроматина и усиления экспрессии генов, наблюдае-
мых как в опытах in vivo, так и in vitro. 

Близкие результаты по активации хроматина с 
использованием АО и этидия бромида были полу-
чены другими авторами на модели частичной 
реакции печени [2, 3]. Исходя из интенсивности 
флюоресценции АО, связанного с хроматином, 
активность последнего увеличивалась на 40 % по 
сравнению с контролем. Анализ спектра мРНК не 
проводили. Известно, что одним из основных 
эффектов глюкокортикоидов является увеличение 
количества рибосомной РНК в тканях-мише-
нях [4]. Изменение спектра мРНК под влиянием 
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Т а б л и ц а 2 
Изменение скорости включения 'Н-уридина в РНК и мС-лей-
цина в белок (в ими. в 1 мин на I мг белка) в пережинаю-
щих срезах печени крыс под влиянием гидрокортизона и 
гидрокортизона с .ЛИ ВII ( Л 1 ± т ) 

Включение Вкл ючение 
Условия опыта :,Н-уридима нС-лейцина в 

в РНК белок 

Контрол ь 1860± 157 1320 ± 130 
Гидрокортизон 2604 ± 2 2 8 * 1880± 167* 
Гидрокортизон-f Л П В П 3255±356** 2740±214** 
Гидрокортизон -f- а по-Л П В П 3111 ± 2 8 7 * * 2607±209** 
Л П В П 1073± 156 

П р и м е ч а н и е . Число опытов в каждой серии 10. Одна 
звездочка р < 0 , 0 5 , две р<0,()1. 

гидрокортизона и Л П В П нами не изучалось и 
требует дальнейших исследований. 

Анализ экспрессии генов в переживающих сре-
зах печени крыс под влиянием гидрокортизона и 
гидрокортизона с Л П В П проводился нами по 
оценке скорости включения *Н-уридина в общий 
пул РНК и ,4С-лейцина в белок растворимой фрак-
ции. Было показано достоверное увеличение обоих 
показателей под влиянием одного гормона 
(табл. 2). Однако результат был значительно 
выше, если в среду инкубации добавляли гормон 
вместе с Л П В П . Для РНК увеличение скорости 
включения меченого уридина составляло 125 % 
по отношению к гидрокортизону и 175 % по отно-
шению к контролю. Для белка аналогичные ре-
зультаты, полученные по включению меченого 
лейцина, составляли соответственно 145 и 207 %. 

Добавление в среду инкубации апо-ЛПВП, 
полученных после делипидирования Л П В П , в том 
же количестве в пересчете на белок совместно 
с гидрокортизоном также увеличивало скорость 
биосинтеза РНК и белка (см. табл. 2). Одни 
Л П В П , добавленные в среду инкубации, эффекта 
не оказывали. 

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о том, что гидрокортизон и Л П В П 
оказывают кооперативный эффект на экспрессию 
генов, который не воспроизводится ни одним из 
компонентов в отдельности. Для участия Л П В П 
в кооперативном механизме важную роль играет 
не липидный, а белковый компонент. 

Активация хроматина в ядрах печени под влия-
нием гидрокортизона и гидрокортизона с Л П В П 
в принципе отличается друг от друга: гидрокор-
тизон повышает Кс для АО и достоверно не изме-
няет молярную концентрацию мест связывания 
с ДНК, гидрокортизон с Л П В П , напротив, не 
изменяет Кс для АО, но значительно увеличивает 
число место связывания зонда с ДНК. Увеличение 
экспрессии генов под влиянием гидрокортизона 
существенно менее выражено, чем под влиянием 
гидрокортизона и Л П В П . Последний механизм 
носит кооперативный характер, не воспроизво-
дится ни одним из компонентов в отдельности и 
является лизосомозависимым. Ингибиторы лизо-
сомальных протеиназ (пепстагин, соевый ингиби-
тор трипсина и йодацетамид), а также внутри-
клеточного перемещения (колхицин, винбластин) 
полностью предотвращают активацию хроматина. 
В реализации эффекта Л П В П в данном механизме 
важную роль играет не липидный, а белковый 
компонент. 
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BLOOD PLASMA HIGH DENSITY L I P O P R O T E I N S AS 
MODULATORS OF S P E C I F I C HORMONAL EFFECT OF 
NYDROCORTISONE 

L. E. Ranin, N. N. Mayanskaya, I. G. Svechnikova 

Inst i tute of Experimental Medicine, Siberian Branch of the 
Academy ot Medical Sciences of the USSR, Novosibirsk 

Hydrocortisone affected less distinctly the gene expression in 
rat liver slices as compared with the s imul taneous effect of the 
hormone and blood p lasma high density lipoprodeins (HDL) . 
These subs tances acted cooperatively and the phenomenon 
observed was not reproduced by means of individual components . 
The protein moiety of HDL, but not of lipid part of the molecule, 
was of importance in realization of the effect. Inhibitors of 
lysosomal proteinases (pepstatin, soy bean inhibitor of trypsin 
and iodacetamide) as well as inhibitors of lysosomes intracel lular 
t ranslocation (colchicine and vinblastin) blocked completely 
the cooperative action of hydrocortisone and HDL. Hydrocorti-
sone-dependent activation of chromation and st imulation of 
genes expression led to an increase in the binding constant of 
acridine o range with DNA, while molar concentration of binding 
sites of the probe was practically unal tered. At the same time, 
s imul taneous effect of hydrocort isone and HDL did not alter 
the cons tans for acridine o range binding but concentrat ion of 
the probe binding sites with DNA was distinctly increased. 

© К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ. 1990 

УД к (i 16-006.81 -06:161 6.154:677.164.12 | -008.64-07 

/О. В. Букин, M. Я. Курцман, А. Ф. Мукерия, 
Д. Г. Заридзе 

Ф У Н К Ц И О Н А Л Ь Н А Я Н Е Д О С Т А Т О Ч Н О С Т Ь 
Р И Б О Ф Л А В И Н А У Б О Л Ь Н Ы Х М Е Л А Н О М О Й 

НИИ канцерогенеза В О Н Ц АМН СССР, Москва 

Ранее полагали, что в плазме крови основная 
часть рибофлавина, служащего источником об-
разования в клетках коферментных форм вита-
мина В2 — ФМН и ФАД, присутствует в виде 
комплексов с альбумином [7 | . Однако было по-
.казано [9], что при физиологических концент-
рациях витамина 10-кратные индивидуальные раз-
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личия в величинах связывания (2-14С) рибо-
флавина белками плазмы крови здоровых доно-
ров обусловлены образованием его комплексов 
с иммуноглобулинами, которые связывают рибо-
флавин значительно более прочно, чем альбумин. 
Аномально высокие величины связывания рибо-
ф л а в и на и м м у н о г л об у л и н а ми плазмы кро в и в ы -
явлены при обследовании больных с некоторыми 
злокачественными новообразованиями [1()|; ста-
тистически значимые отличия от нормы выявлены 
у больных меланомой и раком молочной железы. 
Природа иммуноглобулинов, связывающих рибо-
ф л а в и н, х а р а ктер вз а и м о де йст в и я р и бос}) л а в и i \ а 
с и м м у н о г л о б у л и н а м и и ф и з и о л о г и ч е с к о е з н а -
ч е н и е р и бо ф л а в и н с в я з ы в а ю щ и х и м м у н о гл об у л и 
нов в норме и при патологии остаются неясны^ 
ми. Комплексообразование рибофлавина с им-
муноглобулинами плазмы крови происходит в ре-
з у л ьт а те ассоциации витамина с н е д ост а то ч н о 
охарактеризованными субфракциями IgG и IgA 
[9, 10]; реакция комплексообразования носит, 
возможно, неспецифический характер, но нельзя 
исключить при некоторых патологических состоя-
ниях взаимодействия отдельных субклассов им-
муноглобулинов с витаминами по типу антиген 
антитело, как это было показано, например, при 
обеледо в ании бол ьно го м но жест ве ни ой ми ел о-
мой [8). 

С физиологической точки зрения комплексо-
образование рибофлавина с белками плазмы 
крови представляется в норме важным процессом, 
который предупреждает быстрое удаление рибо-
фламина с мочой и тем самым поддерживает 
в циркулирующей крови депо легкомобили^уемого 
витамина. Однако отмеченное у некоторых онко-
логических больных аномально высокое содер-
жание в плазме крови иммуноглобулинов, отно-
сительно прочно связывающих рибофлавин, может 
в принципе существенно нарушать динамику об-
мена витамина в организме и оказывать по 
крайней мере 2 метаболических эффекта: ограни-
чивать экскрецию свободного рибофлавина с мо-
чой и доступность рибофлавина для тканей, 
лимитируя образование в клетках коферментных 
форм витамина. Первый из указанных эффектов 
находит прямое и косвенное подтверждение в ряде 
исследований. Было показано, в частности [4], 
что у ряда онкологических больных экскреция 
рибофлавина с мочой до и после нагрузки вита-
мином значительно снижена по сравнению с нор-
мой. Найдено также, что избыточная продукция 
рибофлавинсвязываюгцего белка IgG у больного 
множественной миеломой [5] ассоциируется с 
низкими величинами экскреции витамина с мо-
чой [ I I ] . Возможная функциональная недо-
статочность рибофлавина у онкологических боль-
ных из-за развивающегося дефицита кофер-
ментных форм витамина В2 в тканях до настоя-
щего времени оставалась неизученной. Учитывая 
имеющиеся данные об аномально высоких вели-
чинах связывания рибофлавина плазмой крови 
и фракцией иммуноглобулинов у больных мела-
номой [10], мы изучили при этом заболевании 
функциональную обеспеченность организма вита-
мином В2, используя в качестве широко апро-
бированной функциональной тест-системы ФАД-
зависимую эритроцитарную глутатионредуктазу 
(ЭГР; КФ 1.6.4.2). По данным литературы [2, 7 

Коэффициент активации (КЛ) ЭГР у больных меланомой 

Обследуемая 
группа и КА 

Распределение КА 
к группах 

Обеспеченность 
организма 

витамином Bj 

Обследуемая 
группа и КА 

интервал КА 
% <>т 
числа 

наблю-
дений 

Обеспеченность 
организма 

витамином Bj 

Контроль (20) 0 , 9 1 - 1 , 1 3 100 Норма 
Вольные мела-
номой (36) 0 , 9 4 - 1 , 6 2 100 Резкие различия 

из них: (18) 0,94—1,20 50 Норма 
(8) 1,21 — 1,28 22 Частичный дефи-

цит 
(10) 1 ,31 -1 ,62 28 В ы р а ж е н н ы й » 

П р и м е ч а н и е. В скобках число наблюдений при 
различных уровнях КЛ. 

12], повышение активности ЭГР в присутствии 
добавок в пробы ФАД на 21—30 или на 31 % и 
выше (коэффициент активации ЭГР, равный 
1,21 1,30 или 1,31 и выше) указывает соответ-
ственно на частичный или выраженный дефи-
цит в организме витамина В2. 

М е т о д и к а. Коэффициент активации ЭГР (ФАД-эффект) 
при заболевании меланомой изучали у 36 больных обоего 
пола в возрасте 19 59 лет. Кровь для анализа брали во 
время пребывания больных в стационаре или при посещении 
ими поликлинического отделения ВОНЦ АМН С С С Р в связи 
с метастазированием опухоли и проведением курса химио-
терапии. Контролем при определении ФАД-эффекта служила 
кровь здоровых доноров (10 человек) и кровь К) здоровых 
сотрудников отделения эпидемиологии и профилактики опу-
холей НИИ канцерогенеза ВОНЦ АМН СССР, взятая при 
прохождении очередного диспансерного обследования. В целом 
контрольная группа включала 20 лиц обоего пола в возрасте 
30—57 лет. Коэффициент активации ЭГР определяли в стан-
дартных условиях |12), регистрируя скорость ферментатив-
ной реакции в присутствии ФАД или без него в течение 
10 мин при 37 °С в термостатированных кюветах размером 
I см на спектрофотометре фирмы «Весктап-26» (США). 
В работе использовали ФАД фирмы «Мегск» (ФРГ) , окис-
ленный глутатион фирмы «ReanaU (ВНР) , НАДФ«Нг фирмы 
«Serva» (ФРГ) и ЭДТА-Naa отечественного производства 
квалификации химически чистый. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Данные, 
полученные при изучении ФАД-эффекта у больных 
меланомой, суммированы в таблице. Как следует 
из приведенных результатов, у половины больных 
меланомой выявлена функциональная недостаточ-
ность рибофлавина (коэффициент активации 
ЭГР 1,21 и выше). Почти у 3 0 % обследованных 
больных коэффициент активации ЭГР превышал 
величину 1,31, что свидетельствует о выраженном 
дефиците витамина В2. Сопоставление полученных 
индивидуальных величин активации ЭГР с воз-
растом больных, длительностью заболевания, вре-
менем, прошедшим после удаления первичного 
опухолевого очага, наличием метастазов, про-
ведением курса химиотерапии или лучевой терапии 
не выявило какой-либо зависимости между этими 
параметрами. Отсутствие видимой связи между 
аномально высокими величинами связывания 
рибофлавина белками плазмы крови больных 
меланомой и такими показателями, как пол, 
возраст больного, характер химиотерапевтиче-
ского вмешательства, было отмечено ранее [10]. 
Однако для окончательных выводов в обоих слу-
чаях требуется более подробное обследование в 
динамике значительно большего числа больных.. 

Следует отметить, что при назначении 2 боль-
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ным меланомой высоких доз рибофлавина (1 раз 
в день по 50 мг перорально в течение 3 дней) 
высокие исходные коэффициенты активации ЭГР 
(1,32 и 1,54) снизились до нормы (соответствен-
но до 0,90 и 1,05). Нормализация витаминного 
статуса организма при функциональном дефи-
ците рибофлавина у онкологических больных 
может иметь важное значение и повышать рези-
стентность организма к опухоли, поскольку уча-
стие ФАД-зависимых ферментов в энергетиче-
ском обмене, биосинтезе нуклеиновых кислот, био-
синтезе S-аденозилметионииа и других физиоло-
гически активных соединений играет существен-
ную роль в функции надпочечников и формиро-
вании гуморального и клеточного иммуиитета 
|2, 7 | . Показано, в частности, что при гиповита-
минозе В2 нарушается образование антител и сни-
жается фагоцитарная активность [5, 6] . 

В последние годы дефицит рибофлавина в орга-
низме рассматривается в качестве одного из 
возможных факторов, повышающих риск канцеро-
генных воздействий |1, 3]. Возможная пато-
биохимическая роль алиментарных и метаболи-
ческих арибофлавинозов на разных стадиях 
канцерогенеза, а также на ранних и поздних 
стадиях роста злокачественных опухолей заслу-
живает всестороннего изучения в целях свое-
временной витаминопрофилактики рака или сти-
муляции иммунологической реактивности онколо-
гических больных. 
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FUNCTIONAL RIBOFLAVIN DEFICIENCY IN PATIENTS 
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Prel iminary data on the functional riboflavin deficiency 
in patients with mal ignant skin melanoma are discussed. 
In 50 % of 36 patients with skin melanoma the glutathione 
reductase activation coefficient was higher than 1.21 and 
in 2 8 % of the patients above 1.31. Oral adminis t rat ion 
of high doses of riboflavin normalized the riboflavin s ta tus . 

© H. В. К О Л О М И Е Ц , т. Ф. ПИРОГОВД. 1990 

УД к 6 I 6. 133.33-074: | 6 I <>. 153.96:577.1 12.856 

II. В. Коломиец, Т. Ф. Нирогова 
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Х А Р А К Т Е Р И С Т И К Е « А Т Е Р О Г Е Н Н Ы Х » И 
« А Н Т И А Т Е Р О Г Е Н Н Ы Х » К Л А С С О В Л И П О -
П Р О Т Е И Д О В У Б О Л Ь Н Ы Х С Н Е Й Р О С О С У Д И -
С Т Ы М И З А Б О Л Е В А Н И Я М И 
Рижский медицинский институт 

Нарушение липидного обмена является при-
знанным фактором риска развития сосудистых 
заболеваний. Состояние липидного обмена у боль-
ных, страдающих атеросклеротическими пораже-
ниями коронарных сосудов, изучено достаточно 
подробно. В то же время роль дислипопротеиде-
мий в развитии цереброваскулярного атероскле-
ротического процесса все еще не ясна, данные 
литературы о связи нарушений липидного мета-
болизма с цереброваскулярными заболеваниями 
малочисленны и противоречивы. Изучение хими-
ческих компонентов классов липоиротеидов ( Л И ) , 
выделенных из сыворотки крови больных с нейро-
сосудистыми заболеваниями, поможет определить 
значение нарушений липидного метаболизма в 
патогенезе этих заболеваний. 

Интерес к исследованию «атерогенных» классов 
липоиротеидов низкой плотности (ЛПНГТ) и очень 
низкой плот н ост и (Л П О Н П) об у с л о вл е н связью 
повышения концентрации этих классов Л П в сы-
воротке крови с риском развития атеросклероти-
ческих повреждений сосудов [5], хотя, по мнению 
некоторых авторов, «антиатерогенные» липо-
протеиды высокой плотности (ЛПВП) являются 
интегральным показателем, отражающим ско-
рость и эффективность обмена Л П в организ-
ме [8]. В последние годы наибольшее внима-
ние уделяется изучению белковой части ЛII комп-
лексов. Обнаружено, что концентрация апоВ в 
крови больных ишемической болезнью сердца 
является более достоверным фактором риска по 
сравнению с концентрацией липидов, а содер-
жание апоА у этих больных более достоверно 
коррелирует с клиническими показателями, чем 
уровень холестерина в Л П В П [9]. Доказана 
информативность определения и общего содер-
жания белка в отдельных классах Л П. Например, 
степень анормальности Л П В П , выделенных из 
крови больных первичным циррозом печени, 
предлагают характеризовать отношением фосфо-
липидов в Л П В П к общему содержанию белка 
в этом классе ЛП, причем значение этого коэф-
фициента коррелирует с клинической картиной 
заболевания [14]. В свою очередь полидисиерс-
иые Л П Н П с повышенным содержанием белка 
и коэффициента белок/липиды обнаруживаются 
чаще у больных атеросклерозом и диабетом 
по сравнению со здоровыми людьми [12]. Во всех 
случаях содержание белка в разных классах Л П 
определялось после разделения их сложными и 
занимающими много времени методами ультра -
центрифугирования. Однако имеются данные, что 
классический метод ультрацентрифугирования 
не является самым подходящим для выделе-
ния Л П В П , так как получаемые при этом Л П В П 
«загрязнены» другими ЛП, и степень выделения 
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их часто ниже 90 %. Кроме того, используемые 
в высоких концентрациях соли изменяют харак-
теристики Л П . Наиболее оптимальным методом 
отделения Л П В П признается осаждение Л П Н П 
Л ПОНИ гепарином в присутствии 1 М раствора 
хлористого марганца [15]. 

В изучении гетерогенности отдельных клас-
сов Л П [12], апопротеинов сыворотки крови 
и их изоформ |11, 13] достаточно часто исполь-
зуются различные модификации метода диск-
электрофореза в полиакриламидном геле (ДЭФ 
в ПААГ). При этом применяются предвари-
тельное ультрацентрифугирование и делипидиро-
вание с помощью различных агентов, что делает 
процесс исследования трудоемким и не исключает 
возможности денатурации ЛП белков. Исходя 
из этого, нами были поставлены задачи с помощью 
метода ДЭФ в ПААГ, во-первых, проверить пол-
ноту разделения классов Л П В П и Л П Н П 
Л П О Н П гепарин-марганцевой смесыо и, во-вто-
рых, апробировать способы исследования белко-
вого, липидного и фосфолипидного спектров 
в классах ЛП, выделенных из сыворотки крови 
больных с нейрососудистыми заболеваниями. 

М е т о д и к а . В работе использовали сыворотку крови 
человека. Д л я отделения Л П В П от Л П Н П и Л П О Н П при-
меняли осаждение Л П Н П - Л П О Н П гепарином в присутст-
вии 1 М раствора хлористого марганца [15]. Надосадок, 
содержащий Л П В П , осторожно и по возможности полностью 
отбирали в другую пробирку. Оставшийся осадок Л П Н П 
Л П О Н П растворяли в физиологическом растворе, доводя 
объем до соответствующего количеству исходной сыворотки. 
В надосадке, в растворенном осадке и цельной сыворотке 
определяли содержание белка биуретовым методом [4]. 
Кроме того, в растворенном осадке определяли содержание 
белка по Лоури [3) и по измерению степени светопогло-
щения в ультрафиолетовой области при 280 нм [2]. Кали-
бровочные растворы готовили из альбумина человеческой 
сыворотки. В надосадке, растворенном осадке и сыворотке 
унифицированным методом определяли содержание общих 
липидов, и в той же сыворотке турбидиметрическим мето-
дом по Бурштейну и Самаю определяли содержание Л П Н П 
Л П О Н П в условных единицах | 4 | . Наконец, сыворотку, 
надосадок и растворенный осадок разделяли с помощью ме-
тода Д Э Ф в ПЛАГ. Полиакриламидный гель готовили на 
реактивах фирмы «Ренал» (ВНР) . Электрофорез проводили 
в столбиках многослойного геля по Пироговой и Дундуре [7]. 
Образцы исходно® сыворотки, надосадка и растворенного 
осадка наносили каждый на 3 геля. Количество вносимого 
материала на 1 гель рассчитывали по содержанию белка 
в исходном образце (но 250 мкг белка в гель), эти гели 
после окончания электрофореза окрашивали 0,5 % раствором 
амидо черного 10 Б для выявления белковых фракций. На два 
других геля тот же образец наносили в другом количестве 
из расчета, что в каждый гель должно быть внесено 100 мкг 
общих липидов. Один из этих гелей после окончания электро-
фореза окрашивали для выявления Л И фракций Суданом 
черным Б | 7 | , другой гель инкубировали при 60 °С в спе-
циальном растворе, описанном ранее [6] для выявления фос-
фолипидных фракций. Д л я количественной оценки выявлен-
ные фракции записывали на денситометре Д М I, затем 
рассчитывали электрофоретическую подвижность каждой 
фракции относительно альбумина (R a) и процентное содер-
жание отдельных фракций. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Для сопо-
ставлений белковых спектров выделенных из сы-
воротки крови классов Л П необходимо точно 
рассчитать вносимое на гель количество белка 
в образце. Результаты определения общего белка 
биуретовым методом в 7 образцах сывороток 
крови и выделенных из них классах Л П В П и 
Л П Н П Л П О Н П представлены в табл. 1. 

Как видно из приведенных данных, биурето-
вый метод дал завышенные результаты содер-

Т а б л и ц а 1 
Содержание общего белка в сыворотке крови и фракциях, 
содержащих ЛПВП и ЛПНП — ЛПОНП 

Содержание белка, г/л 

№ образца 
фракции 

№ образца 
сыворотка фракции фракция 

крови Л П В П Л П Н П Л П О Н П 

1 70,8 80,0 (70,4) 20,5 (10,9) 
2 90,0 95,0 (85,4) 8,8 ( ) 
3 93,3 94,6 (85,0) 18,5 (8,9) 
4 84,0 88,8 (79,2) 10,3 (0,7) 
5 89,4 93,6 (84,0) 6,0 ( ) 
6 76,8 79,8 (70,2) 8,5 ( ) 
7 71,4 82,4 (72,8) 5,4 ( ) 

П р и м е ч а н и е. Цифры в скобках см. пояснение в 
гексте. 

