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Регуляция многих жизненно важных процессов 
в организме основана на свободнорадикальном 
механизме [2, 4] . В физиологических условиях 
между естественными ингибиторами-антиоксидан-
тами и свободными радикалами существует био-
логическое равновесие [1, 3] . С образованием су 
пероксидного радикала 0 2 в организме начинается 
катализируемая супероксиддисмутазой (СОД) ре-
акция дисмутации супероксидных радикалов [10] : 

С О Д 
O i + O i + Н 2 0 2 + 0 2 . 

2Н+ 
В результате этой реакции образуется менее ак-
тивная перекись водорода, которая разрушается 
под действием каталазы. Супероксидный радикал 
легко отдает один электрон иону Fe3+, восстанав-
ливая его: 

0 2 - f F e 3 + - + F e 2 + + 0 2 . 

Двухвалентный ион железа F e 2 + легко вступает 
в реакцию с перекисью водорода, не расщепленной 
каталазой: 

Ре 2 + + н 202-+- F e 3 + + О Н + ОН \ 

В результате этой реакции образуется весьма ак-
тивный гидроксильный радикал О Н , участвую-
щий в разрушении биологических структур и пе-
роксидации липидов [6, 8] . 

Целью нашей работы было исследование из-
менений перекисного окисления липидов (по кон-
центрации одного из его конечных продуктов 
малонового диальдегида МДА) и важных анти-
оксидантных энзимов: СОД и каталазы — в кро-
ви больных с опухолями желудочно-кишечного 
тракта ( Ж К Т ) в зависимости от стадии заболева-
ния. 

М е т о д и к а . Исследовали кровь с добавлением анти-
коагулянта этилендиаминтетраацетата. Обследованные были 
разделены на 4 группы: 1-я 100 здоровых, средний воз-
раст 56,3 года; 2-я • 7 больных раком ЖКТ, средний 
возраст 57,4 года; 3-я 38 пациентов после лечения, сред-
ний возраст 55,3 года; 4-я 18 больных раком с метаста-
зами и кахексией, средний возраст 62,8 года. Методы опре-

Активность (в IU/mji крови) СОД и каталазы в крови больных 
при раке 

Группа 
обследованных СОД Каталаза 

деления в крови активности каталазы, СОД и содержания 
МДА указаны в предудыщей работе [7]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. По сравне-
нию с группой здоровых лиц активность С О Д у 
больных в начальной стадии рака Ж К Т умень-
шается, после радикального вмешательства нор-
мализуется и в терминальной стадии заболевания 
снижается вновь более чем в 2,5 раза (см. табли-
цу). Активность каталазы в крови в начальный пе-
риод заболевания значительно увеличивается по 
сравнению с нормой. После проведенной терапии 
активность каталазы нормализуется, а затем в ста-
дии кахексии уменьшается почти в 2 раза по срав-
нению с нормой. 

В начальный период заболевания раком Ж К Т 
концентрация МДА в крови уменьшается по срав-
нению с контрольной группой (см. рисунок). С раз-
витием заболевания концентрация МДА в крови 
увеличивается и в конечной стадии доходит до 
весьма высоких уровней. 

Полученные нами результаты подтверждают те 
концепции, согласно которым формирование опу-
холи связано с уменьшением и д а ж е исчезнове-
нием СОД из опухолевой ткани | 9 | . В начальной 
стадии заболевания наблюдаемая нами высокая 
активность каталазы в крови, по-видимому, долж-
на способствовать процессам пролиферации, ос-
вобождая их из-под контроля гидроксильных ра-
дикалов. На пониженный уровень гидроксил ьных 
радикалов косвенно указывает снижение концен-
трации МДА, наблюдаемое нами у больных 2-й 
группы (см. рисунок). Не исключено, что возни-
кающие в терминальной стадии заболевания тяже-
лые токсические явления могут быть связаны с на-
коплением гидроксильных радикалов в организме 
[9]. 

Определение активности СОД, каталазы и со-
держания МДА в крови в настоящий момент 
едва ли может найти применение в лабора-
торной диагностике рака, поскольку подобные 
изменения свободнорадикальных механизмов мо-
гут наблюдаться и при других патологических 
состояниях [10]. 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 

2890-±324 
1720 ± 2 0 0 
2450±580 
1220±210 

4 , 9 ± 0 , 5 - Ю* 
7 , 4 ± 0 , 6 • 104 

4 , 3 ± 1,1 • 104 

2 ,8±0 ,3-10 4 

Концентрация МДА (в нмоль/мл) в крови больных раком 
Ж К Т . 
/ средняя концентрация МДА в крови здоровых лиц (контрольнаи 
группа); 2 — концентрация МДА в крови больных в ранней стадии забо-
левания; 3 концентрация МДА в крови больных после лечения (опе-
рация, облучение); 4 концентрация МДА в крови больных с метастазами 
и кахексией. 
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F R E E RADICAL REACTIONS AND CANCER 

,S. Csdvari, T. Angyal, K. Benko, J. Strenger 

Joint Cen t re of Medicine, Pech, Sity Hospital , S ige tvar , H u n g a r y 

Activities of superoxide d i smu ta se (SOD) and ca t a l a se as 
well as content of malonyl d ia ldehyde (MDA) were es t imated 
iri the blood of pat ients with tumor of gas t ro in tes t ina l 
t ract . In the ear ly s t age of development of t umor S O D activity 
and concentra t ion of MDA in whole blood was decreased while 
c a t a l a s e activity w a s increased s ignif icant ly . In the cases of 
m e t a s t a s e s sp read ing and cachexia both SOD and ca t a l a se acti-
vities were g rea t ly decreased; the content of MDA was increased. 
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Д И Н А М И К А И ФАКТОРЫ РЕГУЛЯЦИИ ИН 
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Ранее была показана роль активации перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) в повреждении 
мембранных структур почки при непроходимости 
мочеточников | 11. Привлекло внимание колебание 

интенсивности свободнорадикальных процессов в 
блокированной почке в зависимости от длительно-
сти окклюзии. Причины, лежащие в основе этого 
явления, установлены не были. Задачами настоя-
щего исследования были характеристика свобод-
норадикального окисления липидов при суправе-
зикальном блоке и выяснение основных факто-
ров, влияющих на интенсивность ПОЛ в разные 
сроки окклюзии. 

М е т о д и к а . Объектом экспериментов служили 40 белых 
беспородных крыс массой 200- 250 г, содержавшихся на 
стандартной лабораторной диете. В экспериментальной группе 
после выполнения срединной лапаротомии осуществляли 
лигирование левого мочеточника. Сроки окклюзии состави-
ли 12, 24 и 72 ч (по 10 крыс на срок наблюдения) . 
Контролем служили ложнооперированные животные. Все 
хирургические вмешательства, включая забор почек и крови, 
проводили в условиях внутрибрюшинного наркоза. 

Изучали индуцированную ионами двухвалентного железа 
хемилюминееценцию (ХЛ) плазмы крови, гомогенатов корко-
вого и мозгового вещества почки. Исследования проводи-
ли на хемилюминометре ХЛМ1Ц-01. В кювету хемилюмино-
метра вносили 0,25 мл цельной плазмы или 0,25 мл гомоге-
ната ткани. Плазму отбирали после центрифугирования 
гепаринизированной крови при 1500 об/мин в течение 10 мин. 
Гомогеиат готовили из расчета 200 мг влажной ткани на 
I мл фосфатного буфера рН 7,5. В кювету к исходной 
пробе приливали 5 мл фосфатного буфера, помещали ее • 
установку для регистрации сверхслабого свечения, после чег 
открывали светозатвор и вводили в кювету 0,25 мл 0,4 М ра 
створа двухвалентного железа . С помощью счетчика фотоно « 
и самопишущего устройства регистрировали ХЛ. Критерия-
ми оценки хемилюминограмм служили продолжительности 
латентного периода ( Л П ; в секундах), тангенс угла подъема 
кривой медленной вспышки ( t g u ) , амплитуда медленной 
вспышки (АМВ; в импульсах в I с ) , светосумма медлен-
ной вспышки (СМВ) за 15 мин регистрации свечения 
(в импульсах). Используя систему, с о д е р ж а щ у ю желточ-
ные липопротеиды, параллельно оценивали антиокислитель 
ную активность плазмы [6 | . Методом водородного клиренса 
[4] определяли локальный почечный кровоток в корковой 
и мозговой зонах почки. Расчет производили в миллилит-
рах в I мин на 1 г ткани. Содержание молекул сред-
ней массы (МСМ) в циркулирующей крови определяли ме-
тодом [3| и выражали в относительных единицах оптической 
плотности. Д л я световой и электронной микроскопии ис-
пользовали участки мозгового и коркового вещества ок-
клюзированной почки. Проводку материала осуществляли об-
щепринятыми методами. Результаты экспериментов подвергали 
статистической обработке по Стьюденту. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Исследова-
ния ХЛ свидетельствуют о повышенном уровне 

Т а б л и ц а 1 

Показатели хемилюминограмм плазмы крови и гомогенатов почки крыс с односторонней окклюзией мочеточника 

Ложнооперированные Окклюзия мочеточника, ч 
Показатель Ложнооперированные Показатель животные 

12 24 72 

Плазма крови 

Л П , с 251,25=1=44,21 17 5,00 ± 3 3 , 0 7 142,40±41,78 172,50±38,61 
tg а 0,696-4-0,099 0,962=1=0,081 1,048-4-0,075* 0,773 ± 0 , 0 3 9 
АМВ, имп/с 107,0-4=5,38 168,33-И 9,05* 2 5 2 , 0 0 ± 17,15* 157,00-И 0,9* 
СМВ, импХ 1000 36,5254=4,186 76,700=1=8,852* 98 ,285±6,945* 58 ,20±8 ,277* 

Корковая зона 

Л П , с 4 6 8 , 7 5 ± 56,25 496 ,87±98 ,47 312 ,50±20 ,92* 356 ,25±40 ,79 
tg а 0,721 ± 0 , 0 2 9 5,430-4 0,961* 4,462-4-0,397* 1,229-+-0,201* 
АМВ, имп/с. 135 ,0±5 ,0 857,50 4-70,52* 1140,8± 106,3* 476 ,67±66 ,4* 
СМВ, импХ 1000 60 ,375±7 ,125 433,12=1=82,18* 542 ,35±87,45* 266 ,58±61 ,6* 

Мозговая зона 

ЛГ1, с 412,50=1=112,5 412,50=1=96,50 275 ,00±83 ,07 380 ,00±60 ,50 
tg а 0,538-4-0,088 1,613=1=0,841 1,109=4=0,272 0 , 3 1 6 ± 0 , 0 7 2 
АМВ, имп/с 145,00=1=15,00 455,51 ± 4 8 , 1 5 * 353,334-40,64* 122 ,00± 15,00 
СМВ, импХ Ю00 51,937=1= 4,312 141,90±22,34* 125,20± 19,34* 41 ,25±5 ,414 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 звездочка достоверные отличия между средними величинами ( р < 0 , 0 5 ) . 
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Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
Динамика изменений локального почечного кровотока, анти-
окислительной активности плазмы и содержания МСМ в крови 
крыс с односторонней окклюзией мочеточника 

