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MOLECULAR M E C H A N I S M S OF TETRACHLOROMETHA-

NE-1MPAIRING E F F E C T S ON THE LIVER T I S S U E FRAC-

TIONATED CHROMATIN 

Yu. I. Gubsky, E. L. Levitsky, V. A. Zhila, A. Ya. Litoshenko 

Inst i tute of Pharmacology and Toxicology, Ministry of Public 
Health of the Ukrainian SSR, Inst i tute of Gerontology, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, Kiev 

Impair ing effects of te t rachloromethane on genetic a p p a r a t u s 
were shown to consist in its high affinity and biniding to 
t ranscr ip t ional ly active fraction of chromatin and subsequent 
destruction of DNA. As a result of the impairment the 
density of the chromatin fraction was increased which 
expressed as elevated stability to hydrolysis by endogenous 
nucleases. At the same time, content of s ingle-s t randed 
s t ruc tu res enriched with proteins was increased in the DNA 
of the t ranscr ipt ional ly active fraction of chromatin. Two 
dissimilar properties were detected in the fraction of impaired 
chromatin from the poisoned animals : increase of density 
in the chromatin fraction accompanied by insensitivity 
to Si-nuclease, which was detected after denatura t ion of 
chromat in and slight relaxation of apparent ly supernucleosome 
s t ruc tu re s where content of sites, sensitive to short - term 
t rea tment with DNAase I, was increased. The hypothesis of 
the te t rach loromethane toxic effect on genetic a p p a r a t u s is 
considered, according to which lipid moiety of chromatin and 
activation of lipid peroxidation are of definite importance 
in effects of the xenobiotic on chromatin. 
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ВЛИЯНИЕ а-КИСЛОГО ГЛ ИКОПРОТЕИНА 
НА ОБМЕН ОКСИПРОЛИНА ПРИ ЭКС-
ПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ТЕРМИЧЕСКОЙ ТРАВ-
МЕ 

Челябинский медицинский институт, НПО «Иммунопрепарат», 
Уфа 

ai-Кислый гликопротеин (КГ) является типич-
ным острофазовым белком плазмы. Синтез бел-
ка, осуществляемый гепатоцитами, лимфоцита-
ми и моноцитами, многократно возрастает при 
остром воспалительном процессе, в том числе и 
вызванном ожоговой травмой |12). Биологиче-
ские функции белка остаются во многом неясны-
ми. Однако если исходить из его роли как регу-
лятора воспаления, то можно полагать, что при 
обширных ожогах, когда заметное увеличение 
концентрации КГ в плазме происходит лишь на 
3—4-е сутки'после травмы [9, 10], первоначаль-
но имеет место дефицит белка, восполнение ко-
торого может положительно сказаться на раз-
витии воспалительного процесса. И действитель-
но, ранее в экспериментах на мышах нами было 
установлено, что введение КГ в первые 2 сут после 
ожоговой травмы приводит к ускорению зажив-
ления ожоговых ран, уменьшению частоты и тя-
жести раневой инфекции и некоторых других 
осложнений ожоговой болезни [6]. 

В настоящей работе с целью выяснения меха-
низма лечебного действия КГ предпринято изуче-
ние его влияния на обмен оксипролина как пока-
зателя метаболизма соединительнотканных струк-
тур. Важность этого вопроса становится понят-
ной, если учесть, что деструктивные и пролифе-
ративные процессы в соединительной ткани во 
многом определяют течение раневого процесса. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на белых беспородных 
крысах-самцах массой 180 -220 г. Ожог Ш Б степени ( 1 3 % 
поверхности тела) наносили на эпилированную поверх-
ность спинки под эфирным рауш-наркозом облучением на 
установке для дозированного ожога с кварцево-галогенны-
ми лампами. 

Использовали иммунохимически чистый КГ ( « 9 9 % основ-
ного вещества) , который выделяли из балластного осадка 
(х- и р-глобул и нов при получении альбумина человеческой 
плазмы «каприлатным» методом. Стадии отделения и очистки 
белка включали гель-фильтрацию на сефадексе G-25, 
сорбцию на ДЭАЭ-целлюлозе и хроматографию на КМ-
ц ел л юл озе, как описано ранее [4]. Чистоту препарата опре-
деляли иммуноэлектрофорезом в I % агаре с применением 
моноспецифической сыворотки, а концентрацию — в реак-
ции радиальной иммунодиффузии. Белок вводили подопыт-
ным животным внутривенно в дозе 75 мг/кг в физиологи-
ческом растворе дважды сразу и спустя 14 ч после нанесения 
ожога. Контрольным животным в те же сроки и в том же 
объеме (1 мл) вводили физиологический раствор. 