жания белка в классах ЛП. Мы допустили, что 
это связано с присутствием гепарин-марганцевой 
смеси, используемой для выделения указанных 
классов, хотя в литературе ссылок на это не 
обнаружили. Постановка биурстовой реакции 
с приготовленным 1М раствором гепарин-марган-
цевой смеси в количестве, соответствующем ее 
содержанию во фракциях ЛП, дала при фото-
метрировании величину экстинкции, соответствую-
щую содержанию белка 9,6 г/л. В табл. 1 в скобках 
приведены данные о содержании белка во фрак-
циях ЛП, когда контролем в реакции служил 
физиологический раствор с добавлением гепарин-
марганцевой смеси. Анализируя этот опыт, видим, 
что в 4 образцах белок во фракции Л П Н П 
Л П О Н П вообще не определялся из-за недостаточ-
ной чувствительности биуретового метода, а со-
держание белка во фракции Л П В П отражает 
не только белковую часть Л П комплекса, но и 
другие сывороточные белки, не содержащие ли-
пидов и не осаждающиеся вместе с Л П Н П 
Л П О Н П . Мы попробовали использовать более 
чувствительный метод Лоури для определения 
белка в Л П Н П - Л П О Н П , но это оказалось 
невозможным, поскольку в ходе реакции появля-
лось постороннее коричневое окрашивание, а в 
контрольных пробах (физиологический раствор 
с добавлением гепарин-марганцевой смеси) даже 
выпадал коричневый осадок. Поэтому для опре-
деления белка во фракции Л П Н П Л П О Н П мы 
остановились на методе поглощения при 280 нм. 
Результаты исследования 4 образцов выделенных 
Л П Н П — Л П О Н П представлены в табл. 2, там же 
приведены данные определения в исходных сыво-
ротках Л П Н П Л П О Н П и общих липидов в этом 
классе Л П. 

Содержание белка во фракции ЛПНП 
крови 

T а б л и ц а 2 

Л ПО Н П сыворотки 

№ образца 

Содержание 
белка и 

Л П Н П - Л П О Н П , 
г/л 

Содержание 
Л П Н П Л П О Н П , 

усл. ед. 

Содержание 
липидов, 

г/л 

8,45 
6,60 
16,0 
28,50 

58 
43 
63 

140 

4 , 8 
4,0 
4,5 
4,2 

5 В-сы мед. химии № 3 

П р и м е ч а и и е. Приведенные в первом столбце резуль-
таты представляют собой среднее арифметическое из значений 
нескольких параллельных проб. 
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Т а б л и ц а 3 

Сравнительна» характеристика белкового, липидного и фосфол и видного спектров одного образца сыворотки крови 

№ 
геля 

Белковый спектр Липидный спектр Фосфолииидный спектр 

№ 
геля 

СЫВ(>| 
кре 

ротка 
)ВИ 

фракция 
Л П Н П 
Л П О Н П 

фракция 
Л П В П 

сыворотка 
крови 

фракция 
Л I I I I I I 
Л П О Н П 

фракция 
Л П В П 

сыворотка 
крови 

фракция 
Л П Н П 
Л П О Н П 

фракция 
Л П В П № 

геля 

Ra % R{, % Ra % Ra % % «а /0 Ra /о Ra /о Ra /о 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

1 0 
1 1 
12 
13 
14 
15 
1 6 
17 
18 

19 
20 
21 

0,87 
0,78 
0,73 
0,69 
0,65 
0,62 
0,59 
0,54 
0,50 
0,48 
0,46 
0,44 
0,40 
0,37 

13,0 
1 1,5 
3,8 
5,3 

15,3 
2,3 
5,3 
4,6 
7,6 
3,1 
5,3 
2,3 

11,5 
1,5 

0,20 9,2 

0,04 
0,02 

3,8 
2,3 

0,87 
0,79 
0,73 
0,70 
0,65 
0,62 
0,58 
0,55 
0,51 
0,47 
0,46 
0,44 
0,41 
0,38 

0,19 
0,14 
0,06 
0,05 
0,03 

10,5 
8,6 
3.4 
4.3 

12,3 
3.1 

2.5 
7.4 
2.2 
4,9 
3,7 
6,2 
4.3 

5,2 
10,5 

1.5 
1,9 
3.4 

0,87 
0,79 
0,74 
0,71 
0,64 
0,60 
0,56 
0,54 
0,51 
0,49 
0,47 
0,45 
0,42 
0,40 

13,1 
13,1 
3.3 
6,9 
18,8 
4,1 
2,0 
2.4 
5.3 
2.4 
4,9 
4,1 
9,0 
3,3 

0,88 
0,81 

0,71 
0,64 

0,59 
0,56 

0,41 

0,20 
0,14 

0,09 
0,05 

8 , 1 
12,1 

0,86 
0,80 

14,1 0,72 
13,7 0,62 

6,9 
3,2 

6,1 0,87 
5,9 0,79 

11,9 0,71 
12,7 0,63 

0,58 
0,54 
0,49 

1,6 

0,25 3,4 
8,1 0 , 1 8 10,2 

17,7 0,11 28,0 

4,0 
10,5 0,04 

0,01 

0,44 
0,40 

10.1 0,85 
19.2 

26.3 0,71 
17,1 0,65 

13,1 0,58 
5,1 0,55 
3,0 0,50 

0,47 
3,0 0,45 
3,0 0,41 

0,18 
0 , 1 2 

1 1,5 

9.8 
21,3 0,63 

4.9 
4,9 
8,2 

0,87 12,1 

0,71 
15,0 0,65 

0,59 

0,50 

3,3 0,47 10 0,48 
3,3 0,42 17,5 0,45 
9,8 0,39 10,0 0,42 

10,2 
12,7 

0,03 

8,2 
11,5 0,14 

3,3 0,05 
0,01 

30,0 

7,5 
10,0 

10,3 
29,3 

8,6 

5,2 

10,3 
6,9 

17,2 

Теоретически рассчитанное общее содержание 
белка в классах Л П Н П — Л П О Н П не превы-
шает 1 г/л. Сопоставление полученного со-
держания белка во фракциях Л П Н П — Л П О Н П , 
определенного спектрофотометрическим методом, 
с рассчитанным теоретически указывает на то, 
что при добавлении к сыворотке крови гепарин-
марганцевой смеси наряду с Л П Н П — Л П О Н П 
осаждаются и какие-то другие сывороточные бел-
ки. Однако обращает на себя внимание тот факт, 
что содержание белка во фракции Л П Н П 
Л П О Н П коррелирует с содержанием Л П Н П 
Л П О Н П по Бурштейну и Самаю, но с количеством 
общих липидов во фракции Л П Н П — Л П О Н П 
корреляции не обнаружено. 

Следующим этапом работы было разделение 
выделенных классов ЛГ1 методом ДЭФ в Г1ААГ 
с последующим выявлением на полученных гелях 
белкового, липидного и фосфолипидного спектров. 
Поскольку как белковый, так и липидный спектры 
сыворотки крови у каждого человека имеют 
свои индивидуальные особенности, в табл. 3 
представлены результаты, полученные при исполь-
зовании в эксперименте сыворотки крови одного 
больного. 

Результаты, полученные при окрашивании ге-
лей, на которых разгоняли фракцию сыворотки 
крови, содержащую классы Л П Н П Л П О Н П 
(гели 2, 5 и 8), и фракцию, содержащую Л П В П 
(гели 3, 6 и 9), свидетельствуют о том, что 
отделение класса Л П В П гепарин-марганцевой 
смесью является полным: на гелях 3, 6 и 9 нет 
окрашенных зон в области Л П Н П . Однако на 
гелях 2, 5 и 8 видны зоны с подвижностями 
фракций Л П В П , что свидетельствует о необхо-
димости проводить повторное осаждение гепарин-
марганцевой смесыо для получения Л П Н П 
Л П О Н П , не загрязненных ЛГ1ВП. 

При окрашивании амидо черным 10 Б выделен-
ных Л П Н П — Л П О Н П (гель 2) выявилось боль-
шее по сравнению с сывороткой крови (гель 1) 

количество фракций в области Л П Н П , так как 
большое разбавление исходного материала на 
геле 1 до необходимой для внесения на гель 
концентрации белка приводит к тому, что содер-
жание некоторых минорных фракций Л П Н П ока-
зывается ниже чувствительности метода. Коли-
чество белковых фракций и их подвижность во 
фракции, содержащей Л П В П (гель 3), соответ-
ствуют таковым сыворотки крови (гель 1), из 
которой этот класс Л П был выделен. Сопостав-
ляя белковые спектры попарно с соответствую-
щими липидными спектрами (гели 1 4, 2—5, 
3—6), можно заметить, что белковых фракций 
во всех случаях выявляется больше, чем липид-
ных, но все липидные фракции имеют соот-
ветствующие им по электрофоретической подвиж-
ности фракции в белковом спектре. 

При сопоставлении относительных электро-
форетических подвижностей липидных фракций 
выделенных Л П Н П — Л П О Н П (гель 5) и Л П В П 
(гель 6) с фракциями цельной сыворотки (гель 4) 
видно, что в спектре Л П В П проявились 2 допол-
нительные фракции с R.,= 0,49 и 0,44; в спектре 
Л П Н П ЛГТОНП дополнительная по сравнению 
с цельной сывороткой фракция имеет электро-
форетическую подвижность R. = 0,25, изменилась 
и электрофоретическая подвижность двух фрак-
ций у катодного конца геля. Если появление 
новых фракций в классах Л П В П и Л П Н П 
Л П О Н П по сравнению с цельной сывороткой, 
из которой их выделили, можно, как и при окраске 
гелей на белки, объяснить относительно мень-
шим содержанием Л П В П и Л П Н П Л П О Н П 
в образце цельной сыворотки, вносимой в гель, 
в результате чего какие-то малые фракции могут 
не выявляться, то отмеченное изменение электро-
форетических подвижностей фракций может быть 
следствием непосредственного воздействия гепа-
рин-марганцевой смеси. Той же причиной мы 
объясняем появление в гелях 5 и 6 дополни-
тельной окрашенной зоны перед альбумином, по 



цвету отличающейся от остальных липидсодер-
жащих фракций. 

Интересные данные получены при выявлении 
фосфорсодержащих фракций в гелях. Фосфоли-
пидный спектр сыворотки крови (гель 7) содер-
жит ряд фракций, отсутствующих в липидном 
спектре (гель 4) , R .=0 ,50 , 0,47, 0,45, что можно 
объяснить, во-первых, более высокой чувстви-
тельностью метода проявления Суданом черным Б 
фосфолипидных компонентов по сравнению с ли-
пидными, а во-вторых, прокрашиванием фосфор-
содержащих нелипидных компонентов, наличие 
которых в сыворотке крови доказано другими 
авторами [10). Хотя по некоторым данным [1| 
синхронность выявления отдельных фракций в 
параллельных пробах при разделении сыворотки 
крови методом ДЭФ в ПААГ и окраске на белки 
не превышает 7 2 % , в наших экспериментах при 
постановке параллельных проб мы получили вос-
производимость 100%, поэтому можем утверж-
дать, что наблюдаемое распределение фосфо-
липидного спектра по отношению к липидному 
носит явно не случайный характер. «Допол-
нительные» фосфолипидные фракции во всех 
обследованных образцах сыворотки крови наблю-
дались в области фракции «медленных» Л П В П . 

Таким образом, изучение белкового, липидного 
и фосфолипидного спектров сыворотки крови 
методом ДЭФ в ПААГ продемонстрировало до-
статочную полноту отделения класса Л П В П от 
Л П Н П Л П О Н П с помощью осаждения гепа-
рин-марганцевой смесыо. Кроме того, изучение 
сыворотки крови больных, страдающих различ-
ными формами цереброваскулярных заболеваний, 
указанным методом позволило установить, что 
имеются характерные существенные различия 
как между белковым, липидным и фосфол и п и д-
ным спектрами сыворотки крови больных и здо-
ровых людей, так и при различных клиниче-
ских формах нейрососудистых заболеваний. 
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Purity of var ious classes lipoproteins was analyzed af ter 
precipitation of low and very low density lipoproteins by 
means of heparin in presence of I M MnCU- Polyacrylamide 
gel discelectrophoresis was ehown to be sui table procedure 
for s tudies of protein, lipid and phospholipid spectra of individual 
lipoprotein classes in order to evaluate the s ta te of lipid 
metabolism in patients with various clinical forms of cerebro-
vascular pathology. 
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И Н Г И Б И Т О Р Ы А Л К О Г О Л Ь Д Е Г И Д Р О Г Е Н А -
ЗЫ И ИХ В Л И Я Н И Е НА О С Н О В Н Ы Е ФЕР-
М Е Н Т Н Ы Е С И С Т Е М Ы , О К И С Л Я Ю Щ И Е А Л И -
Ф А Т И Ч Е С К И Е С П И Р Т Ы 

Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова, Ленинград 

Изучение механизмов окисления алифатических 
спиртов в печени человека и млекопитающих при-
влекает внимание исследователей в связи с раз-
работкой средств фармакологической коррекции 
нарушений метаболизма в условиях интоксикации 
данны ми соеди нен и я м и. 

Окисление спиртов происходит с участием 
4 ферментативных систем алкогольдегидрогеназы 
(АДГ, КФ 1.1.1.1), микросомальной этанолокис-
ляющей системы (МЭОС), каталазы (КФ 1.1.1.16) 
и ксантиноксидазы (КСО, КФ 1.2.3.2) [2, И ] . 
Механизм биотрансформации алифатических 
спиртов протекает по типу «летального синтеза», 
поэтому весьма актуальной и перспективной яв-
ляется идея использования ингибиторов АДГ для 
лимитирования скорости их окисления в клетках 
печени [10, 19, 22]. Наличие в составе активного 
АДГ атомов цинка и многочисленных SH-rpynn 
позволяет предполагать, что вещества, способные 
связывать цинк, взаимодействовать с SH-группа-
ми фермента или комплексами АДГ НАД и 
АДГ НАДН, могут быть потенциальными ин-
гибиторами АДГ [8]. 

Известен широкий спектр веществ, способных 
ингибировать АДГ, однако высокая токсичность 
и ограниченная доступность не позволяет исполь-
зовать их в качестве антидотов |7 9] . 

Целыо работы явилась сравнительная характе-
ристика соединений 4 основных классов ингибито-
ров АДГ: 4-метилпиразола, изовалерамида, 
Д М С О и диоксима бензоилуксусного альдегида 
(ДБУА). Последний является представителем но-
вой группы веществ диоксимов, эффективно 
подавляющих активность АДГ. Кроме того, ис-
следовалось действие данных соединений in vitro 



Константы ингибирования ЛДГ печени крыс и печени лошади 

Kj, мМ 

Ингибитор АДГ печени 
лошади 

АДГ 
печени 
крысы 

Тип 
ингибирования 

4-Метилпиразол 0,000013 |9] 0,000041 Конкурентный 
Д М С О 5,0 [20| 2,64 Бесконкурентный 
Изовалерамид 0,020 |7 | 0,062 » 
ДБУА 0,040 Смешанный конку-

0,086'" рентный не-
конкурентный 

П р и м е ч а н и е. Звездочкой обозначены значении К[ 
константы диссоциации комплекса фермент ингибитор 
субстрат (Е-IS). 

на ферменты альтернативного пути окисления 
спиртов: каталазу, КСО, МЭОС и альдегидде-
гидрогеназу (КФ 1.2.1.3). 

М е т о д и к а . В опытах использовались беспородные кры-
сы-самцы массой 150 200 г. Животных забивали под легким 
эфирным наркозом, печень перфузировали холодным физиоло-
гическим раствором, измельчали и гомогенизировали в фос-
фатном буфере 0,1 М рН 7,4 при 4 °С. Гомогенат центри-
фугировали 10 мин при 1000 g. Затем надосадочную жид-
кость центрифугировали 10 мин при 14 000 g. Осадок мито-
хондрий промывали, обрабатывали 9 % раствором тритона 
Х-100 и использовали для определения активности альдегид-
дегидрогеназы [14]. Надосадок центрифугировали в течение 
I ч при 105 000 g, и в надосадочной жидкости определяли 
активность АДГ, КСО и каталазы. 

Активность АДГ определяли по скорости восстановления 
n-нитрозодиметиланилина (НДМА) , поскольку, как было по-
казано М. С. Усатенко, данный метод является более чув-
ствительным по сравнению с традиционным [4]. Инкубацион-
ная среда содержала 2 мл 26 мкМ n-НДМА в Na-пирофос-
фатном буфере 0,05 М рН 8,8; 0,1 24 мМ раствора Н А Д + и 
0,1 мл 0,41 М раствора этилового спирта. Реакцию запускали 
добавлением цитозольной фракции, полученной после ультра-
центрифугирования. Изменение оптической плотности реги-
стрировали с минутным интервалом в течение 5 мин при 
440 нм па спектрофотометре СФ-26 при температуре 25 °С. 
Исследуемые вещества добавляли в инкубационную среду 
перед добавлением субстрата в конечной концентрации 
0,15 мМ. Кинетические константы ферментативных реакций 
определяли методами графического анализа [12, 13, 16]. 

Общую альдегиддегидрогеназную активность митохондри-
альпой фракции печени определяли спектрофотометрически 
по поглощению при 340 им |14 | . Реакционная смесь содержа-
ла: 50 мМ 0,1 М Ыа-пирофосфатного буфера рН 8,8; 0,5 мМ 
НАД; 5 мМ ацетальдегида; 1 мкМ амитала; 0,5 мМ гидро-
ксил а мин хлорида. 

Активность каталазы определяли по методу F. Roland 
|21], активность КСО по методу И. М. Kalcar, основанно-
му на измерении увеличения содержания мочевой кислоты в 
пробе после инкубации раствора ксантина с биологическим 
образцом |15 | . 

Осадок микросом, полученный после ультрацентрифугиро-
вания, использовали для определения активности МЭОС, о 
которой судили по степени окисления метилового спирта. 
Количество образующего формальдегида определяли по Нэшу 
[18]. Белок определяли по Лоури |17]. 

Препараты ингибиторов - ДБУА, 4-метилгжразола, изо-
валерамида были синтезированы по методам соответственно 
[5—7]. Частоту полученных соединений проверяли методом 

тонкослойной хроматографии. Д М С О использовали марки х. ч., 
дважды перегнанный непосредственно перед опытом. 

Результаты обработаны статистически с использованием 
критерия Стыоденга. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Успешная 
фармакологическая модуляция активности алко-
гольметаболизирующих систем in vivo возможна 
только после тщательного определения основных 
свойств используемых препаратов in vitro. К таким 
свойствам относятся характер ингибирования и со-
отношение степени ингибирования различных пу-
тей окисления спиртов. Кинетические характе-

ристики изучаемых соединении приведены в таб-
лице. Исходя из полученных констант ингибиро-
вания, можно расположить исследуемые вещества 
по убывающей эффективности их действия на АДГ 
в следующем порядке: 4-метилпиразол-^ДБУА-*-
-^изовалерамид -^ДМСО. Как показывает сравне-
ние с данными литературы по ипгибированию 
in vitro АДГ печени лошади, соотношение кон-
стант ингибирования для первых 3 веществ сохра-
няется, хотя они несколько ниже, чем константы 
ингибирования АДГ печени крысы [7, 9, 20). 
Как видно, наибольшим сродством к АДГ облада-
ет 4-метилпиразол, но в экспериментах in vivo 
было установлено, что вследствие конкурентного 
характера ингибирования при насыщающих кон-
центрациях спиртов он становится малоэффектив-
ным [9]. Изовалерамид и ДБУА имеют более 
высокие Kj, но данные соединения обладают низ-
кой токсичностью ( Л Д б о > 3 г /кг ) , хорошо раство-
римы в воде и их эффективность в меньшей степе-
ни зависит от концентраций спиртов [1, 7]. 

Результаты исследования влияния ингибиторов 
АДГ на ферменты альтернативного пути окисле-
ния спиртов показали, что 4-метилпиразол и 
изовалерамид в дозах, эффективно тормозящих 
активность АДГ (0,15 мМ), не влияли на актив-
ность каталазы, КСО и МЭОС. Наиболее актив-
ным оказался ДБУА. На фоне ингибирования 
МЭОС и альдегиддегидрогеназы на 63 и 54 % 
соответственно он активировал каталазу на 44 % 
и КСО на 56 %. 

Известно, что основные токсические эффекты 
спиртов связаны с гипервосстановленностыо пу-
ла пиридиннуклеотидов, обусловленной реактив-
ностью АДГ и накоплением промежуточных про-
дуктов [3]. Результаты, полученные in vitro, по-
зволяют предположить, что ДБУА благодаря ком-
плексному действию на изучаемые ферментные 
системы способен ослабить негативные последст-
вия действия спиртов на организм. Так, ингиби-
роваиие АДГ на фоне активации каталазы и КСО 
должно привести к снижению концентрации ток-
сических метаболитов и переходу метаболизма 
спиртов на НАД-независимый путь, т. е. к умень-
шению образования восстановленных форм пири-
диннуклеотидов [3]. 

Таким образом, сравнение in vitro действия 
изучаемых соединений на ферментные системы, 
окисляющие алифатические спирты, показало, что 
новый ингибитор АДГ ДБУА, обладающий низ-
кой токсичностью и избирательной биологической 
активностью, является перспективным соединени-
ем для дальнейшего изучения его свойств in vivo 
как возможного антидота. 
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INHIBITORS O F ACLOHOL DEHYDROGENASE AND THEIR 
EFFECT ON MAIN ENZYMATIC SYSTEMS INVOLVED IN 
OXIDATION OF ALIPHATIC ALCOHOLS 

L. A. Kozhemyakin, K. N. Zelenin, Yu. Yu. Bonitenko, 
L. /. Ivanova, A. Yu. Ershov, A. V. Zemlyanoy, M. A. Korolyuli 

S. M. Kirov Military-Medical Academy, Leningrad 

Effects of four main inhibitors of rat liver tissue alcohol 
dehydrogenase (4-methyl pyrasol, dimethyl sulfoxide, amide 
isovaleric acid and dioxime benzoylacetic aldehyde) were 
studied. Cons tan t s and type of inhibition of these subs tances 
were evaluated. Effects of these inhibitors on a l ternat ive 
pathways of aliphatic alcohols oxidation were studied: on 
microsomal ethanol oxidizing system, catalase , xanthine oxidase 
and on aldehyde dehydrogenases . 
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Ф У Н К Ц И Я М Е М Б Р А Н Н Ы Х Са-АГФаз И НЕ-
Ф Е Р М Е Н Т А Т И В Н О Е П Е Р Е К И С Н О Е О К И С Л Е -
Н И Е Л И П И Д О В К Л Е Т О Ч Н Ы Х М Е М Б Р А Н У 
Б О Л Ь Н Ы Х Г И П Е Р Т О Н И Ч Е С К О Й Б О Л Е З Н Ь Ю 

Крымский медицинский институт, Симферополь 

Определенная роль в возникновении и форми-
ровании гипертонической болезни (ГБ) принадле-
жит кальциевой перегрузке тканей [10, 14]. По 
мнению ряда авторов, ее причиной является 
функциональная недостаточность мембранных 
Са-АТФаз, обусловленная системным генетически 
детерминированным дефектом клеточных мембран. 
Этот дефект проявляется уменьшением сродства 
Са-насоса к Са21" и снижением эффективности 
стимуляции кальмодулином максимальной актив-
ности Са-АТФаз [11, 18J. Однако на модели ГБ 
(у с н о н т а н н о г и п е р т с н з и в н ы х к р ы с) п о л у ч е и ы 
данные о вероятном усилении процессов выведе-
ния кальция из клетки [9J. 

Проницаемость клеточных мембран для каль-
ция, функциональная активность мембранных 
транспортных АТФаз могут быть связаны, как 
известно, и со структурно-функциональными из-
менениями липидной компоненты мембран под 
влиянием неферментативного перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ) [2, 7, 17], интенсификация 
которого с развитием количественных и качест-
венных изменений мембранных липидов обнаруже-
на ранее у больных ГБ [12, 13]. 

Целью настоящего исследования было изучение 
активности мембранных Са-АТФаз у больных ГБ 
в различные периоды клинического течения во 
взаимосвязи со степенью выраженности ПОЛ кле-
точных мембран. 