Показатель 
Лож ко-

опериро-
ванные 

Окклюзия мочеточника, ч 

живо п ш е 12 j 24 72 

Локальный корко-
вый кровоток. 
мл/мии/г 2 ,68±0,1 Г> I.36rfc0,l2* 1,02±0,09* 0,68±0,06* 

Локальный мозго-
вой кровоток, 
мл/мнн/г 0,76rfc0,04 1.00rfc0,0411 0,45 ±0,04* 0,35±0,03* 

Антиокислительная 
активность 
плазмы, % 70.05±2,39 42,82±8,58* 43,07±7,06' , , 59 ,34±6,87 

Содержание МСМ, 
ел. опт. пл. 0 ,304±0,007 0,367±0,021* 0,557гЬО.Обг* 0.758±0,08* 

свободнорадикальных процессов в условиях изу-
чаемой патологии. Наиболее информативными 
оказались параметры АМВ и СМВ (табл. I) . Ин-
тенсивность свечения гомогенатов и плазмы в кон-
трольной группе различалась незначительно, что 
отражает фоновый уровень радикалообразования 
в организме. В экспериментальной группе лю-
минесценция гомогенатов почки, особенно корко-
вого вещества, значительно превосходит уровень 
ХЛ плазмы. Используя показатель СМВ, 
удалось отметить высокую корреляционную зави-
симость между люминесценцией гомогенатов кор-
кового вещества и плазмы ( г=—0,939 ; р < 0 , 0 2 ) . 
Эти факты свидетельствуют о том, что свобод-
норадикальные процессы первично разворачива-
ются в блокированном органе, а в последующем 
на этом фоне происходит снижение антиокисли-
тельных свойств плазмы периферической крови. 

Интенсификация ПОЛ почки отмечена уже в 
первые часы обструкции мочеточника. Тенденция 
к росту наблюдается на протяжении 1-х суток 
окклюзии. По истечении 24 ч показатели хеми-
люминограмм достигают максимальных значений. 
В дальнейшем наблюдается снижение уровня 
перекисного окисления. Через 72 ч после начала 
окклюзии выявлено уменьшение АМВ. Параметры 
ХЛ значительно снижены по сравнению с показа-
телями, регистрируемыми в 1-е сутки экспери-
мента. 

Через 12 ч окклюзии зарегистрировано харак-
терное изменение почечного кровотока (табл. 2) . 
Оно проявляется снижением корковой гемодина-
мики в сочетании с повышением кровотока в 
мозговом веществе экспериментальной почки. 
Подобные сдвиги опосредованы изменением фун-
кциональной активности инкреторных почечных 
структур [8]. Развивающаяся корковая ишемия, 
как и медуллярная гипероксия, становится триг-
гером каскада реакций, ведущих к избыточному 
образованию активных форм кислорода [2]. 

К концу 1-х суток обструкции мочеточника- в 
поддержании высокого уровня ПОЛ важное значе-
ние приобретает иной фактор. Морфологические 
исследования, выполненные через 18—24 ч после 
начала эксперимента, позволили установить, что в 
интерстиции и капиллярах обструктивной почки 
начинают накапливаться лейкоциты, среди кото-
рых преобладают клетки системы фагоцитирую-
щих мононуклеаров. Они образуют множествен-
ные контракты с базальными мембранами со-
судов, эпителием нефронов, интерстициальными 
клетками мозгового вещества, в которых аккуму-

лированы значительные запасы пол и ненасыщен-
ных жирных кислот. Ультраструктурный анализ 
установил высокую степень функциональной ак-
тивности клеток-пришельцев. Известно, что акти-
вация элементов фагоцитарной системы сопровож-
дается увеличением продукции свободнорадикаль-
ных форм кислорода [5]. Инициация цепных реак-
ций окисления радикалами лейкоцитов в данных 
условиях представляется весьма вероятной. 

Однако, несмотря на высокий уровень ПОЛ, уже 
в этот период эксперимента формируются меха-
низмы, которые в последующем существенно ли-
митируют его. Прогрессируя, гипоксия закономер-
но снижает напряжение кислорода в ткани почки, 
что существенно ограничивает образование высо-
кореактивных оксирадикалов и препятствует воз-
никновению новых цепей окисления. 

Динамические светооптические и ультраструк-
турные наблюдения позволили зарегистрировать 
нарастание протеолитического повреждения эпи 
телия нерфонов как в корковой, так и в мозго-
вой зоне экспериментальной почки. Наблюдаются 
десквамация клеток канальцев, гомогенизация и 
вакуолизация цитоплазмы, разрушение митохон-
дриальных крист. О серьезной альтерации сви-
детельствует прирост концентрации МСМ в цир-
кулирующей крови. Следует учесть, что средне 
молекулярные пептиды являются не только марке-
рами тканевого повреждения. Обоснованно выска-
зывается предположение о наличии у МСМ вы-
раженных антиоксидантных свойств [7]. Резуль-
таты экспериментов свидетельствуют, что через 
72 ч после начала окклюзии мочеточника кор-
ковый кровоток снижен в 4 раза, а уровень МСМ 
в 2,5 раза превышает показатели контрольной 
группы. В этих условиях снижение интенсивности 
свободнорадикального окисления представляется 
вполне логичным. 

Таким образом, анализ полученных результатов 
позволил отметить двухфазное изменение интен-
сивности процессов ПОЛ почки в условиях экспе-
риментальной односторонней окклюзии мочеточ-
ника. Первоначальная активация связана с гемо-
динамическими сдвигами и накоплением в интер-
стиции почки активированных лейкоцитов. После-
дующее снижение уровня перекисного окисления 
обусловлено, на наш взгляд, двумя причинами: 
угнетением образования активных форм кислорода 
ввиду снижения его напряжения в ткани и ро-
стом содержания МСМ на фоне протеолитического 
повреждения органа. 
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and elevation of medium-weight molecules were mainly respon-
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Р Е Г У Л Я Ю Р Н А Я РОЛЬ СУРФАКТАНТА ЛЕГ-
КИХ В МЕТАБОЛИЗМЕ МАКРОФАГОВ 

Минский медицинский институт 

Сурфактант легких представляет собой поверх-
ностно-активный материал липопротеидиой при-
роды, выстилающий тонким слоем поверхность ле-
гочных альвеол млекопитающих. Это вещество 
синтезируют альвеолоциты II типа | 17 ] , которые и 
экскретируют его на поверхность альвеол легких. 
Основной функцией сурфактанта до настоящего 
времени считалась способность снижать поверх-
ностное натяжение на границе раздела воздух 
легочная ткань и таким образом предотвращать 
спадение легочных альвеол при дыхании. 

Вопрос о влиянии сурфактанта на клетки, ко-
торые с ним контактируют в легких, является 
новым и разработан крайне недостаточно. Было 
показано, что сурфактант воздействует на морфо-
логию альвеолярных макрофагов [10], стимули-
рует их бактериостатическую активность [11], ми-
грацию и таким образом модулирует защитную 
функцию легких | 8 | . Установлено, что фосфоли-
пиды сурфактанта в зависимости от их соотноше-
ния способны ингибировать или активировать био-
синтез Д Н К , Р Н К и белка в лимфоцитах из кро-
ви [3,, 20] . На основании этого сделан вывод об 
иммунорегуляторном действии сурфактанта. При-
веденные данные дают основание для предположе-
ния о возможном влиянии сурфактанта на мета-
болические процессы в макрофагах легких. 

Целью работы явилось изучение влияния сур-
фактанта легких крыс на синтез Д Н К , Р Н К и бел-
ка в макрофагах путем измерения кинетики вклю-
чения радиоактивных предшественников. Одновре-
менно предпринята попытка оценки влияния сур-
фактанта на уровень эндогенных регуляторов 
метаболизма макрофагов — простагландинов Е и 
F2ft, цАМФ и цГМФ. 

М е т о д и к а . В работе использовали крыс-самцов линии 
Вистар. У животных под наркозом (внутримышечное введе-
ние гексенала в количестве 20 мг на 100 г массы) выде-
ляли легкие пересечением трахеи после предварительной 
перфузии средой Г99 (Институт полиомиелита и вирусных 
энцефалитов РАМП). Поскольку in vivo в альвеолах 
легких макрофаги контактируют с сурфактантом, а источником 
альвеолярных макрофагов является система моноциты кро-
ви интерстициальные ' макрофаги, наибольший интерес 
представляла оценка влияния сурфактанта на макрофаги 
сразу после попадания в альвеолы. Поэтому наиболее прием-

лемой моделью было изучение влияния сурфактанта на сме-
шанную популяцию клеток, в которой присутствовали бы 
интерстициальные макрофаги. С этой целью в легких прово-
дили сочетанную процедуру л а в а ж а средой 199 с последующим 
измельчением ножницами легочной ткани, освобожденной от 
крупных бронхов и сосудов. Объединенную клеточную суспен-
зию при 2 ° С фильтровали через 8 слоев капроновой ткани. 
Фильтрат центрифугировали (300 g, 15—20 мин). Для лизиро-
вания эритроцитов осадок суспендировали в 20 мл 0,83 % 
раствора NH4CI, приготовленного на 0,01 М трис-HCI рН 7,4, 
и выдерживали 10 мин при 2 °С. После этого смесь центрифу-
гировали (300 g, 6 мин). Осадок промывали дважды средой 
199. 

Макрофаги из суспензии свободных клеток легких в даль-
нейшем выделяли прилипанием в стеклянных культуральных 
флаконах [9 | . Клетки соскребали и подсчитывали в камере 
Горяева. В полученной клеточной популяции макрофаги со-
ставляли 95—98 %. Жизнеспособность макрофагов оценивали 
с помощью окраски трипановым синим; их жизнеспособность 
составляла 85—90 %. 

Сурфактант получали методом [2]. Для этого использова-
ли супернатант, образовавшийся после первого центрифуги-
рования объединенной клеточной суспензии (см. выше). Полу-
ченную сурфактантную фракцию суспендировали в изотониче-
ском растворе NaCl. В суспензии сурфактанта определяли 
содержание фосфолипидного фосфора [16| и белка с исполь-
зованием 0,5 % додецилсульфата натрия (DS-Na) («Serva», 
Германия) [6]. 

Синтез Д Н К оценивали по количеству 3Н-тимидина (Все-
союзное объединение «Изотоп»), включенного в Д Н К 
макрофагов [14]. В качестве специфического предшествен-
ника в оценке синтеза РНК использовали :}Н-уридии (Все-
союзное объединение «Изотоп»), который вводили в кон-
центрации 5 мкКи/мл в культуры макрофагов на весь пе-
риод их культивирования. Для измерения синтеза белка в мак-
рофагах использовали 14С-гидролизат белков хлореллы 
(UVVR, Чехо-Словакия), который добавляли в концентрации 
2 мкКи/мл на весь период культивирования. 