У животных с ожогами каждую неделю производили 
измерение общей и открытой ожоговой поверхности и рас-
считывали в процентах эпителизацию и контрактуру ожого-
вой раны [13] . Через 18 ч, 3, 7 и 21 сут у животных из ретро-
бульбарного венозного сплетения производили забор крови, 
которую стабилизировали ЭДТА (конечная концентрация 
0,1 % ) . В плазме определяли свободный и пептидно-свя-
занный оксипролин. Перед забором крови у животных соби-
рали суточную мочу, в которой определяли общий (свобод-
ный и пептидно-связанный) оксипролин. Определение окси-



Влияние КГ на скорость заживления ожоговых ран у крыс 
Т а б л и ц а I 

Группа животных 
Контрактура раны, % Эпителизация раны, % 

Группа животных 
1 нед 2 нед 3 нед 2 нед 3 нед 

Контрольная (ожог без введения КГ) 

Опытная (ожог с введением КГ) 

Р 

0 , 9 ± 3 , 3 
(8) 

8 , 7 ± 2 , 5 
(6) 

0,09 

12 ,4±2 ,1 
(8) 

20,9-4-3,2 
(6) 

< 0 , 0 5 

21,7-1-2,9 
(8) 

30,6 ± 2 , 3 
(6) 

< 0 , 0 5 

0 , 4 ± 0 , 1 5 
(8) 

0,64-0,12 
(6) 

> 0 , 1 

18 ,7±1 ,6 
(8) 

23,4 ± 1 , 5 
(6) 

0,07 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 в скобках — число животных. 

пролина проводили на основе реакции его окисленных про-
дуктов с иарадиметиламинобеизальдегидом [7]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Введе-
ние КГ крысам ускоряет у них заживление ожого-
вых ран (табл. 1). Различия в течении раневого 
процесса у подопытных и контрольных живот-
ных обнаруживали уже в первые 3 сут после ожо-
га. У части животных (4 из 8) , которым КГ не 
вводили, наблюдали увеличение раневой поверх-
ности по сравнению с ее начальной площадью, 
что указывало на развитие вторичного некроза 
ожоговых ран, вероятной причиной которого яв-
ляется прогрессирующий микроваскулярный 
тромбоз. 

Показатели обмена оксипролина, представлен-
ные в табл. 2, можно проанализировать, разгра-
ничив все время наблюдения на два основных 
периода, соответствующих процессам, протекаю-
щим непосредственно в зоне ожога. Это первые 
2—3 сут после ожога, когда первичный коагуля-
ционный и вторичный тромбоваскулярный некроз 
определяют преобладание катаболических про-
цессов в обмене коллагена, и следующий за этим 
период заживления ожоговой раны, определяю-
щий преобладание биосинтетических процессов 
в обмене коллагена (см. табл. 2). 

Тот факт, что уровень пептидно-связанного 
оксипролина плазмы в группе подопытных живот-
ных через 18 ч после ожога в 2,5 раза ниже, чем 
у контрольных животных, свидетельствует о спо-
собности КГ ограничивать катаболическую реак-
цию в обмене коллагена. Примечательно, что 
соотношение пептидно-связанного оксипролина и 
уровня свободного оксипролина плазмы претер-
певает характерные изменения. Так, если в норме 

это соотношение составляет 0,88, то при ожогах 
без введения КГ 1,10, 1,21, 1,13 и 0,91, а с введе-
нием КГ 0,42, 0,88, 0,62 и 0,58 соответственно 
срокам его определения (18 ч, 3, 7 и 21 сут после 
ожога) . Ранее в клинических исследованиях 
было установлено, что утяжеление ожога по глу-
бине и площади поражения сопровождается тен-
денцией к снижению содержания свободного и 
увеличению уровня пептидно-связанного окси-
пролина плазмы [3]. Можно полагать, что раннее 
введение КГ при ожогах ограничивает объем 
вторичного некроза в ожоговой ране. Преиму-
щественный рост содержания пептидно-связан-
ного оксипролина плазмы может быть объяснен 
тем, что в условиях возросшего белкового ката-
болизма при ожогах проявляется относительная 
недостаточность активности сывороточных экзо-
пептидаз [5], что и ведет к накоплению в плазме 
пептидного материала или так называемых сред-
немолекулярных пептидов, вносящих определен-
ный вклад в развитие ожоговой эндотоксемии 
[ 1 , 5 ] . 