М е т о д и к а . Исследовано 23 больных ГБ II стадии 
(по классификации ВОЗ) в возрасте 4 2 ± 3 , 5 года, госпита-
лизированных в терапевтическую клинику в связи с возникно-
вением гипертонического криза. Больные получали стандарт-
ное комплексное лечение (в том числе медикаментозное 
вазодилататоры, салуретики, антиадренергические средства, 
транквилизаторы). Группу контроля составили 45 здоровых до-
норов в возрасте 38^=2,7 года. В мембранах эритроцитов 
однократно у здоровых и в динамике у больных ГБ (на I, 2 и 
3 4-й неделях от начала возникновения гипертонического 
криза) были исследованы активность Са-АТФаз, количество 
общих липидов, уровень продуктов ПОЛ. Активность Са-
АТФаз определяли по методике | 5 | , уровень первичных про-
дуктов ПОЛ диеновых конъюгатов и кетонов по моди-
фицированной методике [4], вторичных продуктов малоно-
вого диальдегида - по модифицированной нами методике 
[15], липидов — по [1| . Мембраш»! эритроцитов получали по 
способу [7]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . У больных 
ГБ в течение 1-й недели от начала возникновения 
гипертонического криза (см. таблицу) активность 
мембранных Са-АТФаз по сравнению с уровнем у 
здоровых возрастала (/;<<(),001). Этот период обо-
стрения заболевания характеризовался лишь тен-
денцией к нормализации артериального давления 
(АД) под влиянием активной терапии и значи-
тельной интенсификацией процессов ПОЛ мем-
бран со снижением в них количества липидов. 
Однако уже на 2-й неделе от начала криза в 
условиях неустойчивой нормализации АД актив-
ность Са-АТФаз падала как по сравнению с пред-
шествующим периодом ( р < 0 , 0 0 1 ) , так и по срав-
нению с соответствующим показателем у здоровых 
( р < 0 , 0 5 ) . При сохранении повышенного уровня 
ПОЛ мембран количество первичных и вторичных 
перекисных продуктов (в % по отношению к тако-
вому у здоровых) достоверно различалось 
{р<0,01) и составляло соответственно 115±3,6 и 
136+5,6. 

На 3—4-й неделе от начала криза при ликви-
дации клинических проявлений последнего и сни-
жения АД до индивидуально «рабочего» уровня 
при поддерживающей терапии отмечалась норма-
лизация всех изучаемых показателей. 

Таким образом, у больных ГБ при обострении 
заболевания (кризе) на фоне вспышки переокисле-
ния липидов клеточных мембран отмечались до-
стоверные, но разнонаправленные во времени из-
менения активности мембранных Са-АТФаз. Из-
вестно, что с инициацией ПОЛ мембран связан 
ряд факторов, которые могут приводить к по-
вышению активности Са-АТФаз. Так, возникнове-
ние в мембранах перекисных кластеров прони-
цаемости, в том числе для Na 1 и Са 2 + , увели-
чивает внутриклеточную концентрацию этих ионов 
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Динамика активности мембранных Са-АТФаз, количества липидов и уровни продуктов их перекисного окислении в мембранах 
эритроцитов больных ГП на 1, 2 и 3—4-й неделях от начала возникновения гипертонического криза ( M - t m ) 

Обслеж >ванные 

11ока:»атсль 
здоровые (n — 43) 

больные ГВ ( n = 2 3 ) 
здоровые (n — 43) 

1-я неделя 2-я неделя 3 4-я неделя 

Активность мембранных Са-АТФаз, мкМ неор-
ганического фосфора в 1 ч на I мл эритро-
цитов 6,48 ± 0 , 3 8 8,20 ±0 ,46* 4 ,88±0,67** 6,83 ±0 ,20** 

Липиды мембран, мг/мл 2 ,92±0 ,04 2 ,16±0,06* 2 ,32±0,04** 2 ,78±0,06** 
ПОЛ мембран, ед. экстинкции на 1 мг липидов: 

диеновые конъюгаты и кетоны 0 ,052±0,002 0,082±0,003* 0,060±0,002** 0,050±0,002** 
малоновый диальдегид 0,022±0,001 0,036±0,003* 0,030±0,002** 0,021 ±0 ,001 ** 

* Данные достоверно отличаются от таковых у здоровых. 
** Данные достоверно отличаются от полученных в предшествующем исследовании. 

[7]; активное образование при этом комплекса 
Са-АТФаза кальмодулин, возрастание сродства 
к кальцию соответствующих мест связывания и 
сокращение длительности рабочего цикла этой 
системы резко усиливают интенсивность выведе-
ния кальция из клетки [3, 16]. Вместе с тем ката-
литическая активность Са-АТФаз существенно 
снижается под влиянием накопления в мембранах 
гидроперекисей липидов [6]. В нашем случае на 
1-й неделе криза активность фермента была по-
вышена весьма умеренно на 27 %, что, вероят-
но, подтверждает неодинаковую направленность 
влияющих на фермент факторов и, следователь-
но, указывает на его неадекватную (недостаточ-
ную) потребностям активность. 

Представляется более сложной корреляция с 
процессами ПОЛ снижения активности Са-АТФаз 
в периоде 2-й недели от начала гипертонического 
криза. Так, в частности, изучение полученных в 
это время данных не позволило обнаружить кор-
реляции между активностью Са-АТФаз и другими 
определяемыми показателями. Однако рассмотре-
ние динамики ПОЛ мембран позволяет предпо-
ложить, что одним из факторов, приводящих к 
снижению активности Са-АТФаз, может быть из-
менение в структуре продуктов ПОЛ. Нами ана-
лизировался прирост первичных и вторичных про-
дуктов ГЮЛ и их соотношение. Расчеты показа-
ли, что соотношение прироста процентного содер-
жания вторичных продуктов ПОЛ мембран к пер-
вичным (так называемый коэффициент диссоциа-
ции продуктов ПОЛ мембран) в 1-ю и 2-ю недели 
от начала криза составляло соответственно 1,1 и 
2,4, т. е. существенно повышалось именно на 
2-й неделе. При этом между величиной коэффи-
циента диссоциации продуктов ПОЛ на 2-й неделе 
послекризового периода и активностью Са-АТФаз 
выявлена высокая обратная корреляция ( г = 
= 0,91). Такая зависимость наряду с указанны-
ми выше особенностями позволяет объяснить от-
меченную двухфазность в изменении активности 
Са-АТФаз влиянием комплекса факторов, сопут-
ствующих акти-вации неферментативного ПОЛ 
мембран. 

Таким образом, полученные данные позволяют 
считать, что интенсификация ГЮЛ клеточных 
мембран у больных ГБ сопровождалась функ-
циональной недостаточностью мембранных меха-
низмов выведения кальция из клетки при обостре-
нии заболевания. Отмеченные факты обосновыва-
ют целесообразность применения антиоксидантов 
и препаратов антагонистов кальция в комплекс-

ном лечении гипертонического криза. Кроме то-
го, высокая степень достоверности в различии 
активности Са-АТФаз на 1-й и 2-й неделях от на-
чала криза позволяет проводить мониторинг по-
следнего. 
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F U N C T I O N S OF MEMBRANE-BOUND C A 2 + - A T P A S E S AND 
NONENZYMATIC LIPID PEROXIDATION IN CELL MEM-
BRANES OF PATIENTS WITH HYPERTENSION 

A. A. Syurin, Yu. /. Kulagin, E. N. Anikiri, A. P. Prokhoda, 
С. B. Kabedyuzhenko, A. /. Scherbina 

Crimean Medical School, Simpheropol 

Alterations in activity of membrane-bound C a 2 + - A T P a s e s 
were shown to depend on the rate of lipid peroxidation iri 
cell membranes of patients with hypertension dur ing the 
period of crisis. On the basis from these resul ts ant ioxidants 

70 



and Са 2 - ( - -antagonis t ic d r u g s could bo used for t r e a t m e n t of 
hyper tens ive crisis. Moni to r ing of the d isease is possible by 
m e a n s of es t imat ion of the m e m b r a n e - b o u n d C a 2 + - A T P a s e s 
activity. 
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М О Д И Ф И К А Ц И Я П О Д В Л И Я Н И Е М а - И Н Т Е Р -
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Н Е Н И Й С О Д Е Р Ж А Н И Я О П И О И Д Н Ы Х П Е П -
Т И Д О В В С Г Р И А Т У М Е И Г И П О Ф И З Е К Р Ы С 

Всесоюзный научный центр медико-биологических проблем 
наркологии Минздрава С С С Р ; Н И И эпидемиологии и микро-
биологии им. Н. Ф. Гамалеи АМН С С С Р , Москва 

Биологическая активность известного антиви-
русного эндогенного соединения а-интерферона 
(ИФ) в настоящее время интенсивно изучается. 
Можно считать установленным, однако, что функ-
ция ИФ как агента антивирусной защиты не явля-
ется главной в спектре его физиологических 
свойств. Полагают [5], что основная роль ИФ и 
родственных соединений сводится к поддержанию 
гомеостаза в норме и при различных патологи-
ческих состояниях за счет регуляторного влияния 
на многие клеточные процессы. 

Недавно было показано |4, 6], что ИФ способен 
влиять на функционирование опиатных систем. 
Учитывая функциональную принадлежность ИФ 
к иммунной системе и существенную роль эндо-
генных опиоидов в обеспечении нервной деятель-
ности, можно предположить, что ИФ участвует в 
согласовании иммунологического и нейроэндо-
кринного звеньев регуляции. Между тем данные 
литературы по этому вопросу ограничиваются кон-
статацией факта действия ИФ на опиатные ре-
цепторы |1, 13] или пострецепторные процессы 
[17], но не затрагивают его возможное влияние 
на эндогенные опиоидные пептиды. Выяснение это-
го аспекта биологической активности ИФ явилось 
одной из задач настоящего исследования. 

Вместе с тем известно значение нарушений фун-
кций опиатных систем как одного из ведущих 
звеньев развития алкогольных заболеваний и нар-
команий [9], более того, в патогенезе опийной 

наркомании и алкоголизма реализуются сходные 
опиоидные механизмы. В этой связи данные о 
модификации ИФ течения синдрома отмены мор-
фина у крыс |7] могут служить основой для 
выявления влияния ИФ на вызываемые этанолом 
изменения состояния опиатных систем, в том числе 
эндогенных опиоидных пептидов. 

М е т о д и к а 

Исследования выполнены на препаратах тканей гипофиза 
и стриатума белых беспородных крыс массой 250 280 г. 
С о д е р ж а н и е эндогенных опиоидных пептидов определяли с 
помощью радиоиммунологического метода, используя коммер-
ческие наборы фирмы « I m m u n o Nuc lea r Corp.» ( С Ш А ) . Кон 
центрационные величины вычисляли автоматически, используя 
процессор «Data Box», LKB ( Ш в е ц и я ) в режиме «оп 
line» при сравнении с калибровочной кривой. Радиорецеп-
торные определения проводили, как описано ранее [2 | . Раст-
вор этанола (25 % о б ъ е м / о б ъ е м ) вводили внутрибрюшинно 
в дозе 4,5 г /кг за 30 мин, а ИФ или плацебо в боко-

вые желудочки головного мозга (10:} е д / к г в объеме 20 мкл) 
или внутрибрюшинно (104 е д / к г ) за 1 ч до забоя животных. 
В качестве плацебо использовали смесь белков человека, 
выделенных согласно процедуре получения ИФ без предва-
рительной индукции лейкоцитов вирусом болезни Нью-
касла . Препарат И Ф из лейкоцитов человека (удельная ан-
тивирусная активность 2,5• 10:i е д / м г белка) и плацебо были 
получены в отделе интерферона Института эпидемиологии и 
микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи АМН С С С Р . 

Результаты подвергали статистической обработке с исполь-
зованием критерия / Стыодента. 

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

Этанол при однократном введении не влиял на 
содержание (З-эндорфина в нейрогипофизе, но сни-
жал его концентрацию в аденогипофизе (табл. 1). 
Эти результаты согласуются с данными |12 | об 
увеличении уровня (3-эндорфииа в плазме крови 
здоровых людей после острого алкогольного от-
равления. Вместе с тем сведиТия литературы |14, 
15] о влиянии алкоголя на концентрацию р-эндор-
фина в гипофизе имеют противоречивый характер. 

При центральном введении ИФ не оказывал 
влияния на уровень (З-эндорфина в тканях гипо-
физа, что, вероятно, обусловлено непроницаемо-
стью для него гематоэнцефалического барьера 
[10]. Напротив, внутрибрюшинная инъекция ИФ, 
но не плацебо, приводила к нормализации об-
условленного этанолом снижения концентрации 
p-эндорфина в аденогипофизе, при этом не обнару-
жено воздействия ИФ на содержание этого ней-
ропептида у интактных крыс. 

Т а б л и ц а I 
Содержание p-эндорфина в гипофизе крыс после однократного введения этанола и ИФ (М±гп) 

Условия опыта Область гипофиза 

Концентрация 0-эндорфина, фмоль на 1 мг ткани 

Условия опыта Область гипофиза 
контроль 

ИФ 
плацебо 

внутрибрю-
шинно 

Условия опыта Область гипофиза 
контроль I0;1 ед/кг внутрь 

желудочков 
мозга 

10" ед/кг внутрибрюшинно 

плацебо 
внутрибрю-

шинно 

Физиологический раствор 
Этанол 
Физиологический раствор 
Этанол 

Нейтрогипофиз 

Аденогипофиз 

13 ,66±1,11 
15,80 1 1,67 
4 ,25ч 0,35 
2,83 :±0,19** 

1 6,1 8 ± 0,82 
16,724-1,07 

4 , 2 3 1 о , з ; Г 
3 , 2 6 ± 0 , 1 4 * 

1 6 , 3 0 ± 1,29 
15,02 ± 0 , 3 4 
3,59 ± 0 , 3 7 
3 ,76±0 ,26*** '**** 

13,50 ± 2 , 10 

2 , 9 8 ± 0 , 1 7 
П р и м е ч а й и е. Здесь и в табл. 2: представлены результаты 5 определений для каждой группы животных. Концентрация 

белка и объем вводимого раствора плацебо соответствовали аналогичным величинам для препарата ИФ. Достоверность различия 
составляет: одна звездочка / ; < 0 , 0 5 , две звездочки / ;<() ,01 по отношению к контрольной группе, получавшей физиологи-
ческий раствор; три звездочки р < 0 , 0 5 , получавшей этанол; четыре звездочки / ;<( ) ,05 по отношению к группе, получавшей 
плацебо. 



т а 6 л и ц а 2 

Содержание мет-энкефалина в стриатуме крыс после однократного введения этанола и ИФ (Mzfcm) 

Концентрация мет-энкефалина, иг на 1 мг ткани 

Условия опыта 
ИФ 

Условия опыта 
контроль 10" ед/кг 

внутрибрюшинно 
10м ед/кг внутрь 

желудочков мозга 

плацебо r желудочки 
мозга 

Физиологический раствор 
Этанол 

0,964-0,11 
0,614:0,07* 

0 ,77±0 ,08 
0,54 ± 0 , 1 1 * 

0,99н-0,1 1 
() Q4**,•**,**•* 0 ,58±0 ,1 1 

Полученные результаты можно рассматривать 
в качестве свидетельства регуляции ИФ процес-
сов высвобождения p-эндорфина из аденогипофи-
за по механизму обратной связи. Это предположе-
ние согласуется со взглядами [ 16] о наличии об-
щего предшественника для молекул ИФ, (3-эидор-
фина, АКТГ. То обстоятельство, что воздействие 
ИФ оказывается эффективным лишь при алкого-
лизации животных, но не наблюдается у интакт-
ных крыс, может обусловливаться усилением зна-
чения регуляторных процессов в условиях изме-
ненного этиловым спиртом состояния клеточных 
мембран |11] и, вероятно, изменением конфор-
мации ассоциированных с ними ИФ-связывающих 
участков. Пока трудно обсуждать природу рецеп-
ции ИФ в аденогипофизе, однако, не исключено, 
что она имеет опиоидный характер. Маловероят-
ным представляется альтернативное предположе-
ние об изменении под воздействием ИФ нисходя-
щей регуляции гипофиза, поскольку в этом случае 
должна была проявиться его активность при цент-
ральном, а не периферическом введении. 

Однократное введение крысам этанола приводит 
к снижению содержания мет-энкефалина в стриа-
туме (табл. 2), что вероятно, обусловлено усиле-
нием его выброса в синаптическую щель. Анало-
гичные наблюдения были описаны [3]. 

Системное введение ИФ не влияло на содержа-
ние мет-энкефалина у интактных крыс и выра-
женность эффекта этанола. Однако поступление 
ИФ в желудочковую систему мозга приводило к 
более глубокому снижению концентрации нейро-
пептида; тогда как плацебо не изменяло степень 
влияния этанола на мет-энкефалин. Различия в 
эффективности ИФ при его центральном введении 
обусловлены, как и в случае с [З-эндорфииом, 
непроницаемостью гематоэнцефалического барье-
ра для ИФ [10]. Выявленное усиление действия 
этанола на уровень мет-энкефалина в стриатуме 
под влиянием ИФ может обеспечиваться разны-
ми механизмами: мембранотропностыо алкоголя 
|11] и специфическим эффектом ИФ. Специфи-
ческая регуляция выброса мет-энкефалина ИФ, 
предполагаемая вследствие незначительности ис-
пользованной его дозы (2-10 8 М), может быть 
опосредована через опиатные рецепторы. Если до-
пустить, что ИФ связывается опиагными рецеп-
торами по антагонистическому типу [4], т. е. бло-
кирует развитие пострецепторных опиоидзависи-
мых процессов, то становится понятным даль-
нейшее снижение концентрации мет-энкефалина за 
счет усиленного его выброса из клеток. 

Мы проверили это предположение с помощью 
радиорецепторного анализа, определив способ-
ность ИФ вытеснять из активного центра опиат-
iz 

ных рецепторов 3Н-налоксон. Величины эффектной 
концентрации ИФ, обеспечивающей вытеснение 
из рецептора 50 % метки в присутствии и отсут-
ствие 100 мМ NaCI, составили 2 2 6 0 ± 1 7 0 и 2 1 9 0 ± 
=М50 ед /мл соответственно, и их отношение было 
близко к 1. Независимость рецепторного взаимо-
действия ИФ от катионов N a + является биохими-
ческим доказательством его антагонистического 
характера. Аналогичные данные получены в элект-
рофизиологических экспериментах [13], авторы 
которых обнаружили, что взаимодействие ИФ 
с опиатными рецепторами не приводит к усиле-
нию пострецепторной электрической активности 
клеток коры головного мозга, т. е. осуществля-
ется не по агонистическому типу. Однако, судя 
по величине эффективной концентрации, опиатная 
рецепторная активность ИФ и, следовательно, вы-
раженность его антагонистических свойств значи-
тельно ниже, чем у «классического» антагони-
ста — налоксона. Этим обстоятельством, на наш 
взгляд, может объясняться неэффективность ИФ 
в изменении уровня мет-энкефалина в стриатуме 
интактных крыс при нормальном физиологическом 
уровне гомеостаза опиатных систем. 

Таким образом, ИФ способен влиять на кон-
центрацию опиоидных пептидов лишь в случае 
измененного (например, этанолом), состояния 
опиатных систем, причем механизмы регуляции им 
уровня мет-энкефалина и p-эндорфина, вероятно, 
неодинаковы. Найденные различия в действии ИФ 
на содержание мет-энкефалина и (З-эндорфина на 
фоне алкогольной интоксикации свидетельствуют 
в пользу представления о различной организации 
опиатных систем в стриатуме и гипофизе [8], 
иллюстрируя специфичность активности ИФ в от-
ношении этих образований нервной системы. 
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(x-INTERFERON M O D I F I E D ALTERATIONS, C A U S E D BY 
ETHANOL, IN C O N T E N T O F O P I O I D P E P T I D E S IN RAT 
S T R I A T U M AND H Y P O P H Y S I S 

L. F. Parichenko, N. N. Terebilina, V. V. Malinovskaya, 
L. S. Manakhova, О. B. Petrichenko, A. M. Balashov 

All-Union Research Cent re of Medico-Biological P rob lems of 
Narcology, Ministry of Public Health of the U S S R ; N. F. Ga-
in aleya Ins t i tu te of Epidemiology and Microbiology, Academy 
of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Content of Met-encephal ine in s t r i a tum and of (3-endorphine 
in ra t hypophysis were es t imated al ter admin i s t ra t ion of etha-
nol and a - in te r fe ron into the an imals . Ethanol decreased Met-
encephal ine content in s t r i a tum and of [3-andorphine in hypo-
physis. P readmin i s t r a t i on of a - in te r fe ron into brain ventr icles 
before e thanol admin is t ra t ion led to an increase in concent-
rat ion of Met-encephal ine, while content of f i -endorphine was 
una l t e r ed . In peripheric admin i s t ra t ion «- in te r fe ron normal ized 
content of р-endorphine in adenohypophysis but did not affect 
the Met-encephal ine concent ra t ion . Effects of a - in te r fe ron on 
content of Met-encephal ine and р-endorphine, related to dissi-
milar o rganiza t ion of the opiate sys tems in hypophysis and 
s t r i a tum tissues, are discussed. 
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П Р О Т Е О Л И Т И Ч Е С К И Е Ф Е Р М Е Н Т Ы С Л Е З -
Н О Й Ж И Д К О С Т И К А К Ф А К Т О Р Ы П А Т О Г Е Н Е -
ЗА Х Р О Н И Ч Е С К И Х ЯЗВ Р О Г О В О Й О Б О Л О Ч -
К И ГЛАЗА 

Ц О Л И У В Минздрава СССР, Москва 

Важное место в патологии глаза занимают хро-
нические язвы роговой оболочки глаза, причины 
развития которых, а также факторы, препятствую-
щие заживлению, до настоящего времени привле-
кают пристальное внимание исследователей. Это 
заболевание, связанное с нарушением эпителиаль-
ного слоя роговицы и более глубокими повреж-
дениями ее стромы, возникает чаще всего как ос-
ложнение после тяжелых вирусных инфекций и 
травм роговой оболочки глаза. 

Протеолитические ферменты принимают участие 
в развитии этого заболевания |20]. Патогенети-
ческая роль некоторых протеиназ исследована при 
изъязвлениях роговицы, происходящих вследствие 
химического [10] или термического [8] ожогов, 
при бактериальных и герпетических инфекциях [7, 
22, 24, 27], при отторжении трансплантанта после 

кератопластики [9, 19]. Источником протеиназ, 
очевидно, могут служить как клеточные элемен-
ты роговицы (эндотелиальные и эпителиальные 
клетки, кератоциты) [ 11 ], так и полиморфноядер-
ные лейкоциты, макрофаги и моноциты, привле-
ченные в очаг повреждения [11, 19, 27]. Особая 
роль, по всей вероятности, принадлежит протео-
литическим ферментам плазмы крови и их пред-
шественникам, попадающим во влагу передней 
камеры и слезную жидкость при нарушении про-
ницаемости микрососудов глаза, слезной железы 
и конъюнктивы. Однако этот вопрос с достаточ-
ной полнотой исследован лишь в отношении систе-
мы активаторы плазминогена плазминоген в 
слезной жидкости больных с хронической язвой 
роговой оболочки [12, 26]. , 

Между тем исследование природы протеолити-
ческих ферментов при этой патологии в доступ-
ной для исследования слезной жидкости, омываю-
щей роговую оболочку и конъюнктиву, имеет не 
только теоретическое, но и практическое значе-
ние. Представление о «ферментной среде» слез-
ной жидкости больного глаза необходимо для бо-
лее полной коррекции патологических процессов, 
протекающих в изъязвленной роговой оболочке. 

М е т о д и к а 

Слезную жидкость обследуемых больных отбирали в пла-
стиковые контейнеры, з а м о р а ж и в а л и и хранили при 80 °С, 
р а з м о р а ж и в а я только перед исследованием. Изучены образцы 
слезной жидкости 46 больных, в числе которых 17 мужчин 
и 29 женщин в возрасте 28 76 лет, поступивших во Все-
союзный Н И И глазных болезней Минздрава С С С Р для ле-
чения хронических язв роговой оболочки глаза , не поддаю-
щихся традиционным методам лечения. 

Об уровне протеолитической активности слезной жидко-
сти судили по скорости расщепления Ы-бензоил-Ь-аргинин-
этилового эфира (БАЭЭ) , специфического субстрата для се-
риновых протеиназ типа трипсина. 

Д л я анализа в кварцевую кювету отбирали 5 -10 мкл 
слезной жидкости, доводили 0,1 мл 0,5 М тдис-HCI до рН 8,0, 
добавляли 1,9 мл 0,05 М трис-HCI рН 8,0 и 1 мл 1,5-10 М 
раствора БАЭЭ. Скорость реакции определяли в термоста-
тированной кювете при 37 °С на спектрофотометре «Hitachi 
IJ-3800» (Япония) при длине волны 253 нм. 