Свежеизолированные макрофаги доводили средой 199 до 
концентрации 2—3-10° клеток на 1 мл культуры. Сурфактант 
добавляли из расчета 0,4 мл суспензии (25—30 мкг белка, 
6—8 мкг фосфолипидного фосфора) на 2 мл культуры. В ка-
честве контроля служили пробы, к которым вместо сурфактан-
та добавляли соответствующий объем изотонического раствора 
NaCl. Клетки культивировали в течение 1, 3 и 6 ч при 37 °С. 
После окончания культивирования клетки обрабатывали 10 % 
раствором ТХУ. Нерастворимую фракцию переносили на мем-
бранные фильтры («Millipore», Англия) и определяли их ра-
диоактивность в сцинтилляционной жидкости (ЖС-8) на жид-
костно-сцинтилляционном счетчике СБС-2) . 

Д л я контроля включения 3Н-тимидина в Д Н К макрофа-
гов по окончании культивирования (6 ч) клетки лизировали 
в 2 % DS -Na и 2 % 2-меркаптоэтаноле («Fishamed», Австрия) 
при 100 °С в течение 4 мин. Лизат подвергали гель-хро-
матографии на колонке (1 ,5X80 см), заполненной Toyopearl 
HW-60 («Тоуо Soda», Япония) и уравновешенной раствором, 
содержащим 10 ммоль трис рН 7,2. Элюцию проводили тем 
же буфером со скоростью 20 мл/ч, собирая фракции по 2 мл. 
0,25 мл каждой фракции переносили во флаконы с 8 мл сцин-
тиллятора и определяли радиоактивность на счетчике СБС-2. 

При определении уровня простагландинов и циклических 
нуклеотидов макрофаги инкубировали с сурфактантом и без не-
го I, 3 и 6 ч при 37 °С. Содержание цАМФ и цГМФ в этаноло-
вых экстрактах культур определяли радиоконкурентным мето-
дом с использованием наборов «Amersham» (Англия) и выра-
жали в пикомолях на 5-Ю 6 клеток. Экстракцию простаглан-
динов из макрофагов осуществляли этилацетатом. Уровень 
простагландинов группы Е определяли с использованием набо-
ров «Clinical Assays» (США), а простагландина F 2 a — «Изо-
топ» (Венгрия) и выражали в пикограммах на 3-10° клеток. 
Радиоактивность проб определяли на жидкостном сцинтилля-
ционном счетчике («Бэкман», США). Все результаты представ-
ляют среднее арифметическое определение в 5—6 параллель-
ных культурах и обработаны общепринятыми методами вариа-
ционной статистики. Различия считались статистически до-
стоверными при р^.0,05. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Обнаружен 
неоднозначный характер воздействия сурфактанта 
на синтез Д Н К (рис. 1). Через 1 ч культивиро-
вания наблюдалось ингибирование включения 
3Н-тимидина в кислотоосаждаемый материал мак-
рофагов. Последующее культивирование клеток 
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Рис. 1. Влияние сурфактанта на включение радиоактивных предшественников синтеза ДНК, РНК и белка в кислото-
осаждаемый материал макрофагов легких. 
Здесь и на рис. 2 -4 : плюс культивирование макрофагов без сурфактанта (контроль), крестик- культивирование в присутствии сурфактанта. 
Здесь и на рис. 3 и 4: но осям абсцисс -длительность культивировании, ч; по осям ординат радиоактивность ТХУ-устойчивой фракции, ими/мин. 
а включение 3Н-тимидина; б включение 3Н-уридина; в включение '"С-гидролизата белков; во всех опытах культивирование с сурфактантом 
и без него проводили одновременно с использованием одинакового количества клеток из одной и той же популяции. Здесь и на рис. 2 4 звездочка 
статистически достоверная разница по сравнению с контролем. 

нивелировало эффект ингибирования, однако темп 
прироста включения Ч1-тимидина в кислотоосаж-
даемую фракцию макрофагов в присутствии сур-
фактанта значительно опережал контрольный. 
Уже через 3 ч культивирования он был выше 
контрольного, а к концу 6-го часа превышение 
включения метки составляло 80 % (рис. 2). 

Чтобы убедиться в том, что обнаруженная 
стимуляция включения М4-тимидина в макрофаги 
связана с усилением синтеза Д Н К под влиянием 
сурфактанта, лизаты равного количества'одной и 
той же популяции клеток спустя 6 ч культивиро-
вания с меткой были подвергнуты гель-хромато-
графии (см. рис. 2). Новосинтезированная ДНК 
выходила одним симметричным пиком в объеме 
выхода колонки (80 мл). Площадь пика Mi-ДНК, 
полученного из лизата клеток, культивированных 
с сурфактантом, была гораздо больше, чем в кон-
троле. Таким образом, было подтверждено, что 
сурфактант-стимулирует синтез Д Н К в макрофа-
гах легких. 

Аналогичные результаты были получены по 
влиянию сурфактанта на кинетику синтеза РНК и 
белков макрофагов (см. рис. I и 2) . Активация 
синтеза белка под влиянием сурфактанта развива-
ется позже, чем увеличение синтеза Д Н К и РНК. 

62 68 74 80 86 
Обьем элюата (мл) 

f W |Чл1 ТИИНичц*, 
92 98 104 110 116 

Рис. 2. Влияние сурфактанта на синтез ДНК, РНК и бел-
ка в макрофагах легких. 
По осям ординат радиоактивность, ими/мин. а включение радиоактивных 
предшественников синтеза ДНК, РНК и белка в ТХУ-осаждаемый материал 
макрофагов через 6 ч культивирования клеток с сурфактантом и без него. 
Заштрихованные столбики контроль, темные столбики — сурфактант; / 
синтез ДНК, 2 синтез РНК, 3 - синтез белка; б — гель-хроматография 
лизатов макрофагов легких после культивирования клеток в присутствии 
'Н-тимидина в течение 6 ч; по оси абсцисс на б объем элюата, мл 
(объем выхода ДНК 80 мл, объем выхода свободной радиоактивной мет-
ки 180 мл). 

Важно было ответить на вопрос, является ли уве-
личение синтеза белка ДНК-зависимым процес-
сом. Поэтому на одной и той же культуре кле-
ток мы исследовали одновременно кинетику вклю-
чения 3Н-тимидина и 14С-гидролизата белков в 
кислотоосаждаемый материал макрофагов. Во 
всех опытах первоначальный эффект ингибирова-
ния синтеза ДНК быстро сменялся активацией. 
Уже через 3 ч культивирования синтез Д Н К в 
макрофагах, подвергнутых воздействию сурфак-
танта, был выше контрольного. Включение же 
мС-гидролизата белков только спустя 5 ч начинало 
опережать синтез белка в контрольных пробах. 
Обнаруженное явление указывает на обусловлен-
ность эффекта активации синтеза белка под влия-
нием сурфактанта новосинтезированной Д Н К . 

Синтез ДНК, РНК и белка это многофак-
торные процессы, которые регулируются внутри-
клеточными посредниками. Циклические нуклеоти-
ды являются ведущим эффекторным звеном, опо-
средующим влияние на клетку гормонов, нейро-
медиаторов и других биологически активных ве-
ществ. Полученные нами данные свидетельству-
ют о том, что культивирование сурфактанта 
легких с макрофагами уже через 1 ч 'приводит 
к повышению уровня цАМФ (рис. 3). Иным 
образом изменялось содержание цГМФ (см. рис. 
3). Не отличавшееся существенно от контрольно-
го через 1 ч совместного культивирования кле-

Рис. 3. Влияние сурфактанта на содержание циклических 
нуклеотидов в макрофагах легких. 
По осям ординат — содержание, пкмоль в 5-Ю 6 клеток, и цАМФ; 
б цГМФ; 
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ток с сурфактантом, оно снижалось через 3 ч и в 
дальнейшем (через 6 ч) оставалось ниже кон-
трольного уровня. 

Механизм влияния сурфактанта на уровень 
циклических иуклеотидов, вероятно, опосредован 
изменением физико-химических характеристик 
мембран макрофагов. Основным компонентом сур-
фактанта является липидный, главное место в ко-
тором принадлежит фосфолипидам [17]. Установ-
лен факт модификации липидного состава и жид-
костных свойств мембран клеток в результате их 
контакта в процессе культивирования с липи-
дами |18). Перестройка липидов мембран при-
водит к изменению активности мембранно-свя-
занных ферментов. Одним из таких ферментов 
является аденилатциклаза. Установлено, что для 
переноса сигнала с рецептора к его каталити-
ческой субъединице требуются фосфолипиды (12). 
С другой стороны, повышение уровня цАМФ под 
влиянием сурфактанта может быть вызвано об-
наруженным увеличением содержания проста-
гландинов Е в макрофагах (рис. 4). Присут-
ствие в культуральной среде сурфактанта при-
водило к увеличению уровня простагландинов 
группы Е в течение всего периода культивиро-
вания макрофагов. Особенно выраженной раз-
ница по сравнению с контролем была через 6 ч. 
Неоднозначно изменялся уровень простагландииа 
F2u (см. рис. 4). В контрольных пробах он имел 
тенденцию к снижению в течение первых 3 ч куль-
тивирования, в дальнейшем происходил резкий 
подъем. В присутствии сурфактанта такого эф-
фекта не наблюдалось. 

При определении простагландинов группы Е в 
альвеолярных макрофагах радиоиммунным мето-
дом было показано, что простагландин Е2 состав-
лял более 90 % и менее 10 % приходилось на 
простагландин Е| [15]. Этот факт дает основание 
считать, что в наблюдаемом нами увеличении 
уровня простагландинов Е главное место принад-
лежит простагландину Е2. Между тем в литературе 
встречаются указания на то, что простагландины 
Е2 увеличивают содержание цАМФ в клетках пу-
тем активации адеиилатциклазы [1]. 

Можно предполагать двоякого рода механизм 
индукции сурфактантом повышенного уровня про-
стагландинов Е в макрофагах. С одной стороны, 
описанная выше возможность модификации плаз-* 
матической мембраны клеток способна привести 
к изменению активности ферментов циклоксиге-
назного пути превращения арахидоновой кислоты, 
которые являются мембранно-связанными. С дру-
гой стороны, показано, что сурфактант легкого 
эмбриона человека стимулирует продукцию про-
стагландииа Е в тканях [13). Полагают, что 
сурфактант является важным источником аpaxи-
доната для клеток, контактирующих с ним, при 
синтезе простагландинов. 

