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в структуре которого одновременно присутствуют 
ФАД и ПХХ в качестве кофакторов. Большинство 
ПХХ-содержащих ферментов в своей структуре со-
держит медь, что не отмечается в случае J10. 

Можно заключить, что сравнительное исследо-
вание Л О I и Л О II обнаружило существенную 
разницу по ряду тестированных физико-химиче-
ских характеристик (вторичная структура, амино-
кислотный и кофакторный состав). 

Особый интерес представляет обнаруженное 
присутствие некоторого количества прочно связан-
ного ПХХ в гомогенных образцах Л О из Tricho-
derma sp. 

По-видимому, именно разницей в физико-хими-
ческих свойствах Л О можно объяснить частично 
и отличия в биологической (а именно в противо-
опухолевой) активности этих двух ферментов. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Березов Т. Т., Хадуев С. X., Трещалина Е. М. / / Проблемы 
клинической энзимологии.— Ужгород, 1989. С. 13—14. 

2. Березов Т. Т., Хадуев С. X., Веса B. C. и др. / / Объединен-
ный симпозиум биохимических о-в С С С Р — Г Д Р , 10-й: 
Тезисы докладов.- Ташкент, 1989.— С. 12. 

3. Березов Т. Т., Хадуев С. X., Глазкова Т. 10. и др. / / Все-
союзная конф. «Биохимия медицине»: Тезисы докла-
дов.— Л., 1988.— С. 36—37. 

4. Березов Т. Т., Уманский В. Ю., Хадуев С. X. и др. / / 
Актуальные вопросы в биохимической и иммунологической 
диагностике злокачественных новообразований. М., 
1989. С. 106—107. 

5. Симонян А. Л., Бадалян И. Э., Хадуев С. X. и др. Приме-
нение лизин-а-оксидазы в проточном ферментном анали-
заторе «Арфа» ВНИИ Атомииформ, 1989 / / Препринт 
Ереванского физ. ин-та.— 1202(79)- 89. 

6. Хадуев С. X., Лукашева Е. В., Смирнова И. П. и др. / / 
Вопр. мед. химии.— 1988, № 4.— С. 97- 100. 

7. Хадуев С. X., Глазкова Т. /О., Веса В. С. и др. / / Б юл. 
экспер. биол. - 1989. М> 10.— С. 476- 477. 

8. Хадуев С. X., Лукашева Е. В., Смирнова И. П., Бере-
зов Т. Т. / / Вопр. мед. химии,- 1985. № 5 . С. 130 134, 

9. Adachi О.. Okamoto К., Shinagana Е. et al. / / BioFactors.— 
1 9 8 8 , - Vol. 1, N 3.—- P. 2 5 1 - 2 5 4 . 

10. Ameyama M., Nonohe M., Shihagawa E. et al. / / Analyt. 
Biochem.— 1985. - Vol. 151.— P. 263 267. 

11. Berezov Т. Т., Khaduev S. Kh., Umarisky V. Yu. / / FEBS 
Meeting, 19-th Abstracts . Rome, 1989. TH232. 

12. Goodwin T W., Morion R. /1. 11 Biochem. J.— 1946.- -
Vol. 40.— P. 628 632. 

13. Khaduev S. Kh., Vesa V. S., Esaki N. et al. 11 Jap. Biochem. 
Soc. Biochemistry (Jap. Ed.) . 1989. Vol. 61, N 9.— 
P. 806. 

14. Kido Т., Soda K. // Seikagaku.— 1984.— Vol. 56.— P. 952. 
15. Sa lis burg S A., Forrest H. S., Cruse B. 7'.. Kennard O. // 

Nature .— 1979. Vol. 280. P. 843—844. 
16. Spackman D. //., Stein W. //.. Moore S. / / Analyt. Chem. 