Чувствительность БАЭЭ-эстеразной активности слезной 
жидкости к действию к-амипокапроновой кислоты (к-АКК, 
фирма «Хемапол», Ч С С Р , 20 м г / м л ) , ингибитора трипсина 
из бобов сои (ИТС, фирма «Реанал», ВНР, 2 мг /мл) и 
гордокса (фирма «Гедеон Рихтер», ВНР, 10 тыс. Е / м л ) ана-
лизировали путем сопоставления исходной активности с ак-
тивностью, не обладающей чувствительностью к действию 
избытка ингибитора (остаточная активность пробы после ин-
кубации с ингибитором в течение 15 мин при 37 °С) . Ре-
зультаты выражали в процентах к начальной активности. 
Антитриптическую активность и ингибиторную активность 
(Х2-макроглобулипа (аг-МГ) определяли методом Т. С. Пас-
хиной и В. Ф. Нартиковой [5], в ы р а ж а я результаты в инги-
биторных единицах (ИЕ) на I мл, где I ИЕ - это количе-
ство ингибитора, подавляющего активность фермента, рас-
щепляющего 1 мкмоль БАЭЭ в 1 мин при рН 8,0 и 25 °С. 
Наличие антигена а^-МГ устанавливали твердофазным им-
муноферментным методом [3]. 

В серии экспериментов, поставленных с целью опреде-
ления в слезной жидкости фактор-ХПа-подобной активности 
(активатор прекалликрсина) , использовали препарат прекал-
ликреина, полученный из плазмы крови человека описанным 
ранее методом |21] . Исходное прекалликреин-активирующее 
действие оценивали по приросту БАЭЭ-эстеразной активно-
сти ирекалликреина после инкубации 10 30 мкл слезной жид-
кости, 100 мкл прекалликрсина (150 нмоль - мин ') и 100 мкл 
0,5 М трис-HCI рН 8,0 в пластиковой пробирке в течение 
15 мин при 37 °С. Перед измерением объем иикубата дово-
дили до 2 мл 0,05 М трис-HCI рН 8,0, добавляли 1 мл раство-
ра БАЭЭ и измеряли результирующую активность в течение 
6 9 мин. Наличие в слезной жидкости предшественника фак-
тор XI 1-подобной активности проверяли путем предваритель-



ной обработки образца жидкости трипсином с последующим 
подавлением последнего овомукоидом; состав пробы: 10 
30 мкл слезной жидкости, 100 мкл 0,5 М трис-HCl рН 8,0, 
100 мкл трипсина (40 мкг/мл в 0,02 н. НС1) и 100 мкл 
овомукоида (2 мг /мл) . 

Активность коллагеназы в исследуемых образцах слезной 
жидкости определяли по гидролизу [ | 4С]-ацетилированного 
коллагена 1 типа из кожи крыс [18]. Удельная радиоактив-
ность полученных препаратов коллагена составляла 1,5— 
2-10° имп-мин ' - м г Пробы объемом 50 мкл, содержащие 
50 мкг 0 , 1 % [1 4С]-коллагена в 0,05 М трис-HCl рН 7,5, 
в присутствии 0,2 М NaCI и 0,005 М CaCU инкубировали 2 ч 
при 37 °С до формирования пленок, представляющих собой 
реконструированные фибриллы коллагена. Перед употребле-
нием пленки промывали дистиллированной водой, после чего 
на них наносили аликвоты слезной жидкости по 10—20 мкл 
и общий объем пробы доводили до 0,2 мл 0,01 М трис-HCl 
рН 7,5, содержащим 0,005 М СаСЬ. Инкубировали пробы 
при 37 °С в течение ночи, после чего их центрифугировали 
и в супернатанте определяли радиоактивность. Коллагено-
литическую активность выражали в количестве [ | 4С]-коллаге-
на, расщепленного ферментом, на 1 мг белка, находящегося 
в слезной жидкости, или на 1 мл ее объема. 

Количество белка в слезной жидкости определяли мето-
дом Лоури [23). 

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

Образцы слезной жидкости, отобранные у боль-
ных с хронической язвой роговой оболочки, об-
ладали эстеразной активностью по синтетическому 
субстрату N-a-замещенному этиловому эфиру бен-
зоиларгинина (БЛЭЭ). Уровни активности в об-
разцах были в значительной мере неоднородны и 
колебались от величин, близких к нулю, до 
3 мкмоль-мии 1 - мл Контрольные образцы слез-
ной жидкости, отобранные у здоровых людей, 
практически не проявляли БАЭЭ-эстеразной ак-
тивности. В табл. 1 приведены индивидуальные 
или средние величины активностей образцов слез-
ной жидкости в различных группах обследован-
ных больных. 

Как известно, эфиры аргинина являются суб-
стратами для еерииовых протеиназ трипсинового 
типа, к которым относятся как плазменные, так и 
клеточные ферменты, участвующие в формирова-
нии очага воспаления: тканевой и плазменный 
калликреины, некоторые ферменты системы свер-
тывания крови и комплемента, плазмин, его ак-
тиваторы и другие ферменты [2]. Высокая БАЭЭ-
эстеразная активность слезной жидкости свиде-
тельствует о массивном проникновении в нее се-
риновых протеиназ как из плазмы крови, так и из 

Т а б л и ц а 1 
Суммарная БАЭЭ-эстеразная активность слезной жидкости 
больных с различными проявлениями язв роговой оболочки 
глаза 

Клиническая форма 
язвы роговины 

Число 
бол ь-
ных 

Суммарная БАЭЭ-
эстеразная 
активность, 

мкмоль БАЭЭХ 
X мин ' х 

X мл 1 

Глубокая язва роговицы 13 1 ,06^0,230 
Язва Мурена 6 0,1104-0,056 
Конъюнктивит, точечная эрозия ро-

говицы 1 0,048 
Эрозия роговицы после герпетиче-

ского стромального кератита 4 0 ,327±0,194 
Глубокий абсцесс роговицы 2 0 ,455±0,459 
11овторпая^розия роговицы после 

жесткой контактной линзы 1 0,182 
Ожог роговицы (дымовая бомба) 3 0 ,487±0,487 
Повторная эрозия после механиче-

ской травмы 2 0,2364=0,236 
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Коллагенолитическая активность слезной жидкости больных 
с хроническим изъязвлением роговой оболочки глаза 

Образец слезной 
жидкости 

Концентрация 
белка, мг/мл 

Коллагенолитическая ак-
тивность, мкг коллагена 

на 1 мг белка 

1 9,90 7,9 
2 Следы Следы 
3 0,49 » 
4 11,17 15,9 
5 7,72 17,2 
6 8,10 10,6 
7 8,85 16,5 
8 2,03 57,5 

клеточных элементов в очаге повреждения роговой 
оболочки (эпителиальные клетки, кератоциты 
стромы, полиморфноядерные и мононуклеарные 
клетки). Весомым подтверждением участия кле-
ток в формировании суммарной протеолитической 
активности слезной жидкости при хроническом 
изъязвлении роговицы может служить ее колла-
генолитическая активность (табл. 2). Слезная 
жидкость здорового человека имела близкую к 
нулю коллагеназную активность. 

Высокая активность сериновых протеиназ и кол-
лагеназы в слезной жидкости обследованных боль-
ных может, по всей вероятности, служить пато-
генетическим фактором расширения зоны дефекта 
роговицы, что вызывает необходимость специфи-
ческого подавления этой активности при лечении 
больного. 

Природу ферментов в суммарной БАЭЭ-эсте-
разной активности слезной жидкости устанавли-
вали с помощью ингибиторного анализа мето-
да, позволяющего по степени уменьшения общей 
активности образца при действии определенного 
ингибитора судить о наличии в данном образце 
того или иного фермента. При анализе резуль-
татов такого исследования мы исходили из вероят-
ного присутствия в слезной жидкости основных 
сериновых протеиназ с БАЭЭ-эстеразным действи-
ем, которые обычно присутствуют в очаге воспа-
ления: калликреины плазмы крови и клеток, плаз-
мин и клеточные активаторы плазминогена [2, 4] . 
При этом принимали во внимание, что в-АКК по-
давляет активность плазмина и его активаторов, 
но не подавляет активность калликреинов; ИТС 
тормозит активность калликреина плазмы крови 
и плазмина, но не подавляет активность калли-
креина ткани и активаторов плазминогена; и, 

Т а б л и ц а 3 
Степень подавления БАЭЭ-эстеразной активности отдельных 
образцов слезной жидкости больных с хроническим изъязвле-
нием роговицы в результате действия ингибиторов сериновых 
протеиназ 

Образец 
слезной 

жидкости 
И и гиб и торы 

Активность, мкмоль/мин/мл 
% ингибиро-

в а н и я 
Образец 
слезной 

жидкости 
И и гиб и торы до воздей-

ствия 
после воз-
действия 

% ингибиро-
в а н и я 

1 е-АКК 1,57 1,43 8,9 
ИТС 1,57 0,41 73,9 

2 е-АКК 1,16 0,27 76,7 
ИТС 1,16 0,55 52,6 

3 к-АКК 1,46 1,50 0,0 
ИТС 1,46 0,55 (',3,3 

Гордокс 1,46 0,00 100,0 



наконец, основной тканевый ингибитор протеиназ 
из органов крупного рогатого скота (типа Кунит-
ца) гордокс подавляет активность всех упо-
мянутых протеиназ, кроме активаторов плазмино-
гена [2, 14, 15, 17]. В табл. 3 приведены при-
меры чувствительности БАЭЭ-эстеразной активно-
сти отдельных образцов жидкости больных к дей-
ствию ингибиторов. 

Ингибиторный анализ свидетельствовал о не-
однородности образцов слезной жидкости по фер-
ментному составу. Так, уровень эстеразной актив-
ности под действием В - А К К , ингибитора плазмина 
и его клеточных активаторов, снижался в 10 ис-
следованных образцах в пределах 8,9 -90,5 %; 
инкубация с ИТС тех же образцов слезной жид-
кости приводила к снижению активности на 33— 
74 %, а гордокс в 2 из 3 проанализированных 
образцов подавлял активность полностью, в од-
ном на 80 %. Устойчивая к действию Е - А К К 

доля БАЭЭ-эстеразной активности образца могла 
рассматриваться как активность калликреинов 
плазмы крови и клеток; доля, устойчивая к дей-
ствию ИТС,— как тканевые калликреин и акти-
ваторы плазминогена. Нечувствительность к дей-
ствию гордокса могла быть следствием присут-
ствия в образце комплекса протеиназ с ( Х 2 - М Г , 
сохраняющим активность по низкомолекулярным 
субстратам. 

В изучении ингибиторного спектра слезной жид-
кости больных мы ограничились двумя основны-
ми ингибиторными активностями: антитриптиче-
ской (АТД) и активностью ( Х 2 - М Г . В табл. 4 при-
ведены величины активности «2-МГ и АТА в слез-
ной жидкости обследованных больных (1 ИЕ рав-
на количеству ингибитора, подавляющего 
1 мкмоль/мин активности трипсина). Эти данные 
могут служить свидетельством больших колеба-
ний в содержании а-1-протеиназного ингибитора 
и ( Х з - М Г в слезной жидкости больных. 

Присутствие в слезной жидкости больных боль-
шого количества (Х2-МГ, определенного по резуль-
татам функционального теста (остаточная актив-
ность трипсина в комплексе с (Х2-МГ, рассчитан-
ная по скорости расщепления БАЭЭ), было под-
тверждено анализом антигенной индивидуально-
сти данного белка иммуноферментным методом. 

Антигенный анализ позволил выявить в 6 об-
разцах в среднем 2,86 мкг сх2-МГ в 1 мл слезной 
жидкости, что примерно в 2 раза больше, чем в 
слезной жидкости здорового человека (1 ,13+ 
4=0,145 мкг /мл) [3]. 

Для выявления в образцах слезной жидкости 
больных фактор-ХII(подобной активности, т. е. 
активности, переводящей неактивный предшест-
венник калликреина, прекалликреин, в активный 
фермент, 3 образца слезной жидкости инкубиро-
вали с препаратом прекалликреина плазмы крови 
человека. В одном случае было выявлено слабое 
активирующее действие (13 нмоль/мин2 в 1 мл). 
После обработки 8 образцов слезной жидкости 
трипсином (для активирования возможно присут-
ствующего в образцах XII фактора системы свер-
тывания крови) в 5 случаях не было отмечено 
никакого активирующего прекалликреин действия. 
В одном случае (у больного с язвой роговицы, 
в связи с ношением контактных линз) активирую-
щее прекалликреин действие оказалось очень за-
метным: 2,93 мкмоль/мин2 в 1 мл, в двух дру-

T а б л и ц а 4 

А Т Д и и н г и б и т о р н а я активность <*2-МГ в образцах слезной 
жидкости больных с хронической язвой роговой оболочки глаза, 
И Е/мл 

Образец слезном АТА (£,-МГ жидкости (£,-МГ 

1 9,8 0 
2 0 0 
3 9,0 7,1 
4 Не определяли 2,4 
5 » » 1,1 
6 » » 1,8 
7 » » 1,6 
8 
9 

» » 3,3 0,55 
1,77 

10 5,3 1,31 
1 1 4,5 2,62 
12 2,9 2,73 

гих — незначительным 55 и 384 нмоль/мин2 в 
1 мл соответственно. 

Эти, а также приведенные ранее данные сви-
детельствуют о значительной неоднородности фер-
ментного и ингибиторного состава слезной жид-
кости больных с хронической язвой роговицы. 

В настоящее время считается, что основным 
повреждающим строму роговой оболочки глаза 
фактором является коллагеназа, источником ко-
торой служат клеточные элементы роговицы в зоне 
изъязвления и полиморфноядерные лейкоци-
ты [11, 30]. Мы подтвердили присутствие кол-
лагеназной активности в слезной жидкости, омы-
вающей конъюнктиву, склеру и роговую оболочку. 
Однако в деструкции коллагена могут принимать 
участие и другие иротеиназы и пептидазы, в част-
ности плазмин [16] . Этот фермент не только уси-
ливает секрецию ироколлагеназы и предшествен-
ника активатора плазминогена из нейтрофилов и 
кератоцитов [13, 31], но и непосредственно акти-
вирует проколлагеназу нейтрофилов [12| . Другие 
сериновые протеиназы, например калликреины 
плазмы крови и ткани, увеличивают проницае-
мость капилляров и способствуют проникновению 
в слезную жидкость предшественников протеиназ 
плазмы крови [17]. Кроме этого, они активируют 
латентную коллагеназу [25] и активатор плаз-
миногена [29]. 

Как показывают представленные в работе ре-
зультаты, а также результаты других исследо-
ваний [6, 7] , слезная жидкость обладает значи-
тельным ингибиторным потенциалом. Однако при-
сутствующий в образцах сх-1 протеиназный инги-
битор, в основном обусловливающий антитрип-
тическую активность [28], не может служить, 
очевидно, достаточным регулятором протеолитиче-
ских процессов в язвенном дефекте, поскольку 
не ингибирует плазменный калликреин [2, 4]. 
Другой поливалентный ингибитор протеолитиче-
ских ферментов (Х2-МГ, образуя комплекс с про-
теиназами, не подавляет полностью их активность 
по белковым субстратам [1, 2, 10|. 

Установленная высокая протеолитическая ак-
тивность слезной жидкости больных с хрониче-
ской язвой роговой оболочки глаза является от-
ражением сложных процессов, происходящих в зо-
не изъязвления, а также в капиллярах конъюнкти-
вы и слезной железы больного глаза. Выясне-
ние природы ферментов, составляющих эту актив-

75 



ность, может служить основанием для адекват-
ного лечения заболевания соответствующими ин-
гибиторами. 
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PROTEOLYTIC ENZYMES OF LACRIMAL FLUID AS 
FACTORS OF P A T H O G E N E S I S OF EYE CORNEA 
CHRONICAL ULCERS 

V. L. Dotsenko, R. /. Nakikhyan, N. /. Solov'eva, T. N. Pla-
tonova, G. A. Yarovaya 

Central Insti tute for Pos tg radua t e Training of Physicians, 
Ministry of Public Health of the USSR, Moscow 

Proteolytice enzymes, par t icular ly col lagenase, are involved 
in development of eye cornea chronical ulcers. Analysis of 
lacrimal fluid obtained from the pat ients enabled to find not 
only the col lagenase activity but and serine enzymes exhibiting 
BAEE esterase activity. Plasmin, blood plasma and tissue 
kallikreins regulated permeability of capillaries in conjunct iva 
and lacrimal gland as well as they activated latent col lagenase. 
Studies of BAEE esterase activity in lacrimal fluid of the 
pat ients are required for prescription of adequate pathogene-
tic t rea tment . 

(g) К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ, 1990 
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С. В. Гунько, H. Ф. Jleyc, В. А. Гунька 

И С С Л Е Д О В А Н И Е Ф У Н К Ц И О Н А Л Ь Н О Г О СТА-
ТУСА С Е Л Е Н А ПРИ С К Р И Н И Н Г Е Б Е Р Е М Е Н -
НЫХ ВО ВТОРОЙ П О Л О В И Н Е Б Е Р Е М Е Н -
НОСТИ 

Одесский медицинский институт им. Н. И. Пирогова, НИИ глаз-
ных болезней и тканевой терапии им. В. II. Филатова, Одесса 

Существует аргументированная концепция, сог-
ласно которой одной из наиболее вероятных пред-
посылок развития позднего токсикоза является ут-
рата способности отдельных метаболических 
звеньев организма обезвреживать свободные ра-
дикалы, образующиеся в процессе обмена ве-
ществ в норме [1]. 

Известно, что антиокислительная система глута-
тиона играет роль универсального метаболичес-
кого пути удаления вредных соединений [4]. До-
казано, что функционирование этой системы в зна-
чительной мере зависит от обеспеченности селе-
ном [5—7], поскольку селен в значительной мере 
определяет уровень активности глутатионперокси-
дазы (КФ 1.11.1.9), которая осуществляет вос-
становление гидроперекисей с участием глута-
тиона. 

Имеются убедительные свидетельства, что ак-
тивность селензависимой глутатионпероксидазы в 
крови беременных значительно снижается при раз-
витии позднего токсикоза [ 1, 2 | . В то же время вы-
явлено, что активность фермента может снижать-
ся уже на доклиническом этапе заболевания [1]. 
Однако при обсуждении механизмов изменения 
глутатионпероксидазной реакции не предпринима-
лось попыток'оценить обеспеченность селеном об-
следуемых беременных. 

В связи с изложенным представляется пер-
спективным изучение функционального статуса се-
лена (активности селензависимой глутатионперок-
сидазы и содержания селена) в крови беременных 
во второй половине беременности. 

М е т о д и к а 

Исследовали цельную кровь 260 беременных женщин, здо-
ровых и с различными стадиями позднего токсикоза в сроки 
от 20 до 34 нед беременности. Возраст обследованных от 18 до 
32 лет. 

Активность глутатионпероксидазы определяли спектрофото-
метрическим методом | 3 | . Принцип метода заключается в оп-
ределении скорости образования в процессе глутатионперок-
сидазной реакции окисленного глутатиона с помощью глута-
тионредуктазной системы, в которой убыль восстановленного 
никотинамидадениндинуклеотидфосфата, определяемая опти-
ческим тестом Варбурга (длина волны 340 нм), пропорцио-
нальна количеству окисляемого глутатиона. 



Содержание селена определяли флюориметрическим мето-
дом |8] . Принцип метода заключается в измерении ин-
тенсивности флюоресценции окрашенного комплекса селена с 
2,3-диаминонафталином, возникающей под действием ультра-

фиолетового излучения с длиной волны 366 нм. 

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

Все беременные, в крови которых был исследо-
ван функциональный статус селена, являются жи-
тельницами Одесской области. Ни одна из бере-
менных не получала препаратов селена и препара-
тов, в состав которых входит восстановленный 
глутатион. 

Данные об активности глутатионпероксидазы и 
содержании селена в крови здоровых беременных 
во второй половине беременности и беременных 
с различными стадиями позднего токсикоза пред-
ставлены в таблице. 

При анализе полученных данных необходимо от-
метить, что изменения активности глутатионперок-
сидазы и содержания селена в крови беремен-
ных с различными стадиями позднего токсикоза 
не являются однозначными. Выявлено, что у ряда 
беременных всех клинических групп, в том числе с 
тяжелыми формами токсикоза, активность фер-
мента была стабильной, составляя 101—96% 
( р < 0 , 0 5 ) от активности фермента в крови женщин 
с физиологически протекающей беременностью. 
Можно предположить, что стабильность активно-
сти глутатионпероксидазы в крови этих беремен-
ных обусловлена достаточно высоким содержани-
ем селена 108—102 пг/мл крови ( /?<0,01). 
У беременных с содержанием селена в крови, близ-
ким к нормальному уровню, отмечено значитель-
ное (на 3 9 % ) , статистически достоверное ( р С 
< 0 , 0 1 ) увеличение активности глутатионперокси-
дазы на начальном этапе токсикоза. Увеличение 
активности фермента можно, вероятно, расценить 
как компенсаторную реакцию на увеличение ин-
тенсивности свободнорадикальных реакций. В то 
же время реализация данного защитного механиз-
ма возможна, очевидно, при достаточной обеспе-
ченности селеном. 

В то же время выявлено значительное, коррели-
рующее со степенью тяжести позднего токсикоза 
снижение активности глутатионпероксидазы в кро-
ви большой группы беременных. У беременных 
этой группы содержание селена в крови также зна-
чительно ниже нормы, причем выявлена выражен-
ная корреляционная зависимость между актив-
ностью глутатионпероксидазы и содержанием се-
лена; коэффициент корреляции составляет соот-
ветственно 0,7 (р<0 ,05 ) для клинической группы 
беременных с отеками, 0,8 (/7<0,01) — для группы 
с нефропатией I степени, 0,9 (р<0 ,01 ) — с нефро-
патией II степени, 0,65 (/?<0,05) — с нефропатией 
III степени. 

Полученные данные позволяют предположить, 
что одним из важных механизмов изменения глу-
татионпероксидазной активности в крови беремен-
ных с поздним токсикозом является обеспечен-
ность селеном. При развитии позднего токсикоза 
в условиях повышенной генерации гидропереки-
сей, в том числе липидных, в организме беременной 
глутатионпероксидазная реакция является адек-
ватной при содержании селена в крови 120— 
80 пг/мл крови, при этом активность фермента 

Активность глутатионпероксидазы и содержание селена в крови 
беременных во второй половине беременности 

Группа обследованных 
Активности глута-
тионпероксидазы, 

нкат/мл крови 

Содержание селена, 
пг/мл крови 

Беременные с физиологи-
ческой б е ре м е н н о ст ыо 

Отеки беременных 

11еф ропати FT: 
I степени 
II » 

III » 

Преэкл ампсия 

132±6** (95) 
1844-9** (57) 
1 2 6 ± 4 * (20) 
130±8* (19) 
84-+ 7* (21) 

128-1-5* (10) 
72-И)* (26) 

1344-9 (4) 
9 0 ± 7 * (6) 
88-+-9 (2) 

120±0,8*** (95) 
108±0,6*** (57) 
84^=1,2*** (20) 

112±0,4*** (19) 
57±0 ,8*** (21) 

1 1 6 ± 0 , 6 * (10) 
54 ± 1 ,()*** (26) 

1 1 2 ± 0 , 8 (4) 
4 8 ± 0 , 5 * (6) 
6 0 ± 0 , 9 (2) 

П р и м с ч а н и с. Одна звездочка /?<(),05, две 
р < 0 , 0 1 , три — р<с0,0()1 относительно нормы. В скобках — чис-
ло обследованных. 

стабильна даже при развитии тяжелых клиниче-
ских форм позднего токсикоза. 

Содержание селена в крови беременной 
ниже, чем 80 пг/мл крови, может являться 
одним из факторов риска нарушения функцио-
нирования антиокислительной системы глутатиона 
при развитии позднего токсикоза беременных. 
Активность глутатионпероксидазы в данном слу-
чае может служить важным прогностическим кри-
терием при оценке степени тяжести позднего токси-
коза. 
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STATUS O F S E L E N I U M METABOLISM IN S C R E E N I N G O F 
P R E G N A N T WOMEN D U R I N G THE S E C O N D HALF O F 
PREGNANCY 

S. V. Gun'ko, N. F. Leus, V. A. Gun'ko 

Chair of Gynecology and Obstetr ics , Facul ty for P o s t g r a d u a t e 
Tra in ing of Physicians, N. I. Pirogov Medical School, Depar t -
ment of Biochemistry, V. P. Filatov Inst i tu te of Eye Diseases 
and Tissue Therapy, Odessa 

Activity of se lenium-dependent g lu ta th ione peroxidase and 
content of selenium in blood were studied d u r i n g the preg-
nant women screening. 260 healthy women with p regnancy of 
20-34 weeks without any clinical mani fes ta t ions of hestosis were 
examined. Decrease of the enzyme activity, cor re la t ing with 
the selenium content , was detected in blood of women with 
selenium content , w a s detected in blood of women with 
clinical forms of hestosis . At the s ame time, the enzyme activa-
tion s imul taneous ly with normal concentrat ion of selenium in 
blood, were found in some women at the initial s teps of toxi-
cosis. Glu ta th ione peroxidase reaction appea r s to corre la te 
with selenium content dur ing the preclinical s teps of hestosis 
development . Content of selenium in blood of p regnan t women 
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as low as 80 p g / m l may be among the rise factors respon-
sible for impairment of the glutathione antioxidation system 
under conditions of late toxicosis in pregnant women. 