Поскольку наблюдаемые изменения уровня цик-
лических нуклеотидов и простагландинов под 
влиянием сурфактанта происходят в тот же пери-
од, что и обнаруженные изменения в кинетике 
синтеза ДНК, РНК и белка в макрофагах лег-
ких, правомерным будет считать ДНК-индуциро-
ванную активацию синтеза белка в поздний пе-
риод культивирования цАМФ/цГМФ проста-
гландинзависимым процессом. Принадлежит ли 
изменениям простагландинов и циклических нук-

* 

Рис. 4. Влияние сурфактанта на уровень простагландинов 
Е и F2( i в макрофагах легких. 
По осям ординат — содержание, пкг в 3-106 клеток, а простагландины F£; 
б простагландин F2( t . 

леотидов определяющая роль в этом явлении, по-
ка сказать трудно. Это связано с тем, что отно-
сительно роли циклических нуклеотидов и про-
стагландинов в пролиферации клеток имеются 
две гипотезы. Согласно одной гипотезе, повыше-
ние их уровня стимулирует клеточную проли-
ферацию и обеспечивает ее обменные процессы. 
Согласно другой, они препятствуют синтезу Д Н К 
и РНК в клетках, стимулируемых митогенами 
(1, 4, 5, 7]. Компромиссным вариантом можно 
назвать представление о том, что циклические 
нуклеотиды находятся в различных компартмен-
тах клетки; в одних компартментах они оказы-
вают стимулирующее влияние, в других инги-
бирующее |19 | . 

Таким образам, проведенное исследование по-
казало, что сурфактант может регулировать ме-
таболизм макрофагов легких. Он изменяет в них 
уровень циклических нуклеотидов и простаглан-
динов, увеличивает синтез ДНК, РНК и белка, 
что свидетельствует о метаболической активации 
этих клеток. Реализацией такого явления могут 
быть изменения различных функций альвеолярных 
макрофагов. Исследование влияния сурфактанта 
на внутриклеточные процессы в макрофагах in 
vitro следует проводить в кинетике, в против-
ном случае можно наблюдать ингибирование, 
активацию или отсутствие эффекта в зависимости 
от избранного периода культивирования. Регуля-
торную функцию сурфактанта следует учитывать 
при изучении патогенеза заболеваний легких, осо-
бенно тех, при которых происходит изменение со-
става, количества сурфактанта, метаболизма мак-
рофагов. Полученные данные открывают перспек-
тиву дальнейших исследований прямого и опосре-
дованного влияния сурфактанта на обменные и 
функциональные процессы в клетках. 
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REGULATORY FUNCTION OF THE LUNG SURFACTANT 
IN MACROPHAGAL METABOLISM 

A. D. Taganovich 

Medical Institute, Minsk 

The sur fac tan t was isolated from rat lung tissue and its effect 
on biosynthesis of DNA, RNA and protein as well as content 
of cyclic nucleotides and pros tag land ins was studied in macro-
phages. When the su r fac t an t was incubated s imultaneously 
with lurfg macrophages within 6 hrs, an initial inhibition and 
subsequent activation of DNA, RNA and protein synthesis were 
observed. Stimulation of protein synthesis was found to follow 
the increase in the biosynthesis of DNA and RNA. At the same 
time, the sur fac tan t induced elevation of cAMP in the macropha-
ges within I hr of cultivation, while content of cGMP was 
decreased within 3 and 6 hrs. Content of p ros tag land ins E 
was increased in the cells and concentrat ion of pros taglan-
din F2(. was decreased within 6 hrs. The findings sugges t that 
the surfac tant -media ted increase of DNA-induced protein synthe-
sis was cAMP-, cGMP- and pros taglandin-dependent . 
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Кинетика деградации эндогенного (3H-) и экзогенного 
( , 4 С-) альбумина у нормальных (крестики) и голодав-
ших (точки) крыс. 
а — эндогенный альбумин крови, б — экзогенный альбумин крови, в — 
альбумин тонкой кишки. По осям абсцисс — время исследования, ч; по 
осям ординат — радиоактивность ЯН (а) , , 4С (б) , 3Н (в) , dpm/мг белка. 
К • константа скорости деградации, %/сут ; а скобках 95 % доверитель-
ный интервал. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ Д Е Г Р А Д А Ц И И ЭНДО- И 
ЭКЗОГЕННОГО АЛЬБУМИНА У НОРМАЛЬ-
НЫХ И ГОЛОДНЫХ КРЫС 

Институт питания РАМН, Москва 

В настоящее время установлено, что поддержа-
ние постоянного уровня белков в организме опре-
деляется не только интенсивностью его синтеза, 
но и скоростью распада, однако катаболизм белка 
в клетках изучен в значительно меньшей степени, 
чем его синтез |4, 8, 12J. 

Общепринято, что деградация циркулирующих 

белков, как и внутриклеточных, является реакцией 
первого порядка [5]. Из этого следует, что изме-
нение содержания белка в кровеносном русле, 
обусловленное физиологическим состоянием орга-
низма, определяется константой скорости дегра-
дации. Скорость деградации белков плазмы может 
быть определена, независимо от их синтеза, путем 
внутривенного введения исследуемого радиоактив-
но меченного белка с последующим изучением 
параметров его обновления и деградации. В этом 
случае целесообразно оценивать функциональное 
состояние клеточных систем, обеспечивающих то-
тальный протеолиз белка. 

Среди белков плазмы как по содержанию, так 
и по функциональной значимости можно выде-
лить альбумин, регуляция уровня которого, по-
мимо процессов синтеза [71, обеспечивается и ин-
тенсивностью распада его нативных и модифици-
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Т а б л и ц а 1 
Распределение "С- и 3Н-радиоизотопной метки в различных 
органах крыс контрольной и опытной групп 

Органы Группа 
животных 

Исходная радиоактив-
ность, dpm/мг T y g

N С-ра-
диоактив-

ности, 
сутки* 

Органы Группа 
животных м с 'H 

T y g
N С-ра-

диоактив-
ности, 
сутки* 

Органы Группа 
животных 

х± т 

T y g
N С-ра-

диоактив-
ности, 
сутки* 

Печень Контрольная 2 3 , 5 4 = 2 , 8 1 1604= 12 2 8 
108 

Опытная 3 4 , 6 4 = 4 , 6 2 5 9 5 4 = 5 , 5 — 1 9 
191 

Стенка ки- Контрольная 5 5 , 1 4 = 5 , 7 3 1 3 9 4 = 5 , 0 - 1 4 , 0 
3 8 8 

шечника Опытная 7 6 , 9 4 = 3 , 5 4 6 0 9 4 = 2 ,2 3 ,1 
109 

Почки Контрольная 2 5 , 1 4 = 8 , 8 14424= 6 , 7 — 2 4 
3 9 5 

Опытная 4 9 , 6 4 = 7 , 0 2 8 6 1 4 = 2 , 2 — 4 , 8 
3 8 7 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2: звездочка — довери-
тельный интервал при а = 5 %. 

Т а б л и ц а 2 

Распределение 3Н-радиоизотопной метки в субклеточных фрак-
циях печени крыс контрольной и опытной групп 

Исходная 
радиоак- т у н -

Фракц ия Группа тивность, радиоактив-Фракц ия животных d p m / м г 
белка 

(Х±т) 

ности, 
сутки* 

Ядерная Контрольная 10764-198 > 6 , 6 Ядерная 
Опытная 25874=132 3,1 4,1 

Митохондриальная Контрольная 758 ч-154 3,5—8,2 
Опытная 18454:197 2,8—6,0 

Лизосомальная Контрольная 12924:198 > 1 1 
Онытная 2491 4= 162 4,1 -7 ,3 

Микросомальная Контрольная 
Опытная 

10624=249 
18954=500 

4,3— 14,0 

Цитозоль Контрольная 20104=49 7,5 9,8 
Опытная 36474=162 2,5—3,1 

рованных форм [10]. Поскольку альбумин явля-
ется основным резервным белком и его концент-
рация зависит от белковой обеспеченности орга-
низма, представляло интерес исследовать осо-
бенности деградации эндогенного альбумина и 
аутологичного экзогенного альбумина в совокуп-
ности с оценкой активности протеолитической 
системы лизосом гепатоцитов при кратковремен-
ном гол од а н и и экс пер и ментал ьн ы х ж ив отны х. 

М е т о д и к а . Крысы-самцы Вистар массой 280—300 г 
были разделены на две группы по 12 животных в каждой. 
Животные контрольной группы находились на стандартном 
рационе, крысы опытной 48 ч в условиях полного голода-
ния, но получали в течение этого времени воду ad libitum 
и комплекс витаминов [6]. Спустя 48 ч их переводили на 
рацион контрольной группы. 

Д л я оценки скорости деградации экзогенного альбумина 
животным вводили в бедренную вену I мг аутологичного 
| 4С-альбумина в 0,9 % NaCl. Для получения 14С-альбумина 
крысам внутрибрюшинно вводили 1 - и С лейцин в суммарной 
дозе 0,7 мКи на 100 г массы тела, из собранной плазмы 
выделяли 14С-альбумин путем солевого фракционирования 
и хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе с последующей лио-
филизацией | 1 | . Удельная радиоактивность полученного 
14С-альбумииа составляла 66 нКи/мл. Д л я оценки скорости 
деградации эндогенного альбумина одновременно внутри-
венно вводили 2,3-3Н-Ь-лейцин в дозе 40 мкКи на животное. 
Через 3, 24, 48 и 96 ч после введения меченого альбумина 
и *Н-лейцина животных декапитировали. Навески печени, 
почек, селезенки и слизистой тонкой кишки гомогенизировали 
в 10 % ТХУ, центрифугировали, осадки промывали 5 % ТХУ, 
дважды — диэтиловым эфиром и растворяли в 0,1 н. NaOIi . 
F3 полученном материале определяли содержание белка по 
Лоури и проводили подсчет радиоактивности по программе 
двойной метки на сцинтилляциониом счетчике «Rackbeta-I215x> 
с коррекцией на гашение. Альбумин плазмы выделяли аф-
финной хроматографией на сефарозе С И В , сшитой с циба-
хроновым голубым F3GA |11] Скорость деградации рас-
считывали на основе регрессионного анализа кривых вы-
ведения и выражали в виде константы деградации (Kd) [13]. 