1958. Vol. 3 0 . - P. 1190- 1206. 
17. У ее Hsing Chen, Jen Tsi Yorig, Кие Hong Chan. / / Bio-

chemistry (Wash.) 1974,- Vol. 13, N 1 6 , - P. 3350—3359. 
Поступила 09.06.91 

COMPARATIVE S T U D I E S OF SOME PHYSICOCHEMICAL 

P R O P E R T I E S OF L-LYSINE OXIDASE FROM TRICHO-

DERMA SP AND TRICHODERMA VIRIDE Y244-2 

S. Kh. Khaduev, V. S. Vesa, E. V. Lukasheva, T. Oykawa, 
N. Esaki, K. Soda, O. Adachi, K. Yagi, Т. T. Berezov 

P. Lumumba People 's Friendship University, Moscow, Insti tute 
of Applied Enzymology, Vilnius, Kyoto University, Yamaguchi 
Universi ty, Inst i tute of Applied Biochemistry, Mitake, GIFU, 
J a p a n 

Some physicochemical properties of L-lysine oxidase from two 
s t r a in s of Trichoderma were studied. Content of rnetals and 
cofactors (Se, Zri, Cu, Fe, Co, Mn, Mo) , amino acid analysis , 
secondary s t ruc tu re were est imated. The enzyme molecule from 
Trichoderma sp w a s found to contain both FAD and P Q Q 
cofactors . 
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ НА-
РУШЕНИЙ В ПЕЧЕНИ ПРИ МОРФИННОЙ 
ИНТОКСИКАЦИИ РАЗЛИЧНОЙ ДЛИТЕЛЬ-
НОСТИ 

Институт биохимии им. А. В. Палладина АН УССР, Киев 

Морфинизм — болезненное пристрастие к упо-
треблению морфина, являющегося алкалоидом 
опия. Небольшие дозы его вызывают эйфо-
рию и возбуждение, а большие — депрессив-
ное состояние [6]. Единой теории, объясняю-
щей механизм развития физической зависимости, 
а также абстинентного синдрома, нет. Показа-
но, что в развитии наркотической зависимости 
большое значение имеет изменение метаболиз-
ма белков, нуклеиновых кислот и биогенных ами-
нов [14). Так, при хроническом введении мор-
фина крысам повышается синтез высокомолеку-
лярных синаптических белков [9]. Введение мор-
фина (130 мг/кг) в течение 4 сут приводит к 
тому, что синтез растворимых белков в стволе 
мозга крыс вначале тормозится, а затем усили-
вается [14]. Добавление же морфина к бескле-
точной системе, выделенной из мозга контроль-
ных и хронически получавших морфин мышей, 
не оказывало влияния на биосинтез белков, 
но полисомы из мозга мышей, получающих 
морфин, были более активны по сравнению с 
контрольными [10]. Предполагают, что морфин 
может связываться с факторами инициации, 
аминоацил-тРНК-синтетазами (АРС) или отдель-
ными изоакцепторными тРНК. Эти процессы в 
печени, где в основном происходит превраще-
ние морфина, изучены мало [11]. 

Целью данной работы явилось изучение вли-
яния морфина на биосинтез белка, а также на 
процессы гликолиза и цикла трикарбоновых ки-
слот как энергетических источников для метабо-
лических процессов. 

М е т о д и к а . Исследования проведены на 48 белых кры-
сах-самцах линии Вистар массой 1 6 0 - 1 9 0 г. Гидрохлорид 
морфина вводили подопытным животным (1-я группа) в те-
чение 6 дней внутрибрюшинно в виде 1 % раствора из 
расчета 30 мг/кг массы тела; крысы 2-й группы получали 
морфин в течение 5 нед по схеме, разработанной ранее. 
Контрольным животным вводили равный объем физиологиче-
ского раствора. 

Содержание глюкозы в крови определяли о-толуидиио-
вым методом, метаболиты гликолиза и цикла трикарбо-
новых кислот — ферментативными методами [1]. Актив-
ность малат- и лактатдегидрогеназы в надосадочной жид-
кости гомогената печени (после центрифугирования при 
105 000 g) определяли, как описано. Из печени животных 
выделяли суммарные тРНК, используя метод [7 | , пре-
параты АРС (КФ 6.1.1) выделяли из надосадочной жид-
кости, полученной после центрифугирования гомогената тка-
ни (90 мин, 105 000 g) с последующей хроматографи-
ей на ДЭАЭ-целлюлозе [10]. Белок определяли по Ло-
ури [13]. 