(g) 10. В. К И С Е Л Е В С К И Й , В. В. Л Е Л Е В И Ч , 1990 
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О С О Б Е Н Н О С Т И З А К Л Ю Ч И Т Е Л Ь Н Ы Х ЭТА-
ПОВ Г Л И К О Л И З А В М И О К А Р Д Е К Р Ы С 
С Р А З Л И Ч Н О Й А Л К О Г О Л Ь Н О Й М О Т И В А -
Ц И Е Й 

Кафедра биохимии Гродненского медицинского института 

Высокая частота алкогольных кардиомиопатий 
(АКМП) привлекает особое внимание к изуче-
нию молекулярных механизмов ее развития, па-
тохимических сдвигов в миокарде при действии 
этанола. Суммируя имеющиеся данные литерату-
ры, нельзя объяснить развитие АКМП только 
острым или хроническим действием этанола 
[1, 12]. Выявлена важная роль нарушений угле-
водного и энергетического обменов в патогенезе 
развития АКМП [17, 18]. При действии этанола 
в миокарде угнетаются гликогенолиз и окисли-
тельиое фосфорилирование, активизируется глико-
лиз и происходит накопление жирных кислот 
[17, 18]. Это может обусловливать нарушение 

сократительной способности миокарда. До настоя-
щего времени остается невыясненной взаимосвязь 
выраженности алкогольной мотивации и частоты 
последующего развития АКМП. Показана метабо-
лическая индивидуальность крыс, предпочитаю-
щих воду (КПВ) , и крыс, предпочитающих этанол 
(КПЭ), по обмену глюкозы, скорости утилизации 
пирувата и накопления лактата [4, 9]. Данные 
различия, по мнению некоторых авторов [10| , 
являются предпосылкой создания более низкого 
уровня эндогенного этанола у КПЭ. Уровень и 
особенности обмена эндогенного этанола и ацет-
альдегида играют определенную роль в формиро-
вании синдрома предпочтения этанола [9]. Изу-
чение связи заключительных этапов гликолиза с 
процессом образования ацетальдегида и феноме-
ном предпочтения к этанолу послужило предме-
том настоящего исследования. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на 32 крысах-самцах 
массой 180 200 г, предварительно отобранных по признаку 
предпочтения этанола или воды в условиях свободного выбо-
ра по методике, описанной ранее |8) . После отбора выделили 
2 группы животных КПВ и КПЭ. Перед исследованием крыс 
подвергали 12-часовому голоданию при доступе к воде. 
Острую алкогольную интоксикацию у КПВ и КПЭ моделиро-
вали внутрибрюшинным введением 25 % раствора этанола из 
расчета 2,5 г на 1 кг массы тела. Контрольной группе вводили 
эквиобъемные количества физиологического раствора. Жи-
вотных декацитировали через 1 ч после введения этанола или 
физиологического раствора. Сразу после декапитации извлека-
ли сердце и в среде, содержавшей 0,3 М сахарозу; 0,005 М 
калиевую соль ЭДТА; 0,005 М трис-НС1-буфер рН 7,4, выде-
ляли митохондрии методом дифференциального центрифуги-
рования | 11 | . Трижды промытые митохондрии разрушали до-
бавлением тритона Х-100 до 0 , 5 % концентрации [19]. 
В митохондриальном экстракте измеряли скорость фермен-
тативной реакции пируватдегидрогеназного комплекса (ПДК) 
по восстановлению НАД при 340 нм на регистрирующем 
спектрофотометре «Specord UV VIS» (ГДР) в термостатируе-
мой кювете (30 °С). Реакционная среда содержала: 50 мМ 
трис-HCl -буфер рН 7,5; 1 мМ дигиотрейтол; 2 мМ MgCl2 ; 

0,1 мМ КоА; I мМ НАД; I мМ пируват Na; 0,2 мМ триамин-
дифосфат (ТДФ) или без такового. В постмитохондриальной 
фракции определяли активность пируваткиназы (ПК) 
(КФ 2.7.1.40) по окислению НАДН 2 в реакции, сопряженной 
с Л Д Г [13]. Белок определяли по Лоури. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Активность 
ПК в постмитохондриальной фракции миокарда 

•одинакова в исходном состоянии у крыс с различ-
ной алкогольной мотивацией (рис. 1). Это со-
гласуется с результатами, полученными для фер-
мента из печени [9]. Данные исследования про-
водили в условиях 10-кратного насыщения фос-
фоенолпируватом (ФЭП). В клетке реальное со-
держание ФЭП значительно ниже |7] . Поэтому 
приходится учитывать, что в физиологических 
условиях фермент функционирует при неполном 
насыщении субстратом. Определение ПК с кон-
центрацией ФЭП 0,6-10 3 М, соответствующей 
Км для сердечной изоформы [15], показало ее 
снижение у КПВ до 38 % от исходной, а у КПЭ 
до 17 %. Расчет отношения активности фермента 
при различной обеспеченности субстратом (коэф-
фициент г) [14] выявляет различие между срав-
ниваемыми группами. Коэффициент г определяет-
ся по отношению скорости ферментативной ре-
акции при насыщающей и низкой (равной K J 
концентрации субстрата и используется для опре-
деления соотношения разных кинетических форм 
фермента. У КПВ коэффициент равен 2,62, а у 
КПЭ — 5,85. Это позволяет сделать заключение о 
преобладании у животных с выраженной алко-
гольной мотивацией конформационной формы ПК 
с низким сродством к субстрату (Т-форма). 
Данная особенность может быть обусловлена 
более низким уровнем инсулина у КПЭ [3]. 
Острая алкогольная интоксикация ингибирует ак-
тивность ПК только у КПЭ и на этом фоне она 
достоверно ниже, чем у КПВ. Это согласуется 
с более выраженным ингибированием начальных 
реакций гликолиза в печени КПЭ в аналогичных 
экспериментальных условиях [5]. Нагрузка этано-
лом в условиях дефицита субстрата существенно 
не изменяет активность фермента в сравниваемых 
группах животных. Расчет коэффициента г в усло-
виях острой алкоголизации выявляет интересную 
закономерность выравнивания этого показателя 
между группами КПВ и КГ1Э (1,55 и 1,39 соответ-
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Рис. 1. Активность пируваткиназы (в мкмоль на 1 мг белка 
в 1 мин) в постмитохондриальной фракции миокарда КПЭ 
и КПВ при острой алкогольной интоксикации. 
/ контрольная группа; I I острая алкогольная интоксикация; I I I де-
фицит субстрата; IV дефицит субстрата при острой алкоголизации. Здесь 
и на рис. 2: кружок статистически значимые различия (р<.0,05) с соответ-
ствующей подгруппой животных с противоположной алкогольной мотива-
цией. 
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Рис. 2. Активность пируватдегидрогеназы (нмоль/мг 
белка/мин) в митохондриях миокарда КПЭ и КПВ при острой 
алкогольной интоксикации. 
/ контрольная группа; I I 
нис экзогенного ТИФ; IV 
голизации. 

острая алкогольная интоксикация; I I I внесе-
внесение экзогенного ТИФ при острой алко-

ственно), что указывает на конформационный 
переход молекулы ПК в релаксированную форму. 

Активность П Д К в митохондриях миокардиоци-
тов КПЭ в интактном состоянии на 47 % (р<с0,()1) 
ниже, чем у КПВ (рис. 2). Разница в активности 
ПДК у животных с полярным отношением к эта-
нолу может быть обусловлена упомянутыми выше 
кинетическими особенностями ПК в этих группах. 
Недостаток субстрата ПДК может снижать актив-
ность фермента путем активирования киназы этого 
мультиферментного комплекса [16]. Эти сведения 
дополняют общее представление о замедленной 
утилизации глюкозы и окисления пирувата у крыс 
с выраженной алкогольной мотивацией [6, 10]. 
Следует отметить, что данная закономерность 
прослеживается на уровне различных органов -
печени, сердца. Нагрузка этанолом достоверно не 
изменяет активности ПДК в сравниваемых груп-
пах животных (2-я группа). Скорость декарбокси-
лирования пирувата ПДК в значительной степени 
определяется обеспеченностью апофермента ТДФ. 
Учитывая важную роль этой ферментной системы 
в образовании эндогенного ацетальдегида, инте-
ресным представилось исследование активности 
ПДК в условиях избытка ТДФ. Внесение в среду 
определения ТДФ выявляет достоверное повыше-
ние активности фермента только в группе крыс с 
низкой алкогольной мотивацией (см. рис. 2). Это 
указывает на более высокое содержание апофер-
мента ПДК у КПВ в сравнении с КПЭ. Данное 
предположение соответствует представлениям о 
более мощных процессах энергообразования из 
углеводов в этой группе животных. Острая алко-
гольная интоксикация не изменяет активности 
ПДК в условиях избытка ТДФ как у КПВ, так и у 
КПЭ. Однако при этом активность фермента у 
животных с выраженной алкогольной мотивацией 
достоверно ниже, чем у КПВ. 

Таким образом, КПЭ характеризуются замед-
ленным функционированием конечных этапов гли-
колиза. Это в известной мере может обусловли-
вать избыточное потребление этанола, как опти-
мального источника энергии, катаболизируемого 
в обход гликолитического пути. Учитывая опре-
деленную взаимосвязь активности ПК и ПДК, 
уровня эндогенного ацетальдегида и выражен-
ности алкогольной мотивации, можно говорить о 
роли конечных реакций гликолиза в формирова-
нии этой сложной поведенческой реакции. 
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Decreased activity of pyruvate dehydrogenase was found 
in myocardium of ra ts consuming ethanol as compared with 
animals consuming water . Acute alcoholization did not al ter 
this pat tern. Myocardial pyruvate kinase exhibited increased 
affinity to subs t ra te in an imals consuming ethanol. 
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С В Е Р Т Ы В А Ю Щ Е Й С И С Т Е М Ы У Б О Л Ь Н Ы Х 
И Н С У Л И Н З А В И С И М Ы М Д И А Б Е Т О М П У Т Е М 
Н Е Й Т Р А Л И З А Ц И И В О Р Г А Н И З М Е А К Т И В 
Н О С Т И Е С Т Е С Т В Е Н Н О Г О Д И А Б Е Т О Г Е Н Н О -
ГО Ф А К Т О Р А 

МГУ им. М. В. Ломоносова, Московский медицинский 
стоматологический институт им. II. А. Семжпко, 

В предшествующих исследованиях было уста-
новлено присутствие естественного диабетогенного 
фактора (ДГФ) в плазме крови животных [1, 12] 
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Рис 2 

Рис. 1. Активность Д Г Ф в плазме крови 
больных иисулинзависимым диабетом до и 
п ос л е ге п а р и н оте р а п и и. 
По оси абсцисс / до лечения, I I и I I I — соот-
ветственно через 1 1,5 и 3 мес лечения; по оси 
ординат— концентрация сахара в крови, %. 

Рис. 2. Показатели противосвертывающей 
системы (в % к исходному уровню) у боль-
ных иисулинзависимым диабетом до и пос-
ле гепаринотерапии. 
I СФА; 2 НФ; содержание эндогенного гепа-
рина; 4 фибриноген; .5 фактор X I I I . Светлые стол-
бики до лечения гепарином, темные после лече-
ния. 

и людей [2, 12], больных иисулинзависимым диа-
бетом. Показано, что этот фактор является бел-
ком альбумином с мол. м. порядка 60 000 Д 
[5, 10]. 

Внутривенное введение плазмы крови, содержа-
щей ДГФ, полученной из организма животных 

^ л и людей [1, 2, 12], больных иисулинзави-
симым диабетом, вызывает у здоровых крыс-ре-
ципиентов гипергликемию [1, 12, 17] и резистент-
ность организма к инсулину. При этом установле-
но, что профилактическая инъекция животным-
реципиентам гепарина полностью защищает их 
организм от развития указанных выше явлений 
[1, 2, 12, 15]. 

Внутривенная инъекция здоровым крысам очи-
щенного препарата Д Г Ф приводит к возникнове-
нию сложного симптомокомплекса, характеризую-
щегося устойчивой гипергликемией [13], рези-
стентностью организма к инсулину [3] и резким 
падением уровня содержания иммунореактивного 
инсулина в крови [13]. Этот эффект сопровож-
дается активацией свертывания крови [14] и бло-
к а до й ф у н к ц и и п р от и в ос в е рт ы в а ю ще й системы, 
недостатком гепарина в крови и нарушением ие-
ферментативного фибринолиза [11]. 

Учитывая, что Д Г Ф присутствует в плазме крови 
практически у всех больных иисулинзависимым 
диабетом [2, 7, 12], возникла необходимость 
осуществить поиски средств для нейтрализации 
активности ДГФ в организме. В итоге было пока-
зано, что систематическое внутримышечное вве-
дение гепарина в больной организм животных 
[13] и человека [6, 7| в небольших дозах при-
водит к устранению активности ДГФ вследствие 
образования комплекса гепарин ДГФ [5, 9] , 
лишенного диабетогенной активности. 

Настоящая работа посвящена продолжению 
изучения указанного эффекта с концентрацией 
внимания на возможности восстановления функ-
ции противосвертывающей системы в организме 
больных, страдающих иисулинзависимым диабе-
том. 

М е т о д и к а . Под наблюдением находились 18 больных 
иисулинзависимым диабетом 16 мужчин и 2 женщины. Боль-
ные были в возрасте от 17 лет до 41 года. Начало заболевания 
установлено в возрасте от 6 до 34 лет, с длительностью от 1 
года до 16 лет. В течение исследований все больные были 
клинически компенсированы на дозах инсулина от 30 до 56 МН 
в сутки. Гликемия натощак колебалась от 6 до 9 ммоль/л. Кровь 
брали из локтевой вены натощак с цитратом натрия (3,8 %) 
в соотношении 1:9. Гепарин вводили внутримышечно в сроки 
от I 1,5 до 3 мес в дозе 2500 ME 2 раза в сутки. Активность 
Д Г Ф в плазме крови определяли спустя 2 сут после отмены 
инъекций гепарина по ранее описанному методу [16]. Сум-
марная фибр и политическая активность плазмы (СФА) и ее 
неферментный фибринолиз (НФ) определяли по методу [8], 
уровень гепарина в крови устанавливали по [20], концентра-
цию фибриногена - по методу |19 | . Показатели Т\, Т2 и Т 
коагулограм мы плазмы крови получены на коагулографе 
Н-334. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При исследо-
вании обнаружено наличие в плазме крови всех 
больных ДГФ, обладающего значительной гипер-
гликемической активностью. Одновременно у боль-
ных наблюдалась сильно выраженная депрессия 
функции противосвертывающей системы, характе-
ризующаяся низкой СФА и в особенности НФ, 
недостатком гепарина в плазме крови и рядом по-
казателей коагулограм мы, свидетельствующих 
о наличии гиперкоагуляции крови у больных. Пос-
ле проведения курса гепаринотерапии анализ кро-
ви показал, что использованные дозы гепарина 
непосредственно не оказывают заметного влияния 
на свертываемость крови. Наряду с этим во всех 
случаях было установлено полное исчезновение 
активности Д Г Ф в плазме крови больных, полу-
чавших инъекции гепарина в течение как 1-
1,5 мес, так и 3 мес (рис. 1). Особое значение име-
ет то, что при устранении гепарином активности 
Д Г Ф у больных наблюдалось весьма положитель-
ное изменение в состоянии противосвертывающей 
системы (рис. 2). Как видно, после гепарино-
терапии СФА достигла 250 %, НФ возрос почти 
до 300 %, а содержание эндогенного гепарина 
в крови достигло 200 % по сравнению с соответст-
вующими величинами до гепаринотерапии. Полу-
ченные данные свидетельствуют о восстановлении 
функции противосвертывающей системы в орга-
низме больных диабетом, которая, как известно, 
обеспечивает регуляцию жидкого состояния крови 
[3, 4]. Это явление приобретает большое зна-
чение на фоне опубликованных современных дан-
ных, свидетельствующих, что при сахарном диа-
бете у больных происходит хроническое внутри-
сосудистое свертывание крови [18]. Таким обра-
зом, нами показано, что при помощи своевремен-
ного систематического введения малых доз гепа-
рина больным иисулинзависимым диабетом с 
целью нейтрализации диабетогенной активности 
Д Г Ф возникает восстановление нарушенной функ-
ции противосвертывающей системы. Это явление, 
несомненно, ведет к предупреждению развития 
в организме внутрисосудистого свертывания крови 
и тромботических осложнений, нередко имеющих 
место при диабете. Показано, что этот эффект 
обусловлен образованием комплекса гепарин 
ДГФ [5, 9] , лишенного диабетогенной актив-
ности. 
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RESTORATION OF THE ANTICOAGULATION SYSTEM 
F U N C T I O N S IN PATIENTS WITH I N S U L I N - D E P E N D E N T 
DIABETES BY MEANS OF NEUTRALIZATION O F THE 
DIABETOGENIC FACTOR IN THESE PATIENTS 

B. A. Kudrjashov, M. /. Balubolkin, A. M. Uljanov, L. A. Liapina, 
Z. /. Levitskaya 

Laboratory of Physiology and Biochemistry of Blood 
Coagulat ion, Biological Faculty, M. V. Lomonosov Sta te 
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Functions of the ant icoagulat ion system were restored in 
patients with insulin-dependent diabetes af ter neutral izat ion of 
the diabetogenic factor in blood of patients by repeated 
adminis t rat ion of heparin at low doses. Development of thrombo-
sis was also prevented in these patients. 
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НА В Н О Р М Е И П Р И П А Т О Л О Г И И 

Астраханский медицинский институт 

Лактоферрин человека продуцируется клетками 
железистого эпителия и костного мозга |10]. 
Функция этого ферропротеина недостаточно изу-
чена, однако его способность отнимать железо 
у бактерий [13], ингибировать реакцию связыва-
ния комплемента через воздействие на С-З-конвер-
тазу [9], образовывать крупные агрегаты с аци-
дофильными протеинами [8] и изменять функцио-
нальные свойства нейтрофилов [11] позволяют 

считать лактоферрин одним из факторов неспе-
цифической защиты организма. Источником сы-
вороточного лактоферрина являются клетки ми-
елоидного ряда, о чем свидетельствует факт его 
обнаружения в гранулах нейтрофилов и их пред-
шественников 111 ]. Однако до настоящего време-
ни не проводилось целенаправленных исследова-
ний, посвященных определению уровня лактофер-
рина в сыворотке взрослых здоровых людей при 
различной патологии и оценке этого теста. 

Целью работы было скрининговое исследование 
уровня лактоферрина в норме и при разной опу-
холевой и неопухолевой патологии и выявление 
возможных закономерностей, определяющих уро-
вень этого белка в сыворотке крови, а также 
перспективность использования теста на лакто-
феррин в клинической практике. 

М е т о д и к а . В работе использованы сыворотки крови 
292 взрослых доноров молодого и среднего возраста обоего 
пола, впервые сдавших кровь, и 518 сывороток больных (острая 
пневмония 28, хронические неспецифические заболевания 
легких 84, туберкулез легких 100, рак легких 63, 
мастопатия 13, рак молочной железы — 24, аденома пред-
стательной железы — 40, рак предстательной железы — 37, 
лимфогранулематоз --- 6, рак пищевода — 14, рак желуд-
к а 2 0 , рак кишечника — 10, рак печени 11, вирусный и 
хронический гепатиты 17 и 16, цирроз печени — 19). Сыво-
ротки больных получены из областного онкологического 
диспансера и других больниц Астрахани. 

Все пробы крови обрабатывали стандартно во избежании 
изменений уровня лактоферрина за счет различных условий 
обработки. Сыворотку отделяли от сгустка через сутки после 
взятия крови из локтевой зоны, консервировали азидом натрия 
(0,0001 % ) и хранили в холодильнике при 4 °С в течение 1 
2 мес. По нашим данным, концентрация лактоферрина в сы-
воротке при указанных условиях хранения не изменяется. 
Повторное определение показало, что небольшое снижение (на 
20—25 % ) отмечается только через 6 -8 мес. 

Определение лактоферрииа проводили методом энзиммечен-
ных антител. Стандартный препарат лактоферрина получали 
из женского молока фракционированием сульфатом аммония, 
осаждением ацетоном и ионообменной хроматографией на 
СМ-сефадексе С-50 (4]. 

Моноспецифическую антисыворотку к стандартному препа-
рату лактоферрина получали путем иммунизации кроликов 
субконъюнктивально суммарно до 6 мг белка на 1 животное. 
Полученные антисыворотки высокоспецифичны и по данным 
иммуноэлектрофорстического анализа выявляли в цельном 
женском молоке только 1 антиген лактоферрин. 

Специфические антитела к лактоферрину выделяли иммуно-
аффинной хроматографией [3] на сорбенте, приготовленном на 
основе CNBr-сефарозы 4В ( "Pharmac ia" , Швеция) . Элюцию 
антител проводили 0,2 М глицин-НС1-буфером рН 2,2. Элюат 
диализовали и лиофилизировали. Антитела кон'ыогировали 
с пероксидазой хрена ("Calbiochern", США) перийодатным ме-
тодом [7], используя для конъюгации 4 мг антител и 2 мг перо-
ксидазы. 

Проведение иммунофсрментного определения описано ра-
нее [2 | . В качестве твердой фазы применяли 96-луночные 
плашки ("Linbro") . Концентрация антител — 10 мкг/мл, ра-
бочее разведение конъюгата 1:600. Субстратная смесь: 
3,8 мМ 5-аминосалициловая кислота, 0,01 % Н2О2, рН 6,0. 
Оптическую плотность раствора измеряли на многоканальном 
спектрофотометре «Мультискан МС» ("Flow") при длине вол 
ны 510 нм. Предел чувствительности иммунофсрментного 
определения составил 1,5 нг в 1 мл. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Определение 
уровня лактоферрииа у здоровых взрослых людей 
показало, что он составляет 10554=191 нг/мл. 
У мужчин концентрация лактоферрина несколько 
выше, чем у женщин ( 1 1 1 2 ± 7 3 и 993=1=55 нг/мл 
соответственно), однако это различие статисти-
чески недостоверно. 

Результаты определения лактоферрина у боль-
ных сведены нами в гистограмму (см. рисунок), 
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Уровень лактоферрин а в сыворотке крови здоровых и боль-
ных людей. 
По оси ординат — содержание лактоферрина, нг/мл. / здоровые взрос-
лые люди, 2 — рак печени, 3 рак гениталий, 4 — рак молочной железы, 
5 рак легких, 6 рак пищевода, 7 — рак желудка, 8 — рак кишечника, 
9 лимфогранулематоз, 10 рак простаты, l l аденома простаты, 12 
мастопатия, 13 - острая пневмония, 14 туберкулез легких, 15 — хрониче-
ские неспецифические заболевания легких, 16 цирроз печени, 17 хро-
нический гепатит, /8 вирусный гепатит. 

отражающую средние уровни и пределы колебаний 
сывороточного лактоферрина. 

Обращает на себя внимание значительное по-
вышение концентрации лактоферрина при злока-
чественных заболеваниях пищеварительного трак-
та. При раке пищевода уровень лактоферрина со-
ставляет 1836=1=574 нг/мл, при раке желудка 
1946=1=536 нг/мл и при раке кишечника 
2088=ь474 нг/мл. Наиболее высокий уровень в 
группе злокачественных заболеваний отмечен при 
лимфогранулематозе — 2 1 9 7 ± 5 3 3 нг/мл, что со-
гласуется с известными сообщениями [ 12] о повы-
шении уровня лактоферрина при лейкозах. 