В субклеточных фракциях печени, выделенных путем 
дифференциального центрифугирования, помимо подсчета 
| 4С- и 3Н-радиоактивности определяли активность 4 лизо-
сомальных протеиназ — катепсинов А (КФ 3.4.12А.1), 
В (КФ 3.4.22.1), С (КФ 3.4.14.1) и D (КФ 3.4.23.5), исполь-
зуя в качестве субстратов соответственно N-КБЗ-глу-тир, 
бензоил-арг-р-нафтиламид и гемоглобин с помощью спектро-
флюориметрических и спектрофотометрических методов | 1 | . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. К а к пока-
зал и результаты исследования кинетики деграда-
ции экзо- и эндогенного альбумина, Kd экзоген-
ного альбумина была в 3 раза достоверно выше, 
чем Kd эндогенного альбумина. Кратковременное 
голодание приводило к существенному увеличению 
скорости деградации альбуминов обоих типов 
соответственно в 1,4 и 2,6 раза (см. рисунок). 
Поскольку скорость деградации и время полу-
выведения (Т./2) экзо- и эндогенного альбумина 
различаются и составляют соответственно 2,5 и 
7,3 сут, встает вопрос о причинах данного явления. 
В связи с этим представляют интерес характер 
распределения и динамика включения метки в раз-
личных тканях. Анализ полученных результатов 
свидетельствует, что у голодавших животных уро-
вень исходной , 4С- и Н-радиоактивности в белках 
печени, почках и стенке кишечника был выше на 
47 98 и 47—124 % соответственно, при этом 
свободной (ТХУ-растворимой) ' ^ - р а д и о а к т и в н о -
сти не обнаруживалось . Динамика выведения 
14С-метки позволяет сделать заключение об умень-
шении условного периода полужизни экзоген-
ного альбумина. Иными словами, создается впе-
чатление, что кратковременное голодание приво-
дит к интенсивному поглощению и деградации 
| 4С-экзогенного альбумина в стенке кишечника, 
печени и почках (табл. 1). 

Присутствие 3Н-альбумина с высокой начальной 
радиоактивностью выявлено в содержимом тонкой 

Т а б л и ц а 3 

Активность протеиназ (в мкмоль/мин/г белка) в лизосомах печени крыс контрольной и опытной групп (Х±:т) 

Период Катеисин А Катеисин В Катеисин С Катепсин D 
эксперимента, 

ч контроль опыт контроль опыт контроль опыт контроль опыт 

3 54,1 ± 2 , 1 1 57,1 ± 3 , 1 2 5,31 ± 0 , 1 2 5 ,04±0 ,14 24,14=1,36 26,24=1,09 14,24=0,52 12,94:0,43 
24 50,1 4=2,67 74,24=4,10* 4,984=0,14 5,714=0,26 20,7=1=0,98 28,74=1,73 13,44=0,48 13,9±0,70 
48 61,84=4,09 II2,14=6,81* 5,784=0,22 6,324=0,29* 23,84:1,50 34,34:1,93* 14,94=0,67 18,64=0,74* 
96 57,04=3,15 64,54=4,07* 5,474=0,36 6,034=0,31 22,04=1,12 23,24=1,68 13,74=0,61 11,94=0,59 

П р и м е ч а н и е. Звездочка р < 0 , 0 5 . 11 



кишки в количестве около 3 мг (см. рисунок, в ) , 
тогда как | 4С-альбумина обнаружено не было. 
Это может отражать особенности обмена и об-
ратной секреции внутривенно введенных и эндо-
генных гомологичных белков [2]. 

В табл. 2 представлены данные о распределе-
нии :Ч1-радиоактивности в субклеточных фракци-
ях печени. 

Как видно из табл. 2, во всех исследованных 
фракциях голодавших животных исходная радио-
активность была в 1,8 -2 ,4 раза выше, 7. /а

 3Н-
радиоактивности — значительно ниже. При этом 
наиболее высокая степень включения метки обна-
руживалась во фракции растворимых белков ци-
тозоля, что может быть обусловлено активной 
реконструктивной деятельностью вторичных ли-
з о с о м . 

Эти результаты хорошо согласуются с данными 
о динамике состояния протеолитической системы 
лизосом (табл. 3) . Как видно из табл. 3, через 
48 ч после начала голодания активность синер-
гистов тотального протеолиза — катепсинов А и 
D — возрастала на 96 и 44 % от исходной и на 
81 и 25 % от контрольной величины соответственно 
(р< 0,05) с одновременным умеренным (на 
2 5 - 44 % ) увеличением активности и других лизо-
сомальных протеиназ. 

Следует особо отметить, что во фракциях пе-
чени животных обеих групп в отличие от общих 
белков 1 4С-радиоактивность практически не удает-
ся обнаружить. Однако ускорение удаления экзо-
генного альбумина у голодавших животных так-
же, вероятно связано с усилением протеолити-
ческой активности в печени. В целом имеются 
различия в характере деградации эндо- и экзо-
генных альбуминов, что, по-видимому, связано с 
определенной модификацией | 4С-альбумииа в про-
цессе выделения. Возможно, модификация аль-
бумина (частичная денатурация) приводит к об-
разованию активных лигандов [9] и это способ-
ствует быстрому выведению белка из системной 
циркуляции и деградации в лизосомальных систе-
мах организма. При этом структурная модифи-
кация белка делает его более доступным суб-
стратом для протеолитических ферментов [3]. 
Таким образом, в основе особенностей обновле-
ния эндогенного и деградации экзогенного альбу-
мина при определенных физиологических состоя-
ниях значительная роль принадлежит протеолити-
ческой системе лизосом. 
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A ra te of degradat ion of homologous exogenous l4C-
albumin proved to be higher 3-fold as compared with that 
of endogenous l 4C-albumin, while the albuminolysis ra te was 
addit ionally increased in s tarvat ion. Evaluat ion of l 4C- and 
3H-labels demonst ra ted that the protein hydrolysis occurred 
mainly in liver tissue, kidney and intestinal membrane and 
its rate was elevated in s tarvat ion. Dissimilar secretion of 
exo- and endogenous a lbumins into small intestine lumen was 
detected. Removal of a lbumins was found to depend on 
augmenta t ion in the proteolytic potential and on reconstruct ive 
activity of secondary lysosomes. 
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/МЕХАНИЗМЫ АНТИКОАГУЛЯНТНОГО ДЕЙ-
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Институт биоорганической химии и нефтехимии АН Украины, 
Киев. Московский текстильный институт им. А. Н. Косыгина 

С момента открытия антикоагулянтной актив-
ности у гепарина последний широко применяется 
для профилактики и лечения тромбозов. Однако 
использование этого антикоагулянта сопровож-
дается рядом побочных эффектов: тромбоцито-
пенией, геморрагиями, рикошетными тромбоза-
ми и др. В связи с этим среди сульфатироваиных 
полисахаридов продолжается поиск новых анти-
коагулянтов, лишенных данных побочных эффек-
тов. В последние годы выделены и апробируются 
в клинике различные природные и полусинте-
тические антикоагулянты из группы гепарина и 
гепариноидов: низкомолекулярные гепарины, по-
лисульфат пентозана, ORI 10172 (смесь гли-
козаминогликанов из дыхательного тракта круп-
ного рогатого скота) и др. [6, 8, 9 | . 

Сходство химического строения молекул хити-
на и гепарина, а т а к ж е отдельные работы, в 
которых был показан антикоагулянтный эффект 
Фитина [4], послужили основанием для поиска 
новых антикоагулянтов среди производных де-
ацетилированного хитина — хитозана. 

Целью настоящей работы является обнаруже-
ние антикоагулянтного эффекта у сернокислого 
эфира хитозана (СХ) и исследование механиз-
мов его действия на гемостаз. 

М е т о д и к а . В экспериментах использован СХ (Мо-
сковский текстильный институт им. А. Н. Косыгина). 
Мол. м. СХ, определенная методом гель-фильтрации на ко-
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Влияние СХ на фибриногенсвертывающую активность тромби-
на 

Концентрация СХ, ЕД/мл Активность тромбина, 
NYH ед/мл 

О 
0,03 
0,06 
0,12 
0,24 

7,2=h0,5 
6 , 8 ± 0 , 8 
5 ,7±0 ,4 
1,Г) I 0,2 
3,24-0,2 

лонке с Тойо-Перл HW-55 («Тоуо Soda», Япония), состав-
ляла приблизительно 52 к Да , мол. м., рассчитанная па 
основании характеристической вязкости, приблизительно 
70 кДа. Содержание серы в препарате составляло 13,5-
14,0 %, степень замещения по SO^Na 1,22—1,30. 

Антикоагулянтную активность СХ определяли методом 
активированного частичного тромбопластинового времени 
(АЧТВ) [2]. К 0,1 мл плазмы крови человека добавляли 
0,01 мл раствора СХ в различных концентрациях и 0,1 мл 
смеси каолина с кефалином. Через 5 мин инкубации при 
37 °С в пробы вносили 0,1 мл 0,025 М СаС12. Влияние СХ 
на протромбиновое время плазмы крови оценивали, смешивая 
0,1 мл плазмы с 0,02 мл раствора СХ в различных кон-
центрациях. Пробы инкубировали 2 мин при 37 °С и добав-
ляли 0,2 мл тромбопластин-кальциевой смеси («Boerhringer 
Mannheim», Австрия). Антикоагулянтную активность СХ 
выражали в единицах активности гепарина (140 U S P ЕД/мг , 
«Sigma», CILIA). Изменение антитромбиновой активности 
плазмы под влиянием антикоагулянтов определяли путем 
смешивания 0,1 мл дефибринированной тсрмодеиатурацией 
(56 °С, 5 мин) плазмы, разведенной в объемном соотно-
шении 1:7 буфером, с 0,02 мл раствора гепарина или СХ в 
различных концентрациях. Смесь инкубировали 2 мин при 
37 °С и добавляли 0,2 мл бычьего тромбина активностью 
120 NIH ед/мл. Через 30 с инкубации отбирали 0,2 мл смеси 
и добавляли к 0,2 мл 0,3 % раствора бычьего фибриногена. 
Определяли остаточную свертывающую активность тромби-
на в NIH-единицах на 1 мл. 

Влияние антикоагулянтов на ингибирующую активность 
аититромбина III (AT) по отношению к тромбину оценива-
ли, добавляя к 0,1 мл растворов препаратов различных 
концентраций 0,1 мл раствора AT (6,6-10 (> М). Через 
каждую минуту в течение 6 мин инкубации (37 °С) отбирали 
аликвоты по 0,1 мл, инкубировали их 30 с с 0,1 мл раствора 
тромбина (120 NIH ед /мл) и определяли свертывающую 
активность фермента, смешивая 0,1 мл инкубата с 0,1 мл 
0,3 % раствора фибриногена. Способность СХ катализиро-
вать инактивацию тромбина кофактором II гепарина (ГК II) 
оценивали методом, аналогичным описанному выше. Кон-
центрация ГК И составляла 5-10 5 М. Определяли кон-
станты псевдопервого порядка [10, 11| ингибирования тром-
бина AT и ГК II в присутствии СХ и гепарина. AT и ГК II 
выделяли из плазмы крови быка и человека ранее описан-
ными методами аффинной хроматографии |1, 3]. AT и ГК II 
были гомогенны при электрофорезе в полиакриламидиом 
геле с додецилсульфатом натрия и имели мол. массы примерно 
65 и 72 кДа. 