Иначе, по-видимому, следует рассматривать 
наблюдаемое под влиянием КГ увеличение вы-
ведения оксипролина с мочой в период активной 
репарации ожоговых ран (7-е и 21-е сутки). Этот 
оксипролин, являясь по происхождению продук-
том деградации коллагена, тем не менее косвенно 
отражает интенсификацию его биосинтеза и 
сопутствующее этому увеличение содержания в 
коже быстрообменивающихся незрелых фракций 
коллагена. 

Относительно механизма положительного дей-
ствия КГ на обмен коллагена при ожогах можно 
высказать два предположения. Во-первых, КГ 
способен улучшать деформируемость эритроци-

Т а б л и ц а 2 

Влияние КГ на показатели обмена оксипролина у крыс при ожогах 

Группа живот пых и время 
после ожога 

Свободный оксипролин 
плазмы, мкмоль/л 

Пептидно-связанный 
оке и п рол и и плазмы, 

мкмоль/л 

Свободный и пептидно-
связанный оксипролин 

мочи, мкмоль/сут 

Суточный диурез 

19,5-И ,6 (12) 17 ,2±1,1 (12) 0,31 ± 0 , 0 4 (12) 7 , 0 ± 1 , 2 (12) 
24,7 ± 2 , 5 (6) 27,2-4-3,8* (6) 0 , 2 3 ± 0 , 0 2 (12) 7 , 3 + 1 , 0 (6) 
12 ,2±1 ,2* (6) 14,8-М ,6 (6) 0,47 ± 0 , 0 6 * (12) 15 ,7±1 ,9* (<» 
14 ,2±0 ,6* ( 6 ) 16,1 ± 1 , 0 ( 6 ) 0 , 3 6 ± 0 , 0 6 ( 6 ) 9,1 ± 2 , 3 <«) 
1 9 , 5 ± 2 , 5 ( 8 ) 1 7 , 7 ± 1,1 ( 8 ) 0 , 4 7 ± 0 , 0 5 * <«> 9,4 ± 2 , 4 ( 8 ) 

2 6 , 9 ± 1,8 (6) 1 1 ,3±3 ,2* (6) 0,24 ± 0 , 0 3 (6) 2 0 , 8 ± 4 , 9 * ( 6 ) 

1 6 , 9 ± 1,4* (6) 1 4 , 8 ± 1,4 (6) 0,52 ± 0 , 0 6 (6) 1(>,8±3,4 (6) 
18 ,9±2 ,6 (6) 1 1 , 7 ± 1,4* (6) 0 , 6 5 ± 0 , 0 6 * (6) 2 1 , 4 ± 3 , 3 * (6) 
16 ,3±0 ,9 (6) 9 , 5 ± 1 , 1 * (6) 0 , 8 4 ± 0 , 1 3 * ((>) 9 , 2 ± 3 , 2 (6) 

и и суточному диурезу через 18 ч после ожога соот ветст ву ют сбору мочи за 18 ч. 

Контрольная (ожог без введения К Г ) : 
18 ч 
3 сут 
7 сут 
21 сут 

Опытная ( о ж о г е введением К Г ) : 
18 ч 
3 сут 
7 сут 
21 сут 

Звездочка — результаты, достоверно отличающиеся ( /?<0,05) в контрольной группе от интактных животных, а в опытной 
группе — от контрольных. 
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тов и нормализовывать таким образом микро-
циркуляцию в ишемических зонах [11]. Поэтому 
при ожогах он, возможно, ограничивает объем 
вторичного некроза ожоговых ран и массу раз-
рушаемого коллагена. Влияние КГ на микроцир-
куляцию, возможно, обусловило также обнару-
женный в наших опытах диуретический эффект 
белка (см. табл. 2) , связанный с непосредствен-
ным воздействием на почки. Во-вторых, КГ спо-
собен ингибировать продукцию нейтрофилами 
супероксиданионов в процессе окислительного 
фагоцитоза [8]. Активация этого процесса всегда 
наблюдается в очагах воспалительного пораже-
ния. В свете гипотезы о свободнорадикальной 
деструкции соединительной ткани [2] это также 
объясняет защитное действие КГ на ее обмен 
при ожогах. 
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E F F E C T O F a , -ACID GLYCOPROTEIN ON METABOLISM 

OF HYDROXYPROLINE IN EXPERIMENTAL THERMIC 

TRAUMA 

V. V. Salomalin, A. G. Lyuiov, A. L. Tsytovich, Т. M. Sobo-
levskaya, R. /. Lifshits 

Medical School, Chelyabinsk, Research Industr ia l Association 
" Immunoprepa ra t i on" , Ufa 

ai-Acid glycoprotein, isolated from human blood plasma, 
was shown to accelerate heal ing of burn wounds in ra t s and 
to increase daily urine excretion. The glycoprotein restricted 
an elevation of the peptide-bound hydroxyproline in blood 
p lasma , decreased the ratio between peptide-bound and free 
hydroxyproline within all the periods of experiment dur ing 
3 weeks as well as s t imulated hydroxyproline excretion with 
urine at the step of active reparat ion of burn wounds. 
The glycoprotein appea r s to protect connective t issue meta-
bolism in burns . 