Среди незлокачественных заболеваний наиболь-
шая концентрация лактоферрина отмечается при 
острой пневмонии — 2566=1=611 нг/мл. Хрониче-
ские неспецифические заболевания легких харак-
теризуются гораздо более низким уровнем лакто-
феррина 1348=1=344 нг/мл. При туберкулезе 
легких уровень несколько выше, чем при хрони-
ческих неспецифических заболеваниях легких, но 
значительно ниже, чем при острых пневмониях 
(1415=t=325 нг /мл) . Сравнивая различную легоч-
ную патологию по уровню лактоферрина, мы ви-
дим, что концентрация этого белка в крови боль-
ных отражает, вероятнее всего, интенсивность 
реактивных процессов. Применительно к этим ви-
дам патологии лактоферрин можно традиционно 
связывать с выраженностью лейкоцитарной ин-
фильтрации как одного из факторов воспаления. 
Следовательно, лактоферрин можно в данном слу-
чае считать показателем активности воспали-
тельного процесса. 

Принадлежность лактоферрина к группе остро-
фазовых белков подтверждается повышением его 
уровня практически при всех опухолевых забо-
леваниях. Кроме упомянутых выше опухолей пи-
щеварительного тракта, л а кто фе р р и н п о в ы ш е н 
при раке молочной железы (16974=594 нг /мл) , 
гениталий (1658±577 нг /мл) , легкого (1700=Ь 
± 7 9 2 нг /мл) . 

Особое положение занимают заболевания пече-
ни. При злокачественных опухолях, остром и хро-
ническом воспалении не наблюдается повышения 
уровня лактоферрина. При циррозе печени уро-
вень лактоферрина составляет 1075=1=370 нг/мл, 
при хроническом гепатите — 10684=373 нг/мл, 

при вирусном гепатите - 940=ь289 нг/мл и при 
раке печени - 893=1=396 нм/мл. Эти данные сви-
детельствуют о некотором снижении уровня лакто-
феррина (статистически недостоверном) при пече-
ночной патологии. 

Динамическое наблюдение за больными вирус-
ным гепатитом показало повышение уровня 
лактоферрина от очень низких значений (231 
452 нг/мл) в день поступления до нормального 
уровня после успешного лечения. У больных раком 
печени уровень лактоферрина снижался по мере 
нарастания тяжести состояния. Эта тенденция 
противоположна наблюдавшейся нами при других 
видах патологии зависимости уровня лактоферри-
на от интенсивности и распространенности пато-
логического процесса. Преждевременно делать из 
этого наблюдения выводы о роли печени в под-
держании уровня сывороточного лактоферрина, 
однако мы считаем вероятным существование 
такого механизма. 

Статистический анализ показал, что достовер-
ный уровень различий с концентрацией лакто-
феррина у здоровых доноров существует только 
у больных острой пневмонией, раком кишечника 
и лимфогранулематозом (в сторону повышения) 
и с больными раком простаты (в сторону пони-
жения) . Последний факт интересен тем, что про-
стата принадлежит к числу немногих органов, син-
тезирующих лактоферрин [4]. Показано также 
[5], что злокачественные опухоли простаты ха-
рактеризуются резким снижением или полной 
утратой лактоферрина. Эти факты позволяют вы-
сказать предположение, что часть сывороточного 
лактоферрина в норме поставляется предстатель-
ной железой, как это доказано для сывороточной 
кислой фосфатазы. 

Оценивая изменение уровня лактоферрина при 
различной патологии, мы считаем возможным 
рассматривать этот белок как показатель острой 
фазы, не связанной с определенным видом 
патологии. 

Полученные данные могут быть использованы 
для дальнейших исследований и клинической 
оценки теста на лактоферрин в динамических 
наблюдениях. Хотя диагностическая значимость 
теста на лактоферрин невысока (кроме, вероятно, 
случаев дифференциальной диагностики аденомы 
и рака простаты), определение лактоферрина 
может быть полезным в комплексе с другими 
острофазовыми белками для уточнения степени ак-
тивности патологического процесса, а также как 
объективный критерий эффективности противовос-
палительной терапии. 
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Lactoferrin was estimated in human blood serum of 292 
healthy persons and of 518 patients with various tumora l and 
non-tumoral diseases by means of an immunoenzymatic assay. 
The highest content of lactoferrin was detected under conditions 
of lymphogranulomatosis , mal ignant tumors of colon and acute 
pneumonia, while the protein concentration was decreased in 
impairments of liver tissue and in cancer of prostate. 
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В литературе имеются сведения об анаэроб-
ной газовой инфекции, вызываемой различными 
ассоциациями возбудителей, в частности С1. per-
fringens, CI. oedematiens в сочетании с другими 
анаэробными и аэробными микроорганизмами 
[2, 4, 5, 8 -10]. 

Несмотря на использование принципов комп-
лексной терапии газовой гангрены, процент тяже-
лых осложнений и летальность при указанной 
патологии остаются высокими, что указывает на 
необходимость дальнейшего уточнения механиз-
мов патогенного действия бактериальных экзоток-
синов, разработки новых принципов патогенети-
ческой терапии, а также установления объектив-
ных критериев оценки тяжести метаболических 
и функциональных расстройств, эффективности 

использования средств специфической и неспе-
цифической терапии анаэробной газовой инфек-
ции. 

Как известно, основным токсичным компо-
нентом вирулентных штаммов CI. perfr ingens всех 
биотипов является а-токсин, обладающий леталь-
ной, гемолитической и энзиматической актив-
ностью [11, 12, 14, 15]. Возбудители вида 
CI. oedematiens реализуют патогенное действие 
в значительной мере за счет летального фактора 
(х-токсина, а также р-токсина - дерматонекрозина 
[1 , 3 , 1 6 ] . 

Несмотря на особенности биологических свойств 
возбудителей анаэробной газовой инфекции, а 
также определенные различия факторов и фер-
ментов патогенности, являются очевидными и об-
щие закономерности цигопатогенного действия 
различных экзотоксинов, обусловленные наличием 
лецитиназной, коллагеназной, протеиназной, ли-
пазной, гиалуронидазной и т. д. активности [1, 
3, 7]. 

Цель исследования установление взаимо-
связи тяжести клинических проявлений газово-
гангренозной интоксикации с состоянием прони-
цаемости биологических мембран для разработки 
объективных критериев прогноза токсикоинфекции 
и оценки эффективности комплексной терапии. 

М е т о д и к а . Эксперименты поставлены на белых крысах 
обоего пола массой около 250 г. Газово-гангренозную инток-
сикацию вызывали внутримышечным введением комплекса 
токсинов CI. per f r ingens и CI. oedematiens в дозах, состав-
ляющих соответственно 20 и 22,5 DLM на 100 г массы живот-
ного. В динамике интоксикации изучена активность сыворо-
точных ферментов аспартатаминотрансферазы (ACT), 
аланинаминотрансферазы (АЛТ) , альдолазы, являющихся 
маркерами состояния проницаемости цитоплазматических 
мембран. Одновременно исследована активность указанных 
ферментов в тканях печени, почек, легких, мозга, икроножной 
мышцы (на стороне введения токсина и в интактной конеч-
ности). Определение активности сывороточных и тканевых 
ферментов проводили общепринятыми методами с использова-
нием соответствующих наборов реактивов |6, 13]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
проведенных экспериментов свидетельствуют о 
том, что уже в ранний доклинический период 
интоксикации спустя 2 ч после внутримышечного 
введения токсина возникало выраженное увели-
чение а к т и в н о с т и с ы в о р о т о ч н ы х ф е р м е н т о в 
ACT, АЛТ, альдолазы (табл. 1), которое указы-
вало на повышение проницаемости цитоплазма-
тических мембран. В период гематогенного распро-
странения токсина и фиксации его в тканях отме-

> Т а б л и ц а ! 

Изменение активности альдолазы, ACT и AJIT сыворотки крови в динамике газово-гангренозной интоксикации (в мкмоль/мл/ч) 

Фермент Контроль 
Стадия интоксикации 

Фермент Контроль 
легкая (2 ч) среднетяжелая (К) ч) тяжелая (20 ч) 

Альдолаза 1,96=1=0,20 3,45=1=0,21 3,99=1=0,32 2,30 ± 0 , 2 0 
р < 0 , 0 0 1 р < 0 , 0 0 1 р > 0 , 0 5 

Pi > 0 , 0 5 Pi < 0 , 0 0 1 
ACT 2,1 ± 0 , 5 3 , 7 ± 0 , 2 6,4=1=0,6 6,4 ± 0 , 3 

р < 0 , 0 1 р < 0 , 0 0 1 р < 0 , 0 0 1 
р. < 0 , 0 0 1 р. > 0 , 1 

АЛТ 2,1 ± 0 , 1 4,1 ± 0 , 2 
р < 0 , 0 0 1 

2,8=1=0,3 
р > 0 , 0 5 

р, < 0 , 0 0 1 

4,9=t=0,9 
р < 0 , 0 1 
Pi < 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . В скобках время после введения токсина. Здесь и в табл. 2 и 3 число экспериментов в каждой 
серии 10 15; р по сравнению с контролем; р\ по сравнению с предшествующей стадией интоксикации. 
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Изменение активности ACT (в мкмоль/мл/ч) в динамике газово-гангренозной интоксикации ( Л 1 ± т ) 

Ткань Контроль 
Стадия интоксикации 

Ткань Контроль 
легкая средиетнжелан тяжелая 

11ечень 1 8 5 7 ± 139 6 6 3 , 6 ± 95,8 1901 ± 8 4 , 4 2101 ± 2 3 0 , 8 
р<0 , ( )1 Р > 0 , 1 р > 0,1 

Р\ < 0 , 0 0 1 р. > 0 , 0 5 
I1очки 7 7 7 , 5 ± 3 2 , 2 2 7 2 , 7 ± 2 7 , 9 1370-f-97,8 9 5 7 , 5 ± 79,6 

р < 0 , 0 0 1 р<0 , ( )1 р < 0 , 0 5 
р . < 0 , 0 0 1 р. < 0 , 0 1 

Легкие 3 9 7 , 5 ± 2 3 , 1 8 0 , 9 ± 6 , 5 356,2 ± 2 6 , 3 2 6 7 , 7 ± 19,6 
р < 0,001 р > 0,05 р > ( ) , 05 

PI < 0 , 0 0 1 р. < 0 , 0 2 
Спинной мозг 1377 ,2±72 ,0 340,0 ± 4 1 , 2 1 1 4 5 ± 101,1 1 1 8 6 ± 8 4 , 0 

р<0 ,0 ( )1 р > 0,05 р > 0 , 0 5 
PI < 0 , 0 0 1 р. > 0 , 0 5 

Икроножная мышца: 
и и та кт н а я ко н е ч н ост ь 7 6 6 , 0 ± 38,0 3 8 5 , 0 ± 2 3 , 1 1672 ,7±96 ,2 1 1 14 ,0±66 ,4 

р < 0 , 0 0 1 р < 0 , 0 0 1 р<(),0()1 
р . < 0 , 0 0 1 PI < 0 , 0 0 1 

на стороне введения токсина — 2 9 3 , 2 ± 2 1 , 6 6 0 5 , 0 ± 6 0 , 7 7 0 3 , 8 ± 8 7 , 2 
/?<(),001 р < 0 , 0 5 р > 0 , 0 5 

PI < 0 , 0 0 1 р. > 0 , 0 5 
/>2<0,01 р 2 < 0 , 0 0 1 Р2<0,01 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3; рч по сравнению с мышцей интактной конечности. 

чалось подавление активности ACT в печени, поч-
ках, легких, мозге, мышце (табл. 2). Активность 
ACT икроножной мышцы на стороне введения ток-
сина снижалась в большей степени, чем на интакт-
ной конечности. Что касается активности АЛТ, 
то она заметно снижалась в гомогенатах печени, 
мозга, легких, мышцы на стороне введения токсина 
(табл. 3). В почках и в мышце интактной конеч-
ности активность АЛТ не изменялась. 

В последующих сериях экспериментов пред-
ставлялось целесообразным выяснить как изме-
нится соотношение активности сывороточных и 
тканевых ферментов по мере развития выражен-
ных клинических проявлений газово-гангренозной 
интоксикации, характеризующихся возникнове-
нием значительных расстройств микроциркуляции, 
водно-солевого баланса, кислотно-щелочного со-
стояния организма. Как оказалось, спустя 10 ч 
после введения токсина на фоне локальных рас-
стройств гемодинамики, отека конечностей, общей 
гиподинамии отмечалось дальнейшее возраста-
ние активности сывороточной ACT (см. табл. 1). 
В то же время активность АЛТ несколько снижа-
лась по сравнению с предыдущей стадией инток-
сикации и достигала контрольных величин, а ак-
тивность альдолазы сыворотки крови оставалась 
высокой, как и в доклинический период инток-
сикации. Обращает на себя внимание тот факт, 
что активность АЛТ тканей печени, почек, мозга, 
мышц на стороне введения токсина и интактной 
стороне оставалась низкой, как и в предыдущий 
период интоксикации (см. табл. 3). Активность 
ACT тканей начинала возрастать по сравнению 
с предыдущим периодом интоксикации, достигая 
контрольных величин в печени и мозге, а также 
превышая контрольные показатели в легких 
и мышце интактной конечности (см. табл. 2). 

Последующие серии экспериментов были по-
ставлены на животных в условиях тяжелой гене-
рализованной интоксикации, характеризующейся 
развитием полной адинамии, одышки, тахикардии, 
отеком конечности в месте введения токсина, 
распространяющимся на переднюю брюшную 

стенку. В указанный период интоксикации ак-
тивность сывороточных трансаминаз оставалась 
высокой, а активность альдолазы сыворотки кро-
ви снижалась по сравнению с предыдущим пе-
риодом интоксикации и достигала контрольных 
показателей (см. табл. 1). В то же время фермен-
тативная активность тканей изменялась неодно-
значно. Активность АЛТ оставалась ниже нормы 
в печени, превышала контрольные показатели в 
мышце интактной конечности (см. табл. 3). В поч-
ках, мозге, легких, мышце на стороне введения 
токсина активность АЛТ возрастала по сравнению 
с предыдущей стадией интоксикации и достигала 
контрольных показателей. В легочной ткани, как 
и в предыдущий период интоксикации, активность 
АЛТ оставалась в пределах нормы. 

На терминальной стадии интоксикации выяв-
лена нормализация активности ACT в гомогенатах 
печени, легких, мозга, мышцы на стороне введе-
ния токсина (см. табл. 2). Ферментативная актив-
ность ACT гомогенатов тканей почек, икроножной 
мышцы интактной конечности превышала конт-
рольные показатели, как и в предыдущий период 
интоксикации. 

Таким образом, характерной особенностью га-
зово-гангренозной интоксикации является повы-
шение активности сывороточных ферментов 
трансаминаз и альдолазы. Ферментативная актив-
ность сыворотки крови возрастает уже в ранний 
доклинический период интоксикации — период 
гематогенного распространения токсина и фикса-
ции его в тканях, что свидетельствует о важной 
роли токсического фактора в дестабилизации био-
логических мембран и выходе цитоплазматических 
ферментов в регионарный и системный кровоток. 
Эксперименты, проведенные в динамике интокси-
кации, позволили выявить коррелятивную взаимо-
связь состояния активности ACT и АЛТ с тяже-
стью клинических проявлений патологии. На тер-
минальной стадии интоксикации, осложненной 
расстройствами системной гемодинамики и микро-
циркуляции, активность сывороточных ферментов 
значительно превышала соответствующие показа-
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Изменение активности ACT (в мкмоль/мл/ч) тканей в динамике газово-гангренозной интоксикации ( М ± ш ) 

Ткань Контроль 
Стадия интоксикации 

Ткань Контроль 
легкая сред нетяжел а я тяжелая 

11ечень 2544 ± 2 1 9 , 0 1240,9=±= 153,8 1340,2=1=210 1 430=1= 146 
р < 0 , 0 0 1 р < 0 , 0 1 р < 0 , 0 0 1 

Р. > 0 , 0 5 Р . > 0 , 1 
Почки 284,9±32,1 281,2=1=37,6 143,5=1=22,9 214,54-53,0 

р > 0,2 р < 0,05 р > 0 , 0 5 
Р. < 0 , 0 1 PI > 0 , 0 5 

Легкие 145,0±37,4 31,0=1= 1,9 83,2=1= 18,9 83,1 ± 7 , 3 
р<0,()1 р > 0,05 р > 0 , 0 5 

PI < 0 , 0 2 Р. > 0 , 1 
Спинной мозг 101,3±6,1 48,1=1=6,9 49,1 ± 6 , 0 7 7 , 5 ± 10,0 

/?<(),001 р < 0 , 0 0 1 р < 0,05 
P I > 0 , 1 PI < 0 , 0 5 

Икроножная мышца: 
интактная конечность 352,0=1=40,5 223,6=Ь 50,8 206 ,6±37 ,0 496 ,0±48 ,7 

р> 0,05 р < 0 , 0 5 р < 0 , 0 5 
Р . > 0 , 1 р, <0 ,001 

на стороне введения токсина 173,64-24,0 116,4=1=27,4 247,6±29,1 на стороне введения токсина 
р < 0 , 0 2 р < 0 , 0 0 1 р > 0 , 0 5 

р. > 0 , 0 5 Р. < 0 , 0 1 
р 2 > 0 , 0 5 р 2 < 0 , 0 1 

тел и раннего доклинического периода интоксика-
ции. Последнее указывает на то, что патогенные 
эффекты газово-гангренозных токсинов на про-
цессы проницаемости цитоплазматических мем-
бран п оте н ц и р у юте я з а с ч ет прогресси р у ю т е й 
циркуляторной гипоксии и соответствующих рас-
стройств кислотно-щелочного состояния орга-
низма. 

Изучение ферментативной активности тканей 
не позволило выявить выраженной селективности 
цитопатогенного действия токсинов газовой ганг-
рены. Подавление активности ферментов гомо-
генатов тканей имело место как в зоне введения 
токсина (икроножная мышца), так и далеко за 
пределами его введения (в различных внутренних 
органах, мышце интактной конечности) в период 
гематогенного распространения токсина и фикса-
ции его в тканях. По мере развития клинических 
проявлений интоксикации и уменьшения кон-
центрации токсина на терминальных стадиях пато-
логии отмечалось постепенное возрастание фер-
ментативной активности гомогенатов тканей. 

Результаты проведенных экспериментов позво-
ляют заключить, что состояние активности сыво-
роточных трансам иназ является чувствительным 
интегративным показателем проницаемости био-
логических мембран, который может быть ис-
пользован для объективной оценки тяжести тече-
ния газово-гангренозной интоксикации и эффек-
тивности фармакологической коррекции метабо-
лических и функциональных расстройств. Актив-
ность сывороточной альдолазы не может быть 
использована в качестве критерия оценки тяже-
сти газово-гангренозной интоксикации и эффек-
тивности комплексной терапии при указанной па-
тологии. 
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METABOLIC E F F E C T S OF ANAEROBIC GAS INFECTION 
TOXINS 

N. N. Otdel'nova, N. P. Chesnokova, T. N. Zhevak 

Medical School, Sara tov 

Activity of blood serum t r ansaminases correlated distinctly 
with severity of clinical symptoms of g a s - g a n g r e n o u s intoxica-
tion, studied in ra ts in dynamics of the impairment . Activity 
of the t issue enzymes did not exhibit this correlation. Evaluat ion 
of t r ansaminases activity may be used as an objective criterion 
of the toxic infection development as well as of complex 
therapy efficiency. 
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Известна важная роль энкефалиновой систе-
мы в патогенезе алкоголизма [1, 4, 5J. Однако 
молекулярные механизмы действия этанола на 
метаболизм эн кефали нов в головном мозге изуче-
ны недостаточно полно. В частности, остается 
неясной значимость нарушений процессов обра-
зования, высвобождения и обратного захвата 
этих пептидов в активацию энкефалиновой нейро-
передачи под действием этанола [3]. Одним из 
подходов к выявлению этого вопроса может быть 
проведение исследований в модельной системе. 
Сходство путей биосинтеза, процессинга и высво-
бождения мет-энкефалина в мозге и хромаффии-
ной ткани надпочечников [9, 12 14] позволяет 
с известной осторожностью использовать в каче-
стве такой модели систему надпочечники—кровь. 
Важно отметить, что такие характеристики этой 
системы, как анатомическое разделение места 
биосинтеза мет-энкефалина и места циркуляции 
пептида после его высвобождения во внеклеточное 
пространство, поддержание плазменного пула 
мет-энкефалина преимущественно за счет поступ-
ления из надпочечников [6, 11] и относительно 
низкая скорость ферментной инактивации пепти-
да в крови [10], существенно упрощают оценку 
изменений отдельных звеньев метаболизма мет-
энкефалина. 

В связи с этим в экспериментах на крысах нами 
изучено влияние острой алкогольной интоксика-
ции на содержание мет-энкефалина в плазме кро-
ви и надпочечниках, а также на активность фер-
ментных систем катаболизма мет-энкефалина 
в сыворотке крови. 

М е т о д и к а . В работе использовали беспородных белых 
крыс-самцов массой 200 250 г. Однократное введение 2 0 % 
раствора этанола в 0,9 % NaCI проводили внутрибрюшинно 
в дозе 4 г/кг. Контрольным животным вводили эквивалент-
ный объем 0,9 % NaCI. Крыс забивали декапитированием 
немедленно после введения растворов, а также через 15, 60 
или 120 мин после инъекции. Д л я получения плазмы 5 мл 
цельной крови быстро смешивали в полипропиленовой про-
бирке с 0,1 мл 0,2 М Na'2-ЭДТА рН 7,5 и центрифугировали 
при 700g (15 мин, 4 ° С ) . Экскрецию мет-энкефалина из 
плазмы крови проводили по методу [8 | . Экстракты частично 
упаривали в токе воздуха, лиофилизовали и хранили при 
—80 °С. 

Для получения сыворотки крови цельную кровь инкубиро-
вали 40 мин при 37 °С и центрифугировали при 700g (15 мин, 
4 °С) . Сыворотку разводили в 100 раз 10 мМ трис-НС1-буфе-
ром рН 7,7. 

Надпочечники немедленно по извлечении замораживали 
и хранили при 80 °С. Экстракцию энкефалиноподобных 
пептидов проводили, как описано в работе [3], для отделов 
мозга; нейтрализованные экстракты лиофилизовали. 

Содержание мет-энкефалина в экстрактах плазмы крови 
и надпочечников определяли методом радиоиммунологич-
ского анализа, используя наборы фирмы «Incstar» (США); 
лиофилизованные экстракты перед опытом растворяли в 0,5 мл 
БСА-фосфатного буфера, прилагаемого к наборам. 

Суммарную скорость ферментативного расщепления [3,5-

,}Н]-тир-лейГ)-энкефалина в сыворотке крови определяли по 
скорости убывания этого пептида, одновременно контролируя 
скорость образования [3Н | -тирсодержащих продуктов его 
гидролиза. Реакционная смесь (объем 50 мкл) содержала 
исследуемый образец, преинкубированный 15 мин при 30 °С, 
и [3,5-3Н]-тир-лей5-энкефалин (37 Ки/ммоль, фирма «Атег-
sham», Великобритания), конечная концентрация 600 мМ 
в 10 мМ трис-НС1-буфере рН 7,7. После инкубации (15 мин, 
30 °С) реакцию останавливали добавлением 5 мкл 2 н. HCI. 
В контрольные пробы НСI вносили перед добавлением раство-
ра субстрата. Тонкослойную хроматографию реакционной сме-
си, определение радиоактивно-меченных продуктов и расчет 
скорости гидролиза пептида проводили, как описано ранее [2]. 

Статистическую обработку результатов исследования про-
водили с использованием /-критерия Стыодента. 

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, инъекция этанола уже через 15 мин 
приводила к снижению содержания мет-энкефа-
лина в надпочечниках. Однако через 1 ч после 
введения этанола величина этого показателя су-
щественно превышала контрольный уровень, 
а к моменту окончания наблюдений соответство-
вала контрольным значениям. В плазме крови 
животных опытной группы сразу же после инъ-
екции этанола обнаружено некоторое повышение 
концентрации мет-энкефалина, однако, начиная 
с 15-й минуты эксперимента, была отмечена про-
тивоположная тенденция, которая через 2 ч с мо-
мента введения этанола достигала уровня стати-
стической значимости. Вместе с тем скорость 
гидролиза [3Н-]-тир-лей-энкефалина в препаратах 
сыворотки крови животных опытной и контроль-
ной групп практически не различалась между 
собой. Следует отметить, что не было выявлено 
различий и в скорости образования отдельных 
продуктов гидролиза [3Н]-тир-лей-энкефалина 
тирозина, тир-гли и тир-гли-гли (в контрольной 
группе эти величины составляли в среднем 
1006+95, 80,1 ±10 ,2 , 63,2:4=8,8 пмоль/мин на 1 мл 
сыворотки соответственно). 