Влияние СХ на каталитическую активность тромбина 
по отношению к фибриногену определяли, смешивая 
0,1 мл СХ (0,03 - 0,24 Е Д / м л ) в 0,15 М NaCl с 0,1 мл тромби-
на (8,5 NIH ед /мл) в 0,1 М натрий-фосфатном буфере рН 7,4. 
Через 3 мин инкубации при 22 "С определяли свертывающую 
активность тромбина путем добавления к 0,1 мл аликвоты 
из инкубационной смеси 0,1 мл 0,3 % раствора фибриноге-
на. Действие СХ на амидазную активность тромбина по 
отношению к высокоспецифичному синтетическому субстрату 
фермента п-нитроанилиду Ыа-Тоз-Гли-Про-Прг (Институт 
биоорганической химии и нефтехимии АН УССР) исследо-
вали спектрофотометрическим методом, добавляя к 0,1 мл 
буфера 0,01 мл СХ (0,03 0,24 Е Д / м л ) и 0,01 мл раствора 
тромбина. Через 3 мин инкубации при 37 °С в кювету вносили 
0,01 мл раствора субстрата (10 М) в бидистиллирован-
ной воде. Регистрировали изменение оптической плотности 
при длине волны 405 нм. Во всех случаях, кроме оговорен-
ных особо, jvin приготовления растворов препаратов исполь-
зовали 0,05 М трис-НС1-буфер рН 7,4, содержащий 
0,15 М NaCl. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При опре-
делении антикоагулянтной активности СХ по из-
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Рис. 1. Изменение протромбинового времени плазмы крови 
человека под влиянием СХ и гепарина. 
По оси абсцисс концентрация препаратов (над осью СХ), ЕД/мл; но оси 
ординат время свертывания, мин. / СХ, 2 гепарин. 

Рис. 2. Влияние СХ и гепарина на антитромбиновую активность 
плазмы крови. 
По оси абсцисс — время инкубации препаратов с плазмой крови (см. раздел 
«Методика»); по оси ординат активность тромбина, % по отношению к исход-
ной. / без добавления препаратов; 2 гепарин (0,08 Е Д / м л ) ; 3 — СХ (0,20 
Е Д / м л ) . 

менению АЧТВ обнаружено дозозависимое удли 
нение времени свертывания плазмы, что свиде 
тельствует о торможении активности факторо;. 
внутреннего пути свертывания под его влиянием. 
Установлено, что в системе АЧТВ антикоагу 
лянтная активность СХ составляет около 
20 ЕД/мг . Исследование влияния СХ на актив 
ность компонентов внешнего пути свертывания 
крови по изменению протромбинового времени 
показало, что препарат также дозозависимо уве 
личивал время свертывания плазмы. При этом 
ингибирующая активность СХ была примерно в 
60 раз меньше, чем у гепарина в соответствую-
щей концентрации (рис. 1) и составляла при-
мерно 2 ЕД/мг . Таким образом, СХ преиму-
щественно тормозил свертывание крови по внут-
реннему пути, мало влияя на активность компо-
нентов внешнего пути. Аналогичные, однако 
более выраженные действия оказывал гепарин, 
что обусловлено незначительной его способ-
ностью катализировать инактивацию плазмен-
ным AT комплекса фактора свертывания кро-
ви Vila с тканевым тромбопластином [5]. 

Известно, что антикоагулянтное действие гепа-
рина связано с его способностью катализиро-
вать инактивацию ферментов системы гемостаза 
белковыми ингибиторами плазмы. Исходя из 
определенного сходства структуры и действий, 
оказываемых гепарином и СХ при активации 
свертывания крови по внутреннему и внешнему 
путям, исследовали влияние последнего на анти-
тромбиновую активность плазмы крови. Показа-
но (рис. 2), что СХ (0,2 Е Д / м л ) катализировал 
инактивацию тромбина плазменными ингибито-
рами с константой ингибирования псевдопер-
вого порядка, равной 0,24 мин '. В присутствии 
гепарина (0,08 Е Д / м л ) константа ингибирования 
свертывающей активности тромбина ингибитора-
ми плазмы составляла 0,22 мин '. Из данных, 
представленных на рис. 2, видно, что для дости-
жения одинаковой скорости инактивации тромби-
на плазменными ингибиторами в присутствии ге-
парина и СХ требовалось примерно в 2,5 раза 
больше последнего. 

Поскольку антикоагулянтные эффекты гепари-
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Рис. 3. Ингибирование тромбина AT III (а) и ГК II (б) в при-
сутствии гепарина и СХ. 
По осям абсцисс время инкубации препаратов с ЛТ и ГК II (см. раздел 
«Методика»); по осям ординат — активность тромбина, % по отношению к 
исходной. I. 1 без добавления препаратов; 2, 5 — СХ (0,032 и 2 ЕД/мл соот-
ветственно); 3, б — гепарин (0,013 и 2 ЕД/мл соответственно). 

на реализуются посредством его взаимодействия 
с основными ингибиторами сериновых протеиназ 
системы гемостаза — AT и ГК II, анализирова-
ли влияние СХ на ингибирующую активность 
AT и ГК II по отношению к тромбину. Установ-
лено, что СХ, подобно гепарину, ускорял инак-
тивацию тромбина AT и Г К П (рис. 3). Констан-
ты ингибирования псевдопервого порядка свер-
тывающей активности тромбина AT в присутствии 
гепарина (0,013 Е Д / м л ) и СХ (0,032 ЕД/мл) 
были сопоставимы и составляли 0,43 и 0,46 мин 1 

соответственно. Следовательно, СХ обладал анти-
Па-активностью около 50—55 ЕД/мг . Константы 
ингибирования свертывающей активности тром-
бина ГК И в присутствии гепарина (2 Е Д / м л ) 
и СХ (2 Е Д / м л ) составляли 0,31 и 0,28 мин 1 

соответственно. Вероятно, способность СХ уско-
рять инактивацию тромбина ГК II сопоставима с 
таковой гепарина. Из данных, представленных 
на рис. 3, видно, что для достижения 50 % инги-
бирования свертывающей активности тромбина 
ГК II в присутствии СХ требовалось примерно 
в 100 раз больше СХ, чем для блокирования 
активности AT. Следовательно, СХ, подобно 
гепарину, тормозил свертывание крови, преиму-
щественно катализируя инактивацию тромбина 
плазменным AT. Блокада свертывающей актив-
ности фермента ГК II возможна лишь при вы-
соких концентрациях СХ в плазме крови. Гепарин 
также значительно ускоряет инактивацию тромби-
на ГК II лишь при его концентрации в плазме 
^ 5 ЕД/мл . Исходя из сопоставимости величии 
констант, описывающих скорость инактивации 
тромбина ГК II в присутствии одинаковых кон-
центраций гепарина и СХ (2 Е Д / м л ) , можно по-
лагать, что антикоагулянтный эффект последнего 
опосредуется ГК II лишь при высоком содержа-
нии СХ в крови. 

В связи со способностью гепарина снижать 
ферментативную активность тромбина по отно-
шению к фибриногену, взаимодействуя с катион-
ным субцентром узнавания высокомолекулярных 
соединений [7], исследовали влияние СХ на фиб-
риногенсвертывающую активность тромбина. Об-
наружено, что СХ дозозависимо снижал катали-
тическую активность тромбина по отношению к 
основному субстрату — фибриногену (см. табли-
цу). Результаты экспериментов по влиянию СХ на 
амидазную активность тромбина по отношению 
к синтетическому n-нитроанилиду 1\,1-Тоз-Гли-

Про-Арг также указывают на способность СХ 
ингибировать амидазную активность фермента 
(данные не приведены) в диапазоне концентраций 
от 0,014 до 0,480 ЕД/мл . 

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что СХ является антикоагулянтом, имеющим не 
только значительную структурную гомологию с 
гепарином, но и сходный механизм действия. 
СХ преимущественно тормозит свертывание кро-
ви по внутреннему пути, катализируя инакти-
вацию тромбина AT, и снижает удельную актив-
ность фермента, вероятно, путем непосредствен-
ного с ним взаимодействия. Кроме того, высокие 
концентрации СХ ускоряют ингибирование тром-
бина другим плазменным ингибитором серино-
вых протеиназ системы гемостаза — ГК П. Воз-
можно, что СХ способен катализировать инакти-
вацию ингибиторами плазмы не только тромбина, 
но и некоторых других гемокоагулирующих фер-
ментов внутреннего пути свертывания. В связи 
с простотой получения и низкой стоимостью СХ 
может оказаться наряду с низкомолекулярными 
гепаринами и применяемыми в настоящее время 
гепариноидами перспективным антикоагулянтом 
нового поколения. 
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M E C H A N I S M S OF ANTICOAGU LATIVE ACTION OF 
CHITOZAN SULFATE ESTER 

N. N. Drozd, G. V. Bashkov, V. A. Makarov, A. B. Kheylomsky, 
/. N. Gorbacheva 

All-Union Hematological Research Centre , Ministry of Public 
Health of the USSR, A. N. Kosygin Textil Institute, Moscow, 
Inst i tute of Bioorganic and Petrol Chemistry, Kiev 

Anticoagulat ion effect of chitozan sul fa te ester and some 
mechanisms of its influence on hemostasis were studied 
in vitro. The chitozan sul fa te ester catalyzed more effectively 
inactivation of the enzymes involved in the inner pa thway of 
blood coagulat ion affect ing only slightly the activity of o u t e r 
pa thway factors. The ester, similarly to heparin, inhibited 
blood coagulat ion mainly via accelerated thrombin inactiva-
tion by means of blood plasma ant i thrombin III. Inhibition 
of the enzyme coagulat ion activity us ing heparin cofactor II 
occurred only at high concentrat ions of chitozan sul fa te 
ester in blood p lasma. Besides, the ester decreased the 
thrombin catalytic activity in reactions with na tura l and 
synthetic peptide subs t ra tes . Thus, ant icoagulat ion effect of 
chitozan su l fa te ester is s imilar to that of heparin. 

14 



© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1992 

УД К 616.391:577.161.51 -092.9-07:1616.36-008.93 1:577.152.1 

А. А. Сокольников, Т. Е. Шинкевин, В. М. Коден-
цова, О. А. Вржесинская, В. Б. Спиричев 

АКТИВНОСТЬ МЕНАДИОНРЕДУКТАЗЫ И 
СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОХРОМОВ ВГ) И Р-450 В 
ПЕЧЕНИ ПРИ РАЗЛИЧНОЙ ОБЕСПЕЧЕННО-
СТИ КРЫС ВИТАМИНОМ К И ВВЕДЕНИИ 
ПЕЛЕНТАНА 
Институт питания РАМН, Москва 

Природные хиноны относятся к соединениям 
с окислительно-восстановительными свойствами 
и являются субстратами менадионредуктазы — 
фермента метаболизма витамина К, поддержи-
вающего за счет окисления внутриклеточных 
фондов Н А Д - Н ( Н А Д Ф - Н ) постоянную кон-
центрацию восстановленной формы этого витами-
на — кофермента витамин К-зависимой карбокси-
лазы [20]. При дефиците витамина К в питании 
степень у-карбоксилирования остатков глутами-
новой кислоты в белках резко снижается. При 
этом активность самой карбоксилазы печени пре-
вышает активность этого фермента в норме [20 | , 
а функционирование митохондриальной менадион-
редуктазы не нарушается [6]. Антивитамины К 
антикоагулянты кумаринового ряда, широко при-
меняемые в медицинской практике, ингибируют 
2,3-эпоксидредуктазу, блокируя рецикл изацию 
эпоксида витамина К в нафтохинон, и тем самым 
лимитируют активность витамин К-зависимой 
карбоксилазы [20]. Это дало основание исполь-
зовать введение антивитаминов К в эксперимен-
тах на животных в качестве модели дефицита 
витамина К [9, 10]. 