Д л я определения уровня аминоацилирования т Р Н К ис-
пользовали инкубационную смесь (объем 0,25 мл), содержа-
щую 50 мМ трис-HCl рН 7,5, 4 мМ АТФ, 20 мМ MgCl2 , 
5 мМ К О , 4 мМ дитиотреитол, 0,1—0,2 мМ отдель-
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Содержание метаболитов гликолиза и цикла трикарбоновых 
кислот в печени животных с морфинной интоксикацией различ-
ной длительности. 

По оси ординат содержание метаболитов (в % но отношению к контролю, 
принятому за 100 %). Л — введение морфина в течение 6 дней; Б —- введение 
морфина в течение 5 нед. / лактат; 2 пируват; 3 — глутамат; 4 малат; 
5 «-кетоглутарат; 6 — оксалоацетат. Звездочка р < 0 , 0 5 по отношению к 
контролю. 

пых | 4С-аминокислот, 100 мкг тРНК и 300 мкг белка суммар-
ных АРС. Время инкубации 15 мин, температура 37 °С. 
Прекращали реакцию, добавляя равный объем охлажден-
ной 10 % трихлорукеусной кислоты. Контролем на сорбцию 
служили пробы со всеми компонентами, кроме тРИК, 
которую добавляли сразу после остановки реакции. Осадки 
отмывали, как описано [5]. Радиоактивность проб опре-
деляли на жидкостном сцинтилляционном счетчике SL-30 
(«Intertechnique», Франция) . Уровень аминоацилирова-
ния т Р Н К отдельными мечеными аминокислотами выража-
ли в пикомолях акцентированной аминокислоты на 1 mi- тРНК, 
а общий уровень аминоацилирования т Р Н К смесью | 4С-ами-
нокислот гидролизата белка хлореллы — в импульсах в 1 мии 
на I мг РНК. В опытах использовали | 4С-аминокиелоты 
(«Chemapol», Чехо-Словакия): лейцин, валин, триптофан, фе-
ниланин, глицин, глутаминовую кислоту с удельной актив-
ностью 1,74; 7,4; 0,69; 0,67; 1,14; 1,12, ГБк /мМ соответствен-
но и смесь | 4С-аминокислот гидролизата белка хлореллы. 
Полученные результаты обработаны статистически [3]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В I се-
рии опытов морфин вводили в течение 6 дней. 
При этом в печени подопытных животных 
по сравнению с контрольными содержание лакта-
та снижается на 45 %, пирувата — на 53 %, ма-
лата — на 50 % и а-кетоглутарата — на 32 %, 
что указывает на значительное угнетение гликоли-
за и окислительных процессов (см. рисунок). 
Подобные данные были получены другими авто-
рами в опытах in vitro [2]. Известно, что пиру-
ват и малат в процессе метаболизма могут быть 
предшественниками щавелевоуксусной кислоты. 

Влияние морфина на уровень аминоацилирования тРНК печени 
крыс (в пмоль акцептированной |4С-аминокислоты на I мг 
тРНК; / г = 5 ) 

В наших опытах соотношение пар пируват/окса-
лоацетат и малат/оксалоацетат при введении мор-
фина снижается. У контрольных животных оно 
составляет 1,38 и 1,79, у подопытных 0,55 
и 0,76 соответственно. 

Во II серии опытов морфин вводили дли-
тельно (в течение 5 нед). Отмечено снижение 
активности лактатдегидрогеназы в 1,5 раза: 
3,58if;0,31 нмоль/мг белка в 1 мин у подопыт-
ных животных и 5 ,20±0 ,35 нмоль/мг белка в 
1 мин у контрольных, т. е. происходило на-
копление лактата в печени. Изменения активно-
сти малатдегидрогеназы не выявлено 
(4 ,03±0,27 нмоль/мг белка в 1 мин в опыте 
и 4,52=ь0,27 нмоль/мг белка в 1 мин в контроле). 
Изменения содержания пирувата, глутамата, ма-
лата, а-кетоглутарата и оксалоацетата у подопыт-
ных животных в сравнении с контрольными также 
не обнаружено. Поскольку при кратковременном 
введении морфина указанные изменения имеют 
место, а при длительном отсутствуют, это, ве-
роятно, может свидетельствовать о реализации 
компенсаторных возможностей организма жи-
вотных. 