Предварительно проведенное нами сравнитель-
ное исследование гидролиза 3Н-тир-лей-эикефа-
лина в плазме и сыворотке крови крыс (данные 
не приводятся) показало, что деградация энкефа-
лина в этих биологических жидкостях протекает 
практически идентично и с одинаковой скоростью. 
Этот факт хорошо согласуется с имеющимися 
в литературе сведениями о ключевой роли сыво-
роточных ферментов (в первую очередь амино-
пептидазы, отщепляющей остаток тирозина) в ка-
таболизме энкефалинов в крови [7, 15]. По-ви-
димому, отмеченное нами снижение уровня мет-
энкефалина в плазме крови вызвано не ускоре-
нием его ферментного расщепления, а уменьше-
нием поступления пептида в кровяное русло. 
Анализируя полученные данные, можно пред-
положить, что в первые минуты после инъекции 
этанола происходит выброс мет-энкефалина из 
надпочечников в кровяное русло, который при-
водит к уменьшению пула мет-энкефалина в над-
почечниках и к некоторому снижению поступления 
пептида в кровяное русло через 15 мин после 
начала эксперимента. Увеличение концентрации 
пептида в надпочечниках на фоне тенденции 
к понижению его содержания в плазме крови, 
выявленное через 60 мин после введения этанола, 
ио-видимому, вызвано ускорением образования 
мет-энкефалина в надпочечниках с одновремен-
ным торможением его высвобождения в кровь, 
в пользу чего свидетельствует дальнейшее пони-



Скорость гидролиза [3Н |-тир-лей-энкефалина сывороткой крови ( I I I ) , содержание мет-энкефалина в плазме крови ( I I ) 
и надпочечниках (I) крыс после однократного введения этанола ( M ± m , п—4) 

Время после 
введения, мин 

1 I! I I I 
Время после 

введения, мин ИГ НИ 1 1 иг ткани иг на 1 мл плазмы пмоль/мин на 1 1 мл сыворотки 

контроль опыт контроль опыт контроль * опыт 

О П , 4 ± 4 , 4 14,5±5,1 60,1 ± 1 5 , 6 98 ,0±19 ,3 
15 16,2±2,7 8 ,7±0 ,8* 6 7 , 9 ± 2 , 8 49,1 ± 1 0 , 3 1113±47 1108±18 
60 11,0±3,5 2 2 , 7 ± 1,0* 7 7 , 8 ± 10,2 55 ,6±4 ,4 1265±70 1 1 6 5 ± 2 5 

120 16,6± 1,5 15,4 ± 3 , 3 8 3 , 6 ± 13,1 47 ,4±6 ,4* 1041 ± 3 0 1080±11 

П р и м е ч а н и е . Звездочка р<с0,05 относительно контроля. 

жеиие концентрации пептида в плазме крови. 
Как следует из полученных данных, стимули-
рующее влияние этанола на образование мет-энке-
фалина не является постоянным: через 120 мин 
после начала эксперимента содержание пептида 
в надпочечниках возвращается к контрольному 
уровню, а его концентрация в плазме крови еще 
более понижается. Вероятно, в период между 
60-й и 120-й минутами с момента введения этано-
ла происходит угнетение образования мет-энке-
фалина на фоне пониженной скорости высвобож-
дения пептида в кровяное русло. 

Таким образом, анализ полученных результатов 
позволяет выделить 2 фазы в действии этанола 
на метаболизм энкефалинов в системе надпочеч-
ники кровь: фазу активации и фазу угнетения 
поступления пептида в кровяное русло. Первая 
из них характеризуется усиленным высвобожде-
нием мет-энкефалина из надпочечников в кровь 
на фоне неизмененной скорости образования 
пептида. Вторая угнетением высвобождения 
мет-энкефалина на фоне сначала усиленного, а за-
тем пониженного его образования в ткани над-
почечников. Процессы, происходящие во второй 
фазе, могут быть как следствием прямого влия-
ния этанола, так и результатом действия компен-
саторных механизмов, направленных на норма-
лизацию функционального состояния энкефалино-
вой системы надпочечников в плазме крови. 

Ранее нами было показано, что этанол активи-
рует энкефалиновую систему мозга, увеличивая 
скорость поступления пептидов к их per горам 
[3]. Сходство путей образования и высвобожде-
ния мет-энкефалина в надпочечниках и мозге 
[9, 12—14] позволяет предположить, что основ-
ной причиной такого действия этанола является 
увеличение высвобождения пептида из пре-
синаптических нервных окончаний. Вместе с тем 
по аналогии с реакцией энкефалиновой системы 
надпочечников на однократное воздействие эта-
нола следует заключить, что стимуляция энкефа-
линовой системы мозга, по-видимому, также сме-
няется ее угнетением вследствие торможения 
процесса высвобождения пептидов из энкефа-
линергических нейронов. 
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DYNAMICS OF MET-ENCEPHAL1NE CONTENT IN RAT 
ADRENAL GLANDS AND BLOOD PLASMA IN ACUTE 
ALCOHOL INTOXICATION 

N. A. Belyaev, E. F. Kolesanova 

All-Union Research Centre of Medico-Biological Problems 
of Narcology, Ministry of Public Health of the USSR, Moscow 

Content of Mct-encephaline in rat adrenal g lands and blood 
plasma as well as activity of the enzymatic systems ca ta lyz ing 
the encephalines catabolism in blood serum were studied af ter 
a single adminis t ra t ion of ethanol into rats. Dynamics of 
Met-encephaline a l tera t ions studied sugges t that phases of 
activation and inhibition occur in the secretion of the peptide 
from adrenal gland into circulation. 
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Гликогенсиитаза (УДФГ: а-1,4-глюкан-а-4-глю-
козилтрансфераза, КФ 2.4.1.11) важный ре-
гуля т о р н ы й ферм е н т мета б о л и з м а г л и ко ге н а -
катализирует синтез гликогена путем переноса 
глюкозильного остатка уридиндифосфатглюкозы 
(УДФГ) на нередуцирующий конец одной из це-
пей синтезируемой молекулы гликогена. 

Д л я определения активности гл и к о ге н с и н т а зы 
предложено несколько методов. Наибольшее рас-
пространение получил метод, основанный на из-
мерении радиоактивности после включения гли-
козильных остатков УДФ-( М С)-глюкозы в глико-
ген [26]. Другой метод основан на определении 
количества УДФ, образовавшегося в процессе 
гликогенсинтазной реакции, которую проводят 
в безбелковом центрифугате после остановки 
реакции кипячением. Затем УДФ определяют 
спектрофотометрически в сопряженной системе 
с пируваткиназой и лактатдегидрогеназой |16] 
или в реакции с пируваткиназой с последующим 
колориметрическим определением пирувата с ди-
иитрофенилгидразином [15]. 

Однако эти методы не дают возможности не-
посредственно наблюдать за ходом гликогенсин-
тазной реакции. Использование сопряженной си-
стемы ферментов для непрерывной регистрации 
гликогенсинтазной активности [21] также связа-
но с рядом ограничений, в частности возможно 
влияние изучаемых эффекторов на компоненты 
сопряженной системы. 

Нами был предложен метод непрерывной реги-
страции активности гликогенеинтазы I, основан-
ный на потенциометрии [7]. Недостатками мето-
да являются необходимость использования до-
полнительной аппаратуры, трудоемкость, невоз-
можность применения веществ, изменяющих бу-
ферную емкость системы. 

При синтезе или распаде гликогена происходит 
соответственно увеличение или уменьшение его 
молекулярной массы, что сопровождается изме-
нением интенсивности светорассеяния реакцион-
ной смеси [17]. На основе этого явления был 
разработан турбидиметрический метод определе-
ния активности гликогенфосфорилазы, связан-
ный с непрерывной регистрацией мутности раство-
ра гликогена в области длин волн выше 300 нм 
[11, 25). Использование этого метода при иссле-

довании мышечной гликогенфосфорилазы позво-
лило получить ряд важных результатов [2, 3, 12]. 

В данной работе проведено сравнение турбиди-
метрического метода определения активности 
гл икогенсинтазы скелетных мышц кролика со 
88 

спектрофотометрическим методом непрерывной ре-
гистрации гликогенсинтазной реакции на при-
мере ингибирования фермента адениловыми нук-
леотидами и уридиндифосфатом (УДФ). 

М е т о д и к а . Гликогенсинтазу I и D в комплексе с глико-
геном выделяли из скелетных мышц кролика но методу [22| 
с некоторыми модификациями [6]. Фермент хранили при 
—20°С, для его стабилизации использовали глицерин [10]. 

При разработке турбидиметрического метода активность 
гл икогенсинтазы определяли спектрофотометрически в сопря-
женной системе с пируваткиназой и лактатдегидрогеназой, 
определяя уменьшение концентрации Н А Д - Н по поглоще-
нию при 340 нм. Состав реакционной среды: 10 мМ трис-
HCI-буфер рН 7,8, 10 мМ КС!, 10 мМ Mg2CI2 , 0,2 мМ НАД-Н, 
1 мМ фосфоенолпируват, 3 мМ УДФГ, пирувагкиназа 10 ед., 
лактатдегидрогеназа 10 ед. При определении гликогенсин-
тазной активности турбидиметрическим методом реакцию 
проводили в кювете с длиной оптического пути 1 см в 50 мМ 
трис-НС1-буфере рН 7,8 в присутствии 10 мМ KCI при раз-
личных концентрациях фермента, гликогена и УДФГ. В каче-
стве активаторов использовали глюкозо-6-фосфат в концент-
рации 0,04, 0,8 и 8 мМ (для обеих форм фермента) , а также 
5 мМ Mg2CI2 и 10 мМ N a 2 S 0 4 (для гликогенсинтазы I). 
Непрерывную регистрацию мутности смеси осуществляли 
при 360 и 400 нм. Д л я определения количества образовав-
шегося УДФ гликогенсинтазную реакцию останавливали, до-
бавляя трихлоруксусную кислоту до конечной концентра-
ции 5 %; белок удаляли центрифугированием при I000g 
в течение 15 мин; супернатант нейтрализовали КОН (обра-
ботка трихлоруксусной кислотой и КОН не приводила 
к потере УДФ) . Состав реакционной смеси: 50 мМ трис-
НС1-буфер рН 7,8, 10 мМ КС1, 5 мМ Mg2Cl2 , 0,2 мМ Н А Д - Н , 
1 мМ фосфоенолпируват, пируваткиназа 10 ед., лактатдегид-
рогеназа 10 ед. Реакцию начинали с добавления 10 мкл 
раствора, содержащего УДФ, к 1 мл реакционной смеси; ре-
гистрацию оптической плотности проводили при 340 нм. В ра-
боте применяли регистрирующий спектрофотометр «Hita-
chi 200-20» (Япония). Все измерения проводили при 25 °С. 

Все выделенные препараты были гомогенны по данным 
электрофореза в 7,5 % полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия, проводимого по методу [27 | . 
Содержание белка определяли по методу [23]. 

При изучении обратимого ингибирования гликогенсинтазы 
адениловые нуклеотиды и УДФ вносили непосредственно 
в пробу для определения ферментативной активности. 

В работе использовали следующие реактивы: УДФ, 
УДФГ, АДФ, АТФ и глюкозо-6-фосфат, динатриевую соль 
(«Reanal», Венгрия), трис («Sigma», США); р-меркапто-
этанол («Loba-Chemie», Австрия); ДЭАЭ-целлюлозу DE-52 
(«Whatman», Англия), остальные реактивы отечественного 
производства марки х.ч. и ос.ч. 

Р е з у л ь т а т ы и их о б с у ж д е н и е . На 
рис. 1 представлены типичные кривые регистра-
ции гликогенсинтазной реакции турбидиметриче-
ским методом. В присутствии 5 мМ M g 2 + - ионов, 
которые, как было показано в работе [21| , устра-
няют ингибирующее действие продукта реакции 
УДФ, ход гликогенсинтазной реакции в течение 
2 мин был линейным. Повышение концентрации 
нуклеотидного субстрата УДФГ приводит к уве-
личению начальной скорости реакции. В качестве 
фермента использовали препарат комплекса 
гликогенсиитаза I гликоген, который характе-
ризуется адсорбционной емкостью (1 ,89±0,40) X 
Х Ю 6 моль фермента в расчете на тетрамер 
и является насыщенным по углеводному субстра-
ту [4, 8 | . 

Как следует из табл. 1, начальная скорость 
гликогенсинтазной реакции не зависит от кон-
центрации добавленного гликогена в интервале 
0 1 мг/мл; следовательно, комплекс гликоген-



Рис. I. 'Гурбидиметри-
ческое определение ак-
тивности гликогенсин-
тазы скелетных мышц 
кролика. 
|Е) - 20 мкг/мл, | У Д Ф Г | 
I мМ ( / ) и 0,3 мМ (2), С)с:\ 
добавления гликогена, п 
увеличение оптической плот-
ности реакционной смеси при 
360 нм; С) накопление УДФ; 

ч соотношение между уве-
личением оптической плотно-
сти и накоплением УДФ. 

[УДфуи/И 
0.5 Г 

/0 t.MUH 10t мин 0.3 А Я '360 

синтаза I гликоген действительно характери-
зуется насыщением по углеводному субстрату. 
В дальнейшем при измерении активности глико-
генсинтазы турбидиметрическим методом глико-
ген в реакционную среду не добавляли. 

Внесение в пробу различного количества бел-
ка, а также веществ, подлежащих испытанию, 
приводит к изменению буферной емкости реак-
ционной среды, что может оказать влияние на 
активность фермента. В наших исследованиях 
зависимости активности гликогенсинтазы от бу-
ферной емкости среды было показано, что на-
чальная скорость ферментативной реакции не 
зависит от концентрации трис-НС1-буфера рН 7,8 
в пределах 10 100 мМ. Все последующие изме-
рения проводили в 50 мМ трис-НС1-буфере рИ 7,8. 

Зависимость скорости гликогенсинтазной реак-
ции от концентрации белка в интервале от 5 
до 50 мкг/мл линейна; при этом данные, полу-
ченные в разные дни, демонстрируют хорошую 
воспроизводимость результатов измерения актив-
ности гликогенсинтазы I турбидиметрическим 
методом (рис. 2) . Ошибка измерения фермента-
тивной активности, вычисленная по результатам 
5 независимых экспериментов, колеблется от 7,5 
до 3 % при концентрации белка от 5 до 30 мкг/мл 
соответственно. Далее определение активности 
фермента проводили при концентрации белка 
20 30 мкг/мл. 

Турбидиметрический метод позволяет выражать 
начальную скорость гликогенсинтазной реакции 
в единицах оптической плотности (в нашем слу-
чае при 360 и 400 им) в минуту. Д л я определе-
ния коэффициентов пересчета [УДФ] /1 ед. Азео 
и [УДФ] /1 ед. Л .loo в двух сериях аналогичных 
проб для каждой длины волны проводили фер-
ментативную реакцию в течение 1 , 5 и 10 мин. 
В I серии проб регистрировали увеличение мут-
ности гликогена в ходе гликогенсинтазной реак-
ции (см. рис. 1), во II серии определяли количе-
ство образовавшегося УДФ (см. рис. 2) спектро-

V0>ed. A3S0/muh 

0,05 

0.04 

0.03 

0.02 -

0,01 

10 20 30[Е\мнг/мл 

Рис. 2. Зави-
симость начальной 
скорости гликоген-
синтазной реакции 
от концентрации 
фермента. 
|.УДФГ| I мМ. О, А, 
X экспериментальные 
данные, полученные в 
разные дни. 

фотометрическим методом в сопряженной системе 
с пируваткиназой и лактатдегидрогеназой. 

Как видно на рис. 1, в ходе синтеза гликогена 
наблюдается линейное соотношение между кон-
центрацией образовавшегося УДФ и увеличением 
оптической плотности реакционной смеси. Таким 
образом, действительно, увеличение оптической 
плотности при 300 400 нм во время фермента-
тивной реакции обусловлено возрастанием кон-
центрации гликогена. Коэффициенты пересчета, 
вычисленные по результатам 15 независимых 
экспериментов, составляют l,69=j=0,08 мМ УДФ 
на 1 ед. Азео и 2,03=4=0,01 мМ УДФ на 1 ед. А4оо-
Использование этих величин позволяет выразить 
активность гликогенсинтазы, определенную тур-
бидиметрическим методом, в стандартных едини-
цах. Величины удельной активности гликоген-
синтазы, полученные спектрофотометр и чески м 
и турбидиметрическим методами, совпадают. 

Известно, что гликогенсинтаза характеризует-
ся сложным кинетическим поведением (1, 10, 2 2 | . 
По данным, полученным потенциометрическим ме-
тодом, в отсутствие активаторов фермент обла-
дает кооперативным эффектом по субстрату, 
УДФГ [5]. В присутствии 5 мМ Mg" 1 кооператив-
ный эффект исчезает и кривая насыщения глико-
генсинтазы I УДФГ описывается уравнением 
Михаэлиса Ментен. 

Т а б л и ц а I 

Влияние добавления гликогена на V0 гликогенсинтазной реак-
ции 

Концентрация 
УДФГ, мМ 

Концентрация 
MgCI

2
. мМ 

Содержание 
гликогена, 

мг/мл 

Vo гликогенсинта:»-
ной реакции, 
ед. А.чбо/мин 

1,0 
0,03 
0,04 
0,05 
0,10 
0,20 
1,00 

0,019 
0,022 
0,023 
0,020 
0,022 
0,019 
0,022 

0,1 
0,10 
0,20 
1,00 

0,0045 
0,0050 
0,0045 
0,0049 

1,0 5,0 
5,0 
5,0 
5,0 

0,10 
0,20 
1,00 

0,056 
0,062 
0,060 
0,059 

0,1 5,0 
5,0 
5,0 
5,0 

0,10 
0,20 
1,00 

0,020 
0,016 
0,018 
0,019 
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Т а б л и ц а 2 ЛИТЕРАТУРА 

Характеристика 3 групп препаратов гликогенсинтазы 

№ I / I + D, % Форма фермента К У Д Ф Г , мкМ К1УДФ. мкМ К ^ Л Ф , мМ КА'ГФ, мМ 

1 > 9 0 I 115—135 
2 < 3 0 D 210 240 
3 60—70 I + D 190—200 

Мы получили аналогичные результаты, исполь-
зуя турбидиметрический метод (рис. 3). В отсут-
ствие активаторов в области концентраций УДФГ 
от 0,2 до 0,5 мМ наблюдается промежуточное 
плато; в присутствии 5 мМ M g 2 + кривая насыще-
ния фермента УДФГ становится гиперболиче-
ской, т. е. M g 2 + снимает кооперативный эффект, 
индуцируемый УДФГ. 

Сходное действие на гликогенсинтазу I ока-
зывают 10 мМ сульфат-анионы, а также глюкозо-
6-фосфат в концентрации от 0,04 до 8 мМ; в по-
следующей работе в качестве активатора исполь-
зовали 10 мМ N a 2 S 0 4 [22]. 

В присутствии 8,0 мМ глюкозо-6-фосфата гли-
когенсиитаза D также характеризуется гипербо-
лической зависимостью V0 от концентрации 
УДФГ; в координатах [УДФГ] /У 0 ( [УДФГ] ) 
эта зависимость преобразуется в прямую (рис. 4). 

Препараты гликогенсинтазы принято харак-
теризовать отношением I/I + D, где 1 удельная 
активность, измеряемая в отсутствие глюкозо-6-
фосфата (для D-формы в присутствии 0,8 мМ 
глюкозо-6-фосфата, так как она неактивна без 
этого активатора), I-f-D — в присутствии 8,0 мМ 
глюкозо-6-фосфата [20]. По этому параметру вы-
деленные нами препараты гликогенсинтазы ске-

Рис. 3. Влияние M g 2 + на зависимость начальной ско-
рости гликогенсинтазной реакции от концентрации УДФГ. 
|F.) 30 мкг/мл. о • без активатора, х в присутствии 5 мМ 

35—40 1,40 1,55 1,05—1,15 
2 5 - 3 0 0,57 0,60 0,40 -0,45 
32—36 

летных мышц кролика можно разделить на 3 груп-
пы (табл. 2): гликогенсинтазу I ( I / I + D > 9 0 % ) , 
гликогенсинтазу D (1/1 + Г)<30 %) и смесь I и D 
форм фермента ( I / I + D = 6 0 7 0 % ) . В табл. 2 
представлены также значения К,,, для субстрата, 
УДФГ и К, для УДФ, АДФ и АТФ. 

Очевидно, что со снижением отношения 
I/I + D (следовательно, с увеличением степени 
фосфорилирования) закономерно изменяются ки-
нетические свойства гликогенсинтазы: повышает-
ся чувствительность к ингибиторам и возра-
стает К т для УДФГ. Таким образом, турбидимет-
рическим методом получено подтверждение того, 
что фосфорилирование-дефосфорилирование гли-
когенсинтазы, сопровождающееся переходом фер-
мента из I- в D-форму и обратно, коррелирует 
с резким изменением его кинетических и аллосте-
рических свойств [14, 20, 24 | . 

Необходимо отметить, что значения К т и Kj для 
каждой группы препаратов колеблются в отно-
сительно узких пределах и хорошо воспроиз-
водятся для любого отдельного препарата. Это 
значит, что Кгп для УДФГ и Kj для УДФ (соот-
ветственно субстрата и продукта реакции) могут 
использоваться в качестве характеристики глико-
генсинтазы скелетных мышц кролика. Получен-
ные нами значения К т для УДФГ и Kj для УДФ 
соответствуют результатам, опубликованным ра-
нее [9, 13, 18, 19]. 
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A TURBIDIMETRIC P R O C E D U R E FOR ESTIMATION O F 
RABBIT SKELETAL MUSCLE GLYCOGEN SYNTHASE 
ACTIVITY 

G. A. Solovyeva, S. Yu. Sundukov, G. N. Pilippova 

Depar tment of Biochemistry, M. V. Lomonosov State University, 
Moscow 

A turbidimetric procedure is described, which involvs the 
monitoring of changes in glycogen turbidity at wavelengths 
above 300 nm and continuous recording of rabbit skeletal 
muscle synthase activity. The recalculation coefficients were 
found to be equal to l .69-h0.08 mM U D P per unit of optical 
density at 360 nm and to 2 .03±0.01 mM U D P per unit 
of optical density at 400 nm. The procedure al lows a kinetic 
analysis of the enzyme within a broad range of concentra-
tions and under various conditions. The glycogen synthase 
activity did not depend on the buffer capacity when 10-100 mM 
Tris-HCL buffer, pN 7.8, was used. The rate of the enzymatic 
reaction was correlated with the enzyme concentrat ion within 
the range of 5 to 50 p g / m l . The curve for glycogen synthase 
saturat ion with U D P G is described by the Michaelis-Menten 
equation, when either 0.04-0.08 mM glucose-6-phosphate for 
the I-form of the enzyme or 8.0 mM of glucose-6-phosphate 
for the D-form were used in mixtures containing 5 mM MgCI2 
and 10 mM Na 2 S0 4 . The turbidimetric and spec t rophotomet ry 
procedures yielded similar results. 
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7-Е РАБОЧЕЕ С О В Е Щ А Н И Е Е В Р О П Е Й С К О Й 
Г Р У П П Ы ПО И С С Л Е Д О В А Н И Ю Л И З О С О М -
НЫХ Б О Л Е З Н Е Й 

Институт физиологии Сибирского отделения АМН СССР, 
Новосибирский медицинский институт 

Подобные встречи исследователей, работающих в области 
изучения механизма развития и разработки терапевтических 
подходов при лечении лизосомных болезней, проводятся I раз 
в 2 года. 

В программу совещания вошли вопросы исследования лизо-
сомных болезней (генетические нарушения и патогенез) 
и участия лизосом во внеклеточном переваривании внекле-
точного матрикса, а также биогенеза митохондрий (тран-
спорт белков) и пероксисомы в физиологии и патологии. 