© К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ, 1992 

УДК 615 .366 .»53 .96-02:616-001 .171 .015 .4:1616-008 .931:577 .152 .341 . -092 .9 

| /5 . M. ВальдманГ\л В. П. Пушкаре в, //. А. Ско-
белева, Р. И. Лифшиц 

ВЛИЯНИЕ СРЕДНЕМОЛЕКУЛЯРНЫХ ПЕП-
ТИДОВ, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ КРОВИ ИНТАКТ-
НЫХ И ОБОЖЖЕННЫХ СОБАК, НА ПРОТЕО-
ЛИЗ В ТКАНЯХ МЫШЕЙ 

Челябинский медицинский институт 

Усиление протеолитических процессов после 
ожогов у людей и экспериментальных животных 
хорошо изучено [3, 5, 14]. Кроме того, показано, 
что в гоксемический период ожоговой болезни 
в крови больных, а также у животных в модель-
ных опытах повышается содержание пептидов со 
средней молекулярной массой ( 3 0 0 - 5 0 0 0 Д ) , ко-
торые обладают широким спектром действия на 
различные системы организма [2, 7—10]. Однако 
до сих пор мало исследован вопрос о влиянии 
среднемолекулярных пептидов (СМГ1), являю-
щихся продуктами катаболической реакции, на 
протеолитические процессы в клетках печени и 
мозга. Между тем у больных с обширными глубо-
кими ожогами наблюдаются токсемические пора-
жения как печени, так и головного мозга с явле-
ниями энцефалопатии. Оценить такое влияние 
СМИ мы попытались в предлагаемой работе. 

М е т о д и к а . С М П получены из крови 4 интактных и 
4 обожженных собак (через 24 ч после ожога) . Манипуляции 
па собаках выполнены под наркозом (тиопентал-натрий, 
30—40 мг/кг внутривенно). Методика термической травмы, 
выделение СМП и их нумерация в порядке выхода из хрома-
тографической колонки описаны ранее [2 | . 

В эксперименте использованы 200 беспородных мышей-
самок массой 20 25 г, которые содержались в стандарт-
ных условиях вивария. Животным внутривенно вводили 
0,2 мл раствора фракций 2, 3 и 4 СМП в физиологическом 
растворе в дозах, соответствующих их содержанию в 10 мл 
крови интактных и обожженных собак. Контрольным жи-
вотным вводили 0,2 мл физиологического раствора. Через 
30 мин или 24 ч после инъекции животных забивали. Все 
последующие операции проводили при 0—2 °С. У животных 
извлекали печень и головной мозг, которые промывали и 
помещали в заранее охлажденную среду выделения 
0,14 М хлорид натрия. С помощью гомогенизатора стекло-
стекло из органов готовили гомогенаты в отношении 1:9 к 
среде выделения (масса : объем), которые затем центрифу-
гировали при 1500 об/мин 15 мин для удаления ядер и об-
ломков клеток. Полученные супернатанты после 7 циклов 
замораживания — оттаивания использовали для определения 
протсолитической активности по методу [15] и содержания 
белка биуретовым методом с реактивом Бенедикта [6]. 
Протеолитическую активность в кислой среде (Г1АК) опреде-
ляли с использованием 2,5 % раствора денатурированного 
мочевиной гемоглобина в качестве субстрата при рН 4,5, 
протеолитическую активность в нейтральной среде (ПАН) — 
2,5 % раствора денатурированного мочевиной бычьего сы-
вороточного альбумина в качестве субстрата при рН 7,0. 
Время инкубации для гомогенатов печени составило 2 ч, 
мозга — 3 ч при 37 °С. Реакции останавливали добавле-
нием трихлоруксусной кислоты в конечной концентрации 
5 % (масса : объем). После центрифугирования проб при 
5000 об/мин в течение 20 мин в надосадках определяли 
прирост величины поглощения кислоторастворимых про-
дуктов расщепления белков к концу инкубации по срав-
нению с ее началом на спектрофотометре СФ-16 при длине 
волны 280 нм. Протеолитическую активность выражали в 
ЛЕгво на 1 мг белка за 1 ч инкубации. 

Статистическую обработку полученных результатов про-
водили общепринятыми методами, достоверность различий 