На изолированных митохондриях печени пока-
зано, что в присутствии хинонов (in vitro) могут 
формироваться новые пути переноса электронов 
(шунты) в митохондриальной дыхательной це-
пи [6, 8] . В опытах на перфузированном сердце 
получены первые обнадеживающие данные об 
исследовании витамина Кз (в концентрации 
10 мкМ) в качестве кардиопротектора-антиги-
поксанта в условиях гипоксии или ишемии сред-
ней тяжести [8], корригирующего функциониро-
вание дыхательной цепи. Считается, что препа-
раты витамина К малотоксичны, однако передо-
зировка водорастворимых препаратов (викасол) 
может вызывать гемолиз [4]. В литературе по-
следних лет появились многочисленные сообще-
ния о цитотоксическом действии in vitro высоких 
концентраций менадиона, в основе которого ле-
жит окисление внутриклеточных сульфгидриль-
ных групп, в том числе цитоскелета [13, 14, 16, 17]. 
В то же время данные о влиянии повышенных 
доз витамина К, поступающих перорально, на 
активность менадионредуктазы отсутствуют. 

На основании вышесказанного представлялось 
целесообразным охарактеризовать активность 
растворимой менадионредуктазы в печени крыс, 
получавших избыток викасола, антивитамин 
К-пелентан, а т а к ж е содержавшихся на рационе, 
лишенном витамина К-

Помимо участия в системе у-карбоксилирова-
ния, витамин К выполняет в организме другие 
функции, являясь минорным липидным компо-

нентом мембран и оказывая регулирующее влия-
ние на состав структурных белков и фосфолипи-
дов [2, 12, 19]. Принимая во внимание, что по-
ступающие в организм в высоких дозах водо-
растворимые формы витамина К и антикоагулян-
ты можно рассматривать как ксенобиотики, в 
метаболизме которых основная роль принадлежит 
микросомальным цитохромам Р-450, определен-
ный интерес представляло исследовать содержа-
ние цитохромов Ьб и Р-450 в зависимости от 
обеспеченности животных витамином К и сопоста-
вить эти параметры с аналогичными у животных, 
получавших пелентан. 

М е т о д и к а . В опыте использовали крыс-самцов Вистар 
с исходной массой тела 60 г, находившихся в течение 4 нед 
на полусинтетическом рационе, содержавшем 20 % казеина, 
отмытого от жирорастворимых витаминов, 43,7 % крахмала, 
20 % глюкозы, 3 % целлюлозы, 4 % солевой смеси, 9 % под-
солнечного масла, 0,2 % холинхлорида, 0,1 % смеси водо-
растворимых витаминов (за исключением викасола) , вита-
мин А в количестве 15 000 ME и витамин D3 в количестве 
20 000 ME на 1 кг корма [6]. Содержание кальция и фосфора 
в рационе составляло 0,61 и 0,51 % соответственно. Для 
предотвращения копрофагии крыс содержали в индивидуаль-
ных клетках с решетчатым дном. Животные были разделены 
на 4 группы. Животные 1-й группы (контроль) были обеспе-
чены всеми витаминами в течение опыта. Животные 2-й груп-
пы не получали витамин К (пищевой дефицит витамина К). 
Животным 3-й группы в течение 3 нед перед забоем вводили 
per os пелентан в виде водной суспензии по 4 мг в день на 
100 г массы тела. Животным 4-й группы (избыток витами-
на К) в течение 3 нед перед забоем вводили per os по 10 мг 
викасола на крысу в день. В рацион 1-й и 3-й групп добавляли 
викасол в количестве 0,005 %, что при потреблении в сред-
нем 1 0 - 2 0 г корма обеспечивало поступление 1 мг викасола 
на крысу в день. 

Содержание цитохрома Ьб и Р-450 в печени определяли 
по дифференциальному спектру между восстановленным 
дитионитом СО-аддуктом и восстановленным цитохромом [5]. 

Д л я получения частично очищенного препарата раство-
римой менадионредуктазы постмикросомальный супернагант 
гомогената печени подкисляли 0,1 н. НС1 до рН 5,5, выпавший 
осадок отделяли центрифугированием при 13 000 g в течение 
15 мин. Нейтрализованный 0,1 М NaOH надосадок хранили 
в течение 2 3 дней при 4 °С и использовали для определе-
ния менадионредуктазиой активности [15] в среде объемом 
3 мл следующего состава: 50 мМ трис-HCI рН 7,5, 10 мг/мл 
твина, 0,33 мМ NaCN, 1 мМ НАД-Н, 0,04 мМ дихлорфенол-
индофенол (в качестве акцептора протона) [21]. Для расче-
та активности фермента использовали коэффициент моляр-
ной экстинкции дихлорфенолиндофенола 21000. Время реак-
ции (2—3 мин) и количество белка находились в пределах, 
обеспечивающих линейное снижение оптической плотности 
при 600 нм. 

Содержание общей аскорбиновой кислоты в печени опре-
деляли ранее описанным методом [11]. Концентрацию белка 
определяли биуретовым методом. Протромбиновое время 
определяли по методу Квика с использованием экстракта 
тромбоплаетина, полученного из мозга кролика [1]. Кон-
центрацию в сыворотке крови 25-гидроксивитамина D 
(25-OND) определяли методом радиоконкурентного белко-

Т а б л и ц а 1 

Показатели обеспеченности крыс некоторыми витаминами 

Условия' 
эксперимента 

Протромбино-
вое время, с 

; 

Аскорбиновая 
кислота, мг . 

на 100 г пече-
ни (и—3) 

25-OHD, нг/мл 
( я = 5 ) : 

Контроль 1 9 , 5 = £ 1,0 37,7rfc4,2 33,2 ± 8 , 5 

Пищевой дефицит ви-
тамина К . 25 ,4±1,0* 39 ,9±5 ,9 14,3*2,0* 

Введение иелентана 31 ,2±2 ,5* 41 ,3±2 ,2 30 ,3±3 ,8 
Избыток витамина К 2 0 , 5 ± 1,0 3 7 , 0 ± 2 , 3 25 ,0±4 ,3 

П р и м е ч а н й е . Здесь и в табл. 2 звездочка — досто-
верное, .различие ( р < 0 , 0 5 ) от контроля. 
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Т а б л и ц а 2 

Активность менадионредуктазы и содержание цитохромов 
Ьг, и Р = 4 5 0 в микросомах печени крыс при различной обеспе-
ченности витамином К и введении пелентана 

Условия 
эксперимента 

Менадиоире-
дуктаза, 

нмоль/на 1 мг 
белка (п = 5) 

Ьб, нмоль/мг 
белка (п=3) 

Р = 4 5 0 , 
имоль/мг 

белка (п= б) 

Контроль 7 0 ± 18 0 ,359±0,012 0 ,334±0,056 

Пищевой дефицит ви-
тамина К 110±18* 0 ,394±0 ,005 0,237±0,031* 

Введение пелентана 8 6 ± 1 9 0,459±0,019* 0,353±0,041 
Избыток витамина К 7 6 ± 1 6 0,462±0,030* 0 ,368±0,056 

вого связывания с использованием набора «Vitamin D;} 
screening Kit» («Buhlmann Laboratories» Швейцария) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В табл. 1 
представлены данные, характеризующие обеспе-
ченность крыс витаминами К, D и С. На развитие 
умеренного дефицита витамина К у крыс, ли-
шенных этого витамина (2-я группа), указывает 
увеличение протромбинового времени на 30 % по 
сравнению с контрольной группой. У животных, 
получавших пелентан, этот показатель увеличи-
вался на 60 %, что свидетельствует о наруше-
ниях в системе свертывания крови, подобных 
наблюдаемым при алиментарном дефиците вита-
мина К [20]. Введение 10-кратной дозы викасола 
не влияло на протромбиновое время. 

По некоторым данным, недостаточность вита-
мина К приводит к снижению уровня в организме 
витамина С [9]. Однако, как следует из получен-
ных результатов, содержание суммарной аскор-
биновой кислоты в печени животных всех групп 
не различалось. 

Ранее в нашей лаборатории было обнаружено, 
что при дефиците витамина К изменяются неко-
торые витамин D-зависимые процессы и взаимо-
действие рецепторов витамина D с ДНК-целлю-
лозой в условиях in vitro [10]. В связи с этим 
в плазме крови была измерена концентрация 
25-OHD параметра, отражающего обеспечен-
ность животных витамином D. При первичном 
дефиците витамина К (2-я группа) наблюдалось 
достоверное уменьшение этого показателя прибли-
зительно на 50 %. Введение пелентана или избыт-
ка викасола не отражалось на этом показателе. 

В табл. 2 представлены результаты определе-
ния активности растворимой менадионредуктазы 
печени. Удельная активность этого фермента в 
расчете на 1 мг белка растворимой фракции, 
выделенной из печени животных, лишенных ви-
тамина К, была повышена приблизительно на 
40 % по сравнению с животными контрольной 
группы. Такое изменение может быть обусловлено 
как абсолютным увеличением содержания или 
каталитической активности этого фермента, так 
и уменьшением количества других белков цито-
золя. Наблюдаемое повышение активности ме-
надионредуктазы, по-видимому, носит адапта-
ционный характер, позволяя в условиях недоста-
точного поступления витамина К поддерживать 
концентрацию его восстановленной формы на 
достаточно высоком уровне. Как было показано 
ранее, дефицит витамина К не приводил к нару-
шению функционирования и митохондриальной 

менадионредуктазы | 6 | . Введение пелентана или 
избыточной дозы викасола не влияло на актив-
ность растворимой менадионредуктазы. 

Количественная оценка содержания цитохро-
мов в микросомах печени показала, что введение 
избытка как викасола, так и пелентана увеличи-
вает содержание цитохрома и не влияет на со-
держание цитохрома Р-450 (см. табл. 2). Эти ре-
зультаты согласуются с данными работы [3] об 
отсутствии индуцирующего действия пелентана 
на цитохром Р-450. 