В совещании приняли участие более 70 специалистов 
(в основном из стран Западной Европы), в том числе такие 
известные исследователи, как д-р А. Х а с и л и к (Институт 
физиологической химии и пагобиохимии, Мюнстер, Ф Р Г ) , 
проф. К. С а н д х о ф ф (председатель группы, Институт орга-
нической химии и биохимии Боннского университета, ФРГ) , 
проф. А. Р о й з е р (Роттердамский университет, Нидерланды), 
проф. Д. Т а г е р (Амстердамский университет, Нидерланды), 
д-р Ч. У и т л и (Миннесотский университет, США), д-р 
И. О л ь с е н (Институт ревматологии, Лондон, Великобрита-
ния), проф. ,У. В и е м а н (клиника Бернского университета, 
Швейцария) . 

Впервые в работе совещания приняли участие двое ученых 
из СССР (ранее приглашались представители из П Н Р и ГДР) . 
Основными вопросами, обсуждавшимися на совещании, были 

биогенез лизосом и пересадка костного мозга (иммунологи-
ческий базис для трансплантации костного мозга, трансплан-
тация при генетических заболеваниях, успехи и неудачи при 
трансплантации костного мозга при лизосомных заболе-
ваниях) . 

Работа совещания, разделенная на 5 заседаний, была ин-
тенсивной, напряженной. Важным ее результатом стал переход 
изучения болезней накопления на новый этап - молекулярно-
биологический. В настоящее время проводятся генетическое 
картирование дефектов лизосомных ферментов, направленный 
мутагенез в отношении отдельных лизосомных ферментов (ла-
боратории К. Сандхоффа, А. Ройзера, А. Хасилика). Выяв-
лено важное значение гликозилирования Асп518 и Тре516 для 
нормального процессинга а-глюкозидазы и ее ферментативной 
активности. 

Большой интерес ученых вызывает структурно-функцио-
нальная характеристика маннозо-6-фосфатного рецептора, его 
роль во внутриклеточном транспорте лизосомных ферментов. 
Как известно, направленный транспорт лизосомных фермен-
тов от сайтов их синтеза в Ш Э Р до лизосом включает 
несколько этапов, в том числе опознавание лизосомных 
ферментов по углеводным компонентам. Обнаружено, что 
во многих типах клеток транспорт кислых гидролаз в лизо-
еомы определяется маннозо-5-фосфатными специфическими ре-
цепторами. В настоящее время изолированы 2 типа рецеп-
торов с мол. м. соответственно 215 и 46 кД. Последний 
тип рецептора требует для связывания лиганда дивалентные 
катионы. Более изучен рецептор с мол. м. 215 кД, который 
связывает новосинтезированные лизосомные ферменты в комп-
лексе Гольджи, опосредует их транспорт в прелизосомный 
компартмент и участвует в эндоцитозе экзогенных лизосом-
ных ферментов. 

В сообщении д-ра Х и л л е (лаборатория фон Фигуры, 
ФРГ) представлены новые данные по физико-химическим 
свойствам другого мембранно-связанного гликопротеина 
рецептора с мол. м. 46 кД. Обнаружено, что связывание 
лигандов этим маннозо-5-фосфатным рецептором зависит от 
образования гомоолигомеров, а диссоциация определяется рН, 
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температурой и наличием лиганда. Созревание маннозо-6-
фосфатного рецептора требует гликозилирования контрансля-
ционного кора, образования дисульфидных связей и конфор-
мационных изменений, благодаря чему осуществляются диме-
ризация и связывание лиганда. Остается неясной причина 
существования двух различных рецепторов для транспорта 
лизосомных ферментов. Возможно, что они осуществляют до-
ставку лизосомиых ферментов в различные отделы клетки. 

С другой стороны, успешно изучаются ошибки процессинга 
лизосомных ферментов. Обнаружено, что дефект фосфорили-
рования лизосомных ферментов ведет к недостаточности их 
внутриклеточной активности и может быть причиной патоло-
гии, в частности при муколипидозах II и III типов (С. И с и-
д о р о , А. X а с и л и к). Источником нарушения может быть 
этап образования фосфодиэфирной связи между маннозой 
и N-ацетил-глюкозамии-фосфатом с последующим отщепле-
нием «экранирующего» углевода. При этом показано, что 
фосфодиэфирные производные катепсина D значительно легче 
освобождаются из клетки, чем нормальный фермент. 

Значительный интерес в плане заместительной терапии 
недостаточности лизосомных ферментов представляют исследо-
вания прямого контакта и передачи лизосомиых ферментов 
от лимфоцитов фибробластам (И. Ольсен,). Захват фермен-
тов осуществляется посредством неокаймленных пузырьков, 
их укрупнения и переноса в лизосомы. Передача лизосомных 
ферментов возможна и другим клеткам, например миобластам. 
Однако последствия такого взаимодействия клеток на тканевом 
уровне еще предстоит изучить. 

Новый подход в лечении болезней накопления — пере-
садка костного мозга, осуществляемая, в частности, в Меди-
цинской школе Миннесотского университета. В сообщении 
Ч. Б. У и т л и представлены данные о зависимости успеха 
лечения от оптимальной гистосовместимости донора, от вида 
и стадии болезни, а также сведения о временном характере 
улучшения состояния больных. 

В докладе Б. Д. П о о р т у и с а показана возможность 
моделирования болезней накопления у животных и изучения 
лечебной эффективности пересадки костного мозга. 

Находят распространение экспериментальные попытки 
блокирования функций лизосомного аппарата с помощью 
лизосомотропных аминов в связи с изучением секреции лизо-
сомных ферментов. Показано, что блок процессинга лизосом-
ных ферментов ведет к базолагеральному освобождению их 
из клеток САСО-2, кроме а-глюкозидазы, что связывают с не-
рецепторным транспортом фермента. 

Представлены данные о сходстве картин накопления липи-
дов при сопоставлении болезни Нимана Пика (тип А) 
с состоянием, вызываемым нарушением липидного обмена 
имипрамииом (С. Р о д р и ге с-Л а ф р а с с). 11оказано накопле-
ние неэстерифицированного холестерина при действии пре-
парата на внутриклеточный катаболизм липопротеидов низкой 
плотности; подобный результат получен при действии лизосо-
мотропных аминов. На основании определения холестерина 
предложен подход для пренатальной диагностики заболевания. 

В плане практического применения ценные результаты 
получены при исследовании лизосомного накопления инги-
биторов цистеиновых протеиназ как средства подавления про-
цессинга лизосомных ферментов и функций катепсинов 
(В ил ко кс, М э й с о н ) . Обнаружено, что Е-64 и лейпептин 
слабо проникают в лизосомы (пассивный эндоцитоз), а Z-фен-
фен, Z-фен-ала и Е-64д накапливаются по активному ме-
ханизму. 

На совещании представлены новые методические подходы 
к качественному выявлению отдельных болезней накопления, 

в частности метод скрининга мукополисахаридов с помощью 
диметиметиленового синего (Д. Г. Н. Д е Д ж о н г), метод 
выявления недостаточности гексозаминидазы А с помощью 
центрифужного анализатора (А. X. Ф е н с о м ) , возможности 
и ограничения использования глюкозилцерамида для тести-
рования болезни Гоше (С. Ваш Вили). 

Полезные обобщения исследований последних лет содер-
жались в докладе X. А э р т е а (Нидерланды), рассмотревшем 
интегральные функции лизосом в связи с участием нефер-
ментативных компонентов органелл. Были приведены сведения 
о белках —- протекторах ферментов (например, для 0-галакто-
зидазы) , белках активаторах ферментов (сапозины, акти-
ваторы ганглиозидаз) , белковых системах переноса через 
лизосомную мембрану протонов, углеводов (глюкоза, сиаловая 
кислота, глюкуроновая кислота и др.) , аминокислот (цистин, 
пролин, катионные аминокислоты и др.) , кобаламина, холесте-
рина и т. д. Нарушения функций неферментативных ком-
понентов могут приводить к фенотипическим проявлениям 
болезней накопления (галактозидоз, ганглиозидоз, болезнь 
Нимана — Пика и др.) . 

Значительное место в рассмотрении лизосомиой недоста-
точности было уделено внеклеточным функциям лизосомных 
ферментов (Г. М э р ф и , Р. М е й с о н , Й. И к а у т ) . Среди 
секрегируемых клетками протеиназ в функциональном отно-
шении выделяют прежде всего металлопротеиназы, а также 
сериновые, аспартильные и цистеиновые протеииазы. Показана 
возможность кооперативного действия катепсинов В и L на кол-
лаген (но без участия катепсина D) , активность катепсина В 
в деградации эластина. Обнаружены хорошая корреляция меж-
ду активностью катепсина В и резорбцией кости остеокластами, 
торможение резорбции при действии ингибиторов цистеиновых 
катепсинов. 

В плане заместительной ферментотерапии представляло 
интерес изучение состояния лизосом при захвате а-маннози-
дазы фибробластами, дефектными по этому ферменту 
(И. К е н ч и д е Б е л л о, Б. В и н ч е с т е р ) . Показано, что 
фермент идет в аномальные (более плотные) лизосомы и при-
ближает их характеристики к нормальным за счет расщепления 
накопленных субстратов. Подобное накопление легких лизосом 
наблюдается и при действии свансонина, ингибитора лизосом-
ного закисления. 

Экспериментальные и теоретические результаты исследова-
ний д-ра Б. В и н ч е с т е р а (Институт педиатрии, Лондон) 
представляют интерес для исследователей, специализирую-
щихся в области заместительной энзимотерапии и направлен-
ного транспорта лекарств, фармакоиндуцируемой патологии 
лизосом, моделировании лизосомного накопления и энзимо-
диагностики лизосомных болезней. 

Моделирование лизосомных болезней накопления фарма-
кологическими препаратами нашло отражение в докладе 
Т. А. К о р о л е н к о и соавт. (СССР) «Лизосомотропные пре-
параты и эндоцитоз клетками печени крыс», где были исполь-
зованы соединения, применяемые в клинической медицине 
(ингибиторы протеолиза и протеиназ лизосом). Было представ-
лено сообщение А. Б. П у п ы ш е в а (СССР) «Дигитонии 
как инструмент в исследовании лизосом», в котором про-
демонстрирована возможность повышения специфичности экст-
ракции лизосомных ферментов. 

Участие в международных совещаниях способствует полу-
чению новейшей информации в данной области, совершенст-
вованию исследований, повышению их методического уровня, 
выявлению наиболее перспективных подходов в изучении меха-
низма развития лизосомиых болезней у человека. 
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В наше время полный курс биологической химии с описани-
ем всех аспектов современной науки на уровне, удовлетворяю-
щем требованиям вузовской программы, может быть представ-
лен только в виде многотомного издания. Такой многотомный 
учебник создавал бы определенные трудности для студентов 
в связи с большим объемом заключенной в нем информации. 
Выходом из сложившейся ситуации может явиться лишь созда-
ние профилированных учебников для студентов определенных 
специальностей. Особое внимание при этом следует уделить 
изложению материала в ясной и доходчивой форме, но вместе 
с тем на высоком научном уровне. Эту задачу, по нашему 
мнению, удалось решить А. Я. Николаеву, написавшему 
учебник для студентов медицинских специальностей вузов. 

Книга А. Я. Николаева представляет собой изложение 
современных достижений мировой науки в различных областях 
биологической химии. Автору удалось систематизировать зна-
ния из областей энзимологии, обмена веществ и энергии, 
молекулярной генетики, молекулярной эндокринологии и дру-
гих областей биохимии. Для облегчения усвоения студентом 
биологического смысла и значения биохимических процессов 
автором допущены значительные отступления от традицион-
ной структуры учебников биохимии. Кроме сведений о био-
химии человека, в него включены материалы о молекулярных 
механизмах биологической эволюции, биохимии фотосинтеза. 
Четкие, ясные формулировки, логичность и последователь-
ность изложения материала позволили автору создать учеб-
пик, отвечающий всем современным требованиям. 

Учебник состоит из введения и четырех частей. Во 
«Введении» рассмотрены место биохимии среди других биоло-
гических наук и основные этапы развития биохимии. Часть I 
«Строение информационных молекул и матричные биосинтезы» 
состоит из 5 глав, в которых представлены строение, свойства 
и функции белков, среди которых выделены и обстоятельно 
рассмотрены ферменты; строение нуклеиновых кислот, биосин-
тез нуклеиновых кислот и белков; молекулярные механизмы 
генетической изменчивости. 

Часть II «Обмен веществ и энергии» начинается с главы 
«Введение в обмен веществ», в которой изложены основы 
биохимии питания, представления о метаболизме и методах 
обмена веществ. В следующей главе даны современные пред-
ставления о структуре, свойствах, функциях биологических 
мембран и трансмембранном транспорте веществ. 

Глава «Энергетический обмен» логически связана с преды-
дущей, хорошо иллюстрирована и очень доступно раскрывает 
студентам механизмы биологического окисления, окислительно-
го фосфорилирования, пероксидного и микросомального окис-
ления. 

В последующих главах рассмотрены функции и обмен угле-
водов, липидов, аминокислот и нуклеотидов в условиях нор-
мы и патологии. 

Большой интерес представляет часть III «Гормональная 
регуляция обмена веществ и функций», в которой автор ото-
шел от традиционного построения изучаемого материала. 
В главе «Общие аспекты регуляции» дана классификация 
гормонов по биологическим функциям, которая используется 
в дальнейшем. 

В главе «Регуляция водно-солевого обмена» сосредоточен 
материал из различных отделов биохимии: водно-солевой 
обмен, гормоны, регулирующие его; биохимия почек и мочи, 
секреция пищеварительных соков. По такому же принципу 
построены главы «Регуляция обмена углеводов, жиров и ами-
нокислот», «Регуляция обмена кальция и фосфатов». 

Часть IV «Особенности биохимии отдельных органов и 
систем» тесно связана с предыдущей, дополняет ее и дает 
важнейшие сведения о биохимии межклеточного матрикса, 
биохимии печени, крови, мышц, нервной системы. 

Каждая глава учебника сообщает о молекулярных ме-
ханизмах патогенеза болезней. Эти сведения выполняют не 
только информативную, но и мотивациониую роль, посколь-
ку подчеркивают значение биохимии для изучения клини-
ческих дисциплин. 

Можно согласиться с автором, что содержание данного 
учебника в значительной части близко к тому, что называют 
функциональной биохимией и медицинской биохимией. 

В заключение как одно из достоинств этого учебника сле-
дует отметить, что он прекрасно иллюстрирован. Оригиналь-
ные рисунки, схемы, графики наряду с ясным, доходчивым, 
кратким изложением материала на высоком научном уровне 
позволяют считать учебник А. Я. Николаева «Биологиче-
ская химия» ценным пособием для студентов, аспирантов 
медицинских вузов. Вызывает сожаление тот факт, что учеб-
ник издан небольшим тиражом (50 000 экз.), не все библиоте-
ки медвузов смогли его приобрести в достаточном коли-
честве. 

Доктор мед. наук проф. Ф. X. К а м и л о в, 
канд. мед. наук. Ф. А. С а г и д у л л и н, 

канд. мед. наук. Э. Г. Д а в л е т о в (Уфа) 
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В . Н . П а в л о в а , Т . Н . К о п ь е в а , Л . И . С л у ц к и й , 
Г . Г . П а в л о в . Хрящ. М.: Медицина, 1988,320 с. 

Хрящевая ткань представляет особый интерес для биохими-
ка. Дело в том, что она вовлечена в большое число широко 
распространенных патологических процессов. Достаточно упо-
мянуть, например, о заболеваниях ревматической природы 
и о дегенеративных по своему характеру остеоартрозах, по-
ражающих преимущественно суставные хрящи; об остеохон-
дрозе, при котором из структур позвоночника более всего 
страдают хрящи межпозвонковых дисков; о рахите различ-
ного происхождения, влекущем за собой нарушения оссифи-
кации хрящей ростковых зон костей и приводящем вследствие 
этого к деформациям скелета; о ряде генетически обуслов-
ленных системных поражений соединительной ткани, опять-
таки сопровождающихся деформациями скелета и задержкой 
роста в результате изменения метаболических функций 
хрящей. Понимание патогенеза и разработка методов лече-
ния всех этих тяжелых, нередко инвалидизирующих бо-
лезней основываются на изучении развивающихся в хрящевой 
ткани биохимических нарушений, и если в этих вопросах 
в последние годы был достигнут определенный прогресс, 
то это произошло благодаря активному участию биохими-
ков. 

Но наряду с этими практическими вопросами еще боль-
ший интерес для биохимика представляют теоретические 
аспекты исследования хрящевой ткани, поскольку хрящ 
объект во многих отношениях уникальный, открывающий 
возможности приблизиться к раскрытию некоторых обще-
биологических закономерностей. 

Хрящевая ткань «предназначена» (мы не говорим сейчас 
о провизорных хрящах, функция которых заканчивается 
с завершением скелетогенеза) для осуществления сложных 
биомеханических задач в комплексе функций опорно-дви-
гательного аппарата. Роль биомеханического субстрата вы 
полняет мощный внеклеточный матрикс, казавшийся очень 
простым в световом микроскопе, но в действительности об-
ладающий необычайно высоким уровнем надмолекулярной 
структурной организации. 

Такая организация является продуктом жизнедеятельно-
сти единственной популяции клеток хондроцитов. Хондро-
цит, обладающий (особенно на ранних стадиях онтогене-
за) высокой биосинтетической активностью, отличается инте-
ресной особенностью способностью к более легкой, в сравне-
нии с другими клетками, изменчивости фенотипических 
свойств. Такая изменчивость проявляется в ответ на из-
менения условий существования клетки при культивирова-
нии вне организма и нарушении иод влиянием патологи-
ческих процессов свойств межклеточного матрикса. При из-
менениях фенотипа хондроцит переключается с биосинте-
за типичных для хрящевого матрикса макромолекул 
коллагена II типа, агрегирующих протеогликанов на био-
синтез других, менее специфических продуктов. 

Таким образом, хрящевая ткань представляется особо 
благодарным объектом для исследований общих закономер-
ностей взаимоотношений клеток и внеклеточного матрикса, 
в том числе регуляторных влияний клеток на матрикс и, 
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наоборот, матрикеа на клетки, роли клеток в поддержании 
биомеханических свойств матрикеа и роли биомеханиче-
ских воздействий на матрикс в функционировании клеток. 

В свете всего сказанного хотелось бы привлечь внимание 
биохимиков к монографии «Хрящ», выпущенной издательст-
вом «Медицина». Книга написана авторским коллективом 
в составе морфологов (В. Н. Павлова, Т. Н. Копьева, 
Г. Г. Павлов) и биохимика (Л. И. Слуцкий). Такое сотруд-
ничество обеспечило объединение биохимического и морфо-
логического подходов к изучению хрящевой ткани и, следо-
вательно, более глубокий уровень теоретического анализа. 
Этим единым подходом, характерным для всех глав рецен-
зируемой монографии, последняя выгодно отличается от не-
давних зарубежных изданий, посвященных хрящу (под 
ред. В. A. Hall и под ред. К. Е. Kuettner и др.) , которые 
фактически представляют собой сборники статей и лишены 
монографического характера. 

В книге обобщены результаты оригинальных исследований 
авторов и обширные новейшие литературные материалы. 
Подробно рассмотрена биохимия специфического для хрящевой 
ткани коллагена II типа (напомним, кстати, что именно при 
исследовании хряща был впервые установлен факт молекуляр-
ной гетерогенности коллагенов), и изложены современные 
взгляды на механизмы биосинтеза и постсинтетических мо-
дификаций коллагенов. Обсуждаются данные последних 
лет о так называемых «малых» («минорных») коллагенах, 
играющих важную роль в морфогенезе и адаптационной 
пластичности хрящевой ткани и в минерализации про-
визорных хрящей. Не менее подробно обсуждаются строение 
и метаболические пути протеогликанов и их агрегатов, за-
нимающих центральное место в обеспечении своеобразных 
биомеханических свойств хряща. Приведены мало освещенные 
пока в отечественной литературе сведения о структурах 
гликопротеинах хрящевого матрикеа фибронектине, хондро-
нектине и др., принимающих участие в стабилизации надмо-
лекулярной архитектоники матрикеа, а также о строении и 
биосинтезе эластина. Представлены материалы о биохимиче-
ских изменениях хрящевой ткани при старении и развитии 
различных патологических изменений. 

Метаболическая деятельность хондроцигов, направленная 
на продуцирование внеклеточного матрикеа и последующее 
поддержание его структурной целостности, протекает в усло-
виях крайне недостаточного развития кровеносных сосудов 
или (в суставных хрящах) полной аваскулярности. Возникаю-
щие в связи с этим обстоятельством особенности энерге-
тического обеспечения хрящевой ткани интенсивность мета-
болизма хондроцигов в пересчете на одну клетку, вопреки 
распространенному мнению, вполне сопоставима с интенсив-
ностью метаболизма других, «активных», клеток, например 
ткани печени - подвергнуты в книге детальному рассмотре-
нию. Излагаются подробные данные о закономерностях ме-
таболизма матрикеа, о контроле и регуляции метаболиче-
ских процессов в хряще, в частности о воздействии на хрящ 
гормонов, о механизмах кальцификации. 

Хорошо известно, что научные монографии, как правило, 
в той или иной мере устаревают уже к моменту их выхода из 
печати. Не удалось избежать этой участи и биохимическим 
главам рецензируемой книги. Так, уже к концу 1988 г. были 
существенно уточнены и дополнены многие аспекты класси-
фикации «минорных» коллагенов хряща. 

В подобных недостатках авторов трудно упрекнуть. Но 

нельзя не отметить недостатки другого рода. Речь идет о не-
преодоленных внутренних противоречиях в изложении мате-
риала. Например, в главе, посвященной изменениям хряща при 
старении, приведены (в табл. 14) количественные данные 
0 повышении с возрастом суммарной концентрации гликоза-
миногликанов и протеогликанов. Однако несколькими страни-
цами раньше в той же главе содержится утверждение, 
основанное на результатах гистохимических исследований, 
об увеличении в старости толщины зоны суставного хряща 
с минимальным содержанием гликозаминогликанов. Авторы 
обходят молчанием возможные причины этих расхождений 
между биохимическими и гистологическими данными. 

На стр. 59 один из «минорных» коллагенов (IX типа) 
почему-то обозначен арабской цифрой вместо римской. 

Несмотря на отмеченные недостатки, думается, что рецен-
зируемая книга будет полезной не только для специали-
стов, занятых изучением соединительной ткани, и для биохи-
миков, сотрудничающих с ревматологами или ортопедами, 
но и для значительно более широкого круга читателей-
биохимиков. 

Хотелось бы подчеркнуть высокий уровень полиграфиче-" 
ского оформления монографии. 

Доктор биол. наук проф. Б. С. К а с а в и н а 

ИНФОРМАЦИЯ О ВСЕСОЮЗНОЙ КОНФЕРЕНЦИИ 
ПО КЛИНИЧЕСКОЙ ВИТАМИНОЛОГИИ 

Академия медицинских наук СССР планирует провести 
в первой половине 1991 года Всесоюзную конференцию по 
проблемам клинической витаминологии. 

Тематика конференции включает фундаментальные и при-
кладные аспекты рационального профилактического и лечеб-
ного применения витаминов, в том числе: 

обмен и механизм действия витаминов в норме и па-
тологии; 

первичные и вторичные гипо- и авитаминозы; 
взаимодействие витаминов и лекарств; 
нарушение обмена и функции витаминов при различных 

заболеваниях и пути коррекции этих нарушений; 
рациональное применение витаминов и препаратов на 

их основе в различных областях медицины (сердечно-со-
судистые заболевания, заболевания желудочно-кишечного 
тракта, гепатология, диабет, онкологические заболевания, 
пульмонология, психиатрия, хирургия, акушерство и гинеко-
логия, неонатология и др. ) ; 

генетически обусловленные нарушения обмена и функ-
ции витаминов; 

новые витаминные и коферментные препараты и их 
применение. 

Заявки на пленарные, секционные доклады и стендовые 
сообщения направлять до 1 августа 1990 года в адрес 
Проблемной Комиссии по витаминологии (адрес: Москва, 
109240, Устьинский пр., 2/14, Институт питания АМН СССР, 
ученому секретарю Н. В. Блажеевич) . В тот же адрес до 
1 сентября 1990 года следует направить тезисы (объем 
тезисов докладов 2,5—3 стр., стендовых сообщений 
0,5- 1 стр.) 

Оргкомитет 