При исследовании начального этапа биосинтеза 
белка в печени крыс показано, что кратковре-
менное (в течение б дней) введение морфина 
вызывает угнетение общего уровня аминоацили-
рования т Р Н К смесью 14С-аминокислот гидролиза-
та белка на 24 % (см. таблицу). При сопостав-
лении уровня аминоацилирования т Р Н К отдель-
ными мечеными аминокислотами выявлена неодно-
значная картина: под действием морфина сни-
жается уровень аминоацилирования т Р Н К вали-
ном и лейцином, практически не изменяется по 
сравнению с контролем аминоацилирование тРНК 
триптофаном и глутаминовой кислотой, в то же 
время несколько повышается аминоацилирование 
т Р Н К глицином и в значительной степени 
(на 25 %) — фенилаланином. 

Необходимо подчеркнуть, что при введении мор-
фина наблюдаются изменения процесса аминоаци-
лирования тРНК, подобные тем, которые имеют 
место под действием этанола [5]. Поэтому не 
исключено, что существует определенная одно-
направленность в характере влияния этанола и 
морфина на начальный этап биосинтеза белка 
и н а л и ч и е о б щ и х з в е н ь е в в м е х а н и з м е д е й с т в и я 

этанола и наркотических веществ на метаболи-
ческие процессы в организме. Можно предпо 
ложить, что именно эти общие звенья имеют 
непосредственное отношение к патогенезу нарко-
тической зависимости. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

Смесь | 4С-аминокислот гид-
ролизата белка хлореллы, 
имп/мин/мг РНК 

и С-аминокислота Контроль Морфин 
1 

Лейцин 492 ± 3 9 391 ± 2 5 * 
2 

Валин 1082±32 9 6 0 ± 4 4 * 3 
Триптофан 2 5 8 8 ± 1 0 8 2 2 4 6 ± 190 

3 

Глутаминовая кислота 490 db 14 5 3 4 ± 3 7 4 
Фенилаланин 2 0 3 ± 5 310-ь17* 
Глицин 17424-192 2510±252* 5. 

760750±7790 5 7 4 0 2 0 ± 10750* 

П р и м е ч а н и е . Звездочка 
с контролем. 

р < 0 , 0 5 по сравнению 
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SPECIFICITY O F METABOLIC IMPAIRMENTS IN LIVER 
T I S S U E DURING M O R P H I N E INTOXICATION OF VARIOUS 
DURATION 

M. F. Guly, K. N. Sinitsky, N. A. Stogny, V. V. Sushkova, 
N. V. Silonova, N. F. Shevtsova, N. N. Kas'yartova 

A. V. Pal ladin Inst i tute of Biochemistry, Academy of 
Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 

Adminis t ra t ion of morphine into ra ts at a dose of 30 m g / k g 
within 6 days led to a decrease in total rate of tRNA 
aminoacylat ion in liver tissue. Content of lactate, pyruvate, 
mala te and a -ke tog lu ta ra t e was decreased, within 6 days-
long course of morphine adminis t ra t ion, while content of 
lactate was onty altered af ter 5 weeks of the intoxication. 
Adaptat ion reactions appear to be increased with time in 
long-term intoxication with morphine. 
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E. В. Зубарева, P. И. Сеферова 

ИЗМЕНЕНИЕ ЛИПИДНОГО СОСТАВА ТКА-
НЕЙ КРЫС ПРИ ГИПЕРТЕРМИИ РАЗНОЙ 
СТЕПЕНИ 

Институт физиологии и экспериментальной патологии аридной 
зоны АН Таджикистана, Ашхабад 

Многообразные функции биологической мем-
браны и активность локализованных на ней 
ферментов, как в обычных, так и в экстре-
мальных условиях, в первую очередь зависят 
от состояния ее липидного компонента [2, 3, 10, 
14]. Существует мнение, что при экстремально 
высокой температуре прежде всего повреждается 
клеточная мембрана, липидный бислой которой 
чрезмерно разжижается , что вызывает потерю 
функциональной способности биомембраны, а в 
дальнейшем приводит к гибели клетки [1, 5, 9] . 
В связи с этим исследование липидного состава 
биомембран при гипертермии вызывает значи-
тельный интерес. Вместе с тем сведения о со-
держании и составе липидов мембран при дей-
ствии на организм экстремально высокой тем-
пературы весьма ограничены. 

Целыо настоящего исследования явилось изуче-
ние липидного состава (фосфолипиды и холесте-
рин) гомогенатов внутренних органов, мозга и 
скелетных мышц крыс при гипертермии разной 
степени. 

М е т о д и к а . Белых беспородных крыс массой 250—300 г 
перегревали в термокамере при 45 °С. Контролем служи-
ли интактные животные такой же массы. Эксперименталь-
ные животные были разделены на 3 группы: 1-я — пере-
гревание до повышения ректальной температуры до 
40—40,5 °С, 2-я — до 41—42 °С, 3-я — до теплово-

го шока (ректальная температура повышалась до 43—-45 °С). 
Липиды из тканей экстрагировали по методу Фолча. Разделе-
ние фосфолипидов на фракции проводили методом двухмер-
ной тонкослойной хроматографии на силикагеле марки КСК в 
системе растворителей хлороформ метанол — аммиак 
(81,2:31,2:6,0) и хлороформ — метанол — ацетон — ледяная 
уксусная кислота вода (62,0:12,5:25,0:12,5:6,25) [8, 11]. 
Количество фосфолипидов определяли по содержанию об-
щего липидного фосфора методом | 1 3 | . Содержание холесте-
рина в липидном экстракте определяли по методу [7]. 
Пробы фотомстрировали на спектрофотометре «Specol 11» 
при длине волны 550 нм. Математическую обработку ре-
зультатов проводили на ЭВМ «Искра-226» по стандартным 
программам статистического анализа. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как вид-
но из представленных результатов, только два 
фосфолипида обращают на себя внимание: 
фосфатидилинозит и сфингомиелин (табл. 1). 
Содержание фосфатидилинозита увеличивается во 
всех исследованных тканях, кроме почек, при пер-
вых двух степенях перегревания и не отличает-
ся от контрольного уровня при гипертермиче-
ском шоке. Сфингомиелин — единственный, фос-
фолипид, количество которого возрастает во всех 
исследованных тканях при всех степенях перегре-
вания. Изменение содержания других фосфоли-
пидов наблюдается не всегда и не имеет четкой 
направленности. Так, количество фосфатидилсери-
на снижается у крыс, перегретых до 40—40,5 °С, 
только в сердце и скелетных мышцах. Содержа-
ние кардиолипина повышается в печени и мыш-
цах крыс, перегретых до теплового шока. 

Учитывая, что постоянные и однонаправлен-
ные изменения выявлены в содержании только 
двух фосфолипидов, можно предположить, что 
именно они играют какую-то роль в компенсации 
неблагоприятного воздействия гипертермии на 
клетку. Сфингомиелин — самый насыщенный 
фосфолипид, и увеличение его количества спо-
собствует повышению микровязкости мембран, в 
которые он входит [3]. Кроме того, было уста-
новлено, что сфингомиелин обладает высоким 
сродством к холестерину [12]. Таким образом, 
увеличение содержания сфингомиелина должно 
вызывать снижение жидкостности мембраны за 
счет высокой насыщенности его жирнокислот-
ного состава и выраженного сродства к холе-
стерину. Снижение жидкостности мембраны при 
гипертермии, как известно,— фактор положитель-
ный [10, 14]. Следовательно, сфингомиелин может 
рассматриваться как фосфолипид, предотвращаю-
щий чрезмерное разжижение мембран при экстре-
мально высокой температуре. 

Второй фосфолипид, содержание которого при 
гипертермии повышается почти во всех органах 
(кроме почек),— фосфатидилинозит — образуется 
в цикле инозитоловых липидов. Инозитоловый 
цикл необходим для нормального протекания 
целого ряда физиологических процессов: сокраще-
ния мускулатуры, открытия ионных каналов, фо-
торецепции у беспозвоночных и др. [4]. Имеются 
сведения об активации этого цикла при действии 
тепла [6]. В исследованиях на фибробластах 
хомячков было показано, что гипертермия вызыва-
ет увеличение уровня инозитоловых фосфатов, 
в том числе и фосфатидилинозита, коррели-
рующее с накоплением свободного кальция в клет-
ке. Влияние тепла на накопление внутриклеточ-
ного кальция и инозитоловых фосфатов является 