Алиментарный дефицит витамина К, практи-
чески не отражаясь на содержании цитохро-
ма Ьб, приводил к достоверному снижению содер-
жания цитохрома Р-450 на 30 %. Это означает, 
что даже умеренный дефицит витамина К может 
иметь существенные последствия для организма 
при контакте с ксенобиотиками. Аналогичные 
данные о снижении содержания в печени цито-
хрома Р-450 при алиментарной недостаточности 
витамина А получены в других лабораториях 
[7, 18]. Снижение содержания цитохрома Р-450 
при пищевом дефиците витамина К отчасти может 
объяснить и уменьшение концентрации 25-OHD 
в сыворотке крови, так как цитохром Р-450 на-
ряду с флавопротеидом является компонентом 
монооксигеназы, гидроксилирующей в печени 
витамин D [12]. 

Поскольку алиментарный дефицит витамина К, 
введение пелентана и избытка викасола не влияли 
на содержание в печени аскорбиновой кислоты, 
то это дает основание считать, что все обнару-
живаемые изменения активности менадионредук-
тазы и содержания цитохромов не опосредованы 
изменениями в обеспеченности витамином С, а 
более прямо связаны с системой витамина К. 

Таким образом, выявлено различие эффектов 
алиментарного дефицита витамина К и введения 
пелентана. Дефицит витамина К приводил к уве-
личению удельной активности растворимой ме-
надионредуктазы и снижению содержания цито-
хрома Р-450 в печени. Введение антивитамина К 
не сопровождалось изменением этих параметров, 
но приводило к увеличению содержания цито-
хрома Ьб, не изменяющемуся при недостаточ-
ности витамина К. 

Суммируя полученные данные, можно заклю-
чить, что введение антивитаминов К, нарушаю-
щих 7-карбоксилирование белков, может вызы-
вать состояние организма, лишь по некоторым 
параметрам (протромбиновое время) сходное с 
алиментарном дефицитом витамина К. Это озна-
чает, что введение пелентана, по-видимому, позво-
ляет избирательно выявить изменения, вызван-
ные нарушением у-карбоксилирования, но не мо-
жет быть использовано в качестве модели истин-
ного дефицита витамина К. 
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К О Ц Е Н К Е ОБЕСПЕЧЕННОСТИ ОРГАНИЗМА 
ВИТАМИНАМИ В2, Вг„ И РР ПО Д А Н Н Ы М 
Э К С К Р Е Ц И И ВИТАМИНОВ И ИХ МЕТА-
БОЛИТОВ ПРИ АЛИМЕНТАРНОМ Д Е Ф И Ц И -
ТЕ Ж Е Л Е З А И РИБОФЛАВИНА 
Институт питания РАМН, Москва 

Одним из распространенных методов оценки 
обеспеченности организма водорастворимыми ви-
таминами является изучение экскреции витами-

3 Вопр. мед. химии № 5 

нов или их метаболитов с мочой [3, 9]. Вместе 
с тем витамины являются кофакторами многих 
ферментов, активность которых может зависеть 
от обеспеченности организма другими нутриен-
тами. Так, было обнаружено, что алиментарный 
дефицит витамина Вб даже при нормальном содер-
жании ниацина в рационе приводит к снижению 
экскреции с мочой 1-N-метилникотинамида ( l -N-
МНА), который является конечным продуктом 
катаболизма как самого ниацина, так и трипто-
фана по кинурениновому пути [1 | . Таким обра 
зом, параметры, используемые в качестве показа-
телей обеспеченности организма ниацином, изме-
няются в данном случае вследствие дефицита 
витамина В6, а не PP. 

По-видимому, еще более значительные наруше-
ния метаболизма витамина В6 и ниацина могут 
возникать при недостаточности рибофлавина 
(РФ) , в связи с тем что в метаболизме вита-
мина В6 принимают участие ФМН-зависимая пи-
ридоксаминфосфатоксидаза (КФ 1.4.3.5), катали-
зирующая превращение пиридоксаминфосфата в 
пиридоксальфосфат (ПАЛФ) , и ФАД-зависимая 
гемсодержащая альдегидоксидаза (КФ 1.2.3.1), 
окисляющая пиридоксаль до 4-пиридоксиловой 
кислоты (4-ПК) [8, 9]. Активность пиридоксамин-
фосфатоксидазы и степень ее активации экзоген-
ным ФМН в эритроцитах (ФМН-эффект) исполь-
зуется в настоящее время в качестве одного из 
показателей обеспеченности организма РФ [13]. 
Нарушение функционирования этого фермента 
приводит к изменению концентрации ПАЛФ 
в крови и тканях, т. е. к возникновению так 
называемого сопутствующего или вторичного 
дефицита витамина ВГ) |12, 14]. 

Экскреция 1-N-MHA может также изменяться 
при недостаточности РФ как вследствие сниже-
ния активности ФАД-зависимой кинуренин-3-мо-
нооксигеназы (КФ 1.14.13.9), так и через измене-
ние активности ряда ПАЛФ-зависимых фермен-
тов (кинурениназа, КФ 3.7.1.3; кинуренинамиио-
трансфераза, КФ 2.6.1.7) [2, 7, 17|. Кроме того, 
на данном метаболическом пути функционируют 
железосодержащая 3-гидроксиантранилат-3,4-
диоксигеназа (КФ 1.13.11.6) [4] и гемсодер-
ж а щ а я триптофан-2,3-диоксигеназа (КФ 
1.13.11.11) [7]. Активность обоих ферментов сни-
жается при дефиците железа [4]. 

На основании вышесказанного можно предпо-
ложить, что дефицит как РФ, так и железа, 
достаточно распространенный среди населения, 
может отразиться на величинах экскреции 4-ПК, 
1 N-MHA и РФ, что приведет к неправиль-
ной оценке обеспеченности организма витамина-
ми. В связи с этим нами было изучено влия-
ние недостаточности железа и РФ на экскрецию 
с мочой РФ, 4-ПК и 1-N-MHA с целью оцен-
ки адекватности применяемых тестов для исполь-
зования их в качестве показателей обеспечен-
ности организма витаминами В2, Вб и PP. 

М е т о д и к а . Исследования проведены на крысах-самчах 
Вистар с исходной массой 45 50 г, находившихся па стан-
дартном иолусинтетическом рационе, содержащем 22 % ка би-
на, 60,7 % кукурузного крахмала, 10 % подсолнечного масла, 
3 % целлюлозы, 4 % солевой смеси, 0,2 % холинхлорида. 
Витаминная смесь (0,1 % рациона) имела следующий состав 
(в процентах): тиамин 0,5, рибофлавин 0,5, иири-
доксин 0,5, фолиевая кислота 0,02, цианокобала-
м и и 0,002, никотиновая кислота 2,0, пантотенат 
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Биохимическая характеристика обеспеченности организма крыс РФ и железом 

Т а б л и ц а 1 Таблица 3 

Д е н ь 
иссле-
дова-

ния 

Группа 
животных 

Гемоглобин, 
мг /100 мл крови, 

(п= 4 10) 

Активность 
глутатионредуктазы, 

н мол ь /м л 
эритроцитов 

за 1 ч ( п = 6 — 8 ) 

ФАД-эффект 
( п = 6 8) 

Общий РФ 
в эритроцитах, 

нг/мл (п = 6—9) 

Свободный 
РФ в плазме 

крови, 
нг /мл (п — 6—9) 

2 8 -

42-й 

( + F e + B 2 ) 
( + F e В 2 ) 

( F e + B a ) 
( Fe В2) 
( + F e + B , ) 

2-я (-{-Fe—В2, + B2) 
3-я ( — F e + B 2 , + Fe) 
4-я ( Fe В,, -f Fe) 
5-я (— Fe B2, -f B2) 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 
1 я 

12 ,9±0 ,3 
12 ,6±0,5 
7 ,0±0,2* '** 
6 ,7±0,6* '** 

12 ,6±0 ,3 
13,1 ± 0 , 4 
12,1 ± 0 , 8 
11,4±0,6 

42 ,0±2 ,7 
21 ,4±0,4* 
4 8 , 3 ± 1,8** 
35,3±4,8**'*** 
2 7 , 5 ± 1,9 
27 ,7±3 ,9 
43,3±4,6* '** 
27,7±2,2** 
38 ,4±3 ,5* 

1 ,12±0,02 
1,70±0,10* 
1,15±0,01** 
1,21 ±0 ,05** 
1 ,07±0,03 
1,11 ± 0 , 0 2 
1,08 ± 0 , 0 2 
1,39±0,04*'**'*** 
1,05 ± 0 , 0 8 

77 ,5±8 ,4 
56,1 ± 1 3 , 5 

108,8±8,0*'** 
97,1 ± 13,7 
75 ,7±3 ,9 
84 ,0±2 ,9 
77 ,4±5 ,0 
32 1 -1-4 4*,**,*** 
98,8±7!8*'*** 

1 1 ,6±0,7 
7 , 3 ± 1,0* 

13 ,2± 1,1 ** 3 j Q*,*•,*** 

2 1 , 8 ± 1,5 
2 0 , 6 ± 0 , 8 
2 9 , 2 ± 1,8 

8,4±0,6* '** '*** 
21 ,5±2 ,1 

три 
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: 

от 3-й группы. 
одна звездочка - достоверное {рс0,05) отличие от 1-й группы, две от 2-й группы, 

кальция 2,8, биотип 0,01, глюкоза до 100. С под-
солнечным маслом вносили ретинолпальмитат в количестве 
15 000 М Е / к г и витамин D:i 1000 М Е / к г рациона. 
Витамин Е дополнительно не добавляли, так как его было 
достаточно в подсолнечном масле (50 мг/кг корма). Таким 
образом, РФ поступал с рационом в количестве 0,1 мг, а 
железо 4,5 мг на крысу в сутки. 

Все животные были разделены на 4 группы: 1-ю группу 
(-f-Fe-j-В2) составили животные, получавшие сбалансирован-
ный по всем нутриентам рацион (контрольная группа); 
животные 2-й (- j-Fe—В2) и 3-й ( F e - f B 2 ) групп находи-
лись на том же рационе, но не получали, соответствен-
но РФ или железо [15]. Крысы 4-й группы (—Fe—В2) 
были лишены как железа, так и РФ. Через 28 дней часть 
животных забивали, а оставшимся с 28-го по 42-й день экспери-
мента проводили коррекцию рациона: животным 2-й и 3-й групп 
добавляли в рацион недостающий нутриент в количествах, 
аналогичных рациону животных контрольной группы, а живот-
ные 4-й группы были разделены на 2 подгруппы, одной 
из которых добавляли железо, а другой РФ в тех же 
дозах. 

Сбор суточной мочи осуществлялся на 23, 37 и 42-е сутки 
эксперимента. РФ в моче и плазме крови определяли 
титрованием РФ-связывающим апобелком [16), 4-ПК и 1-N-
MHA в моче по методу [10, 11| с использованием 
внутренних стандартов, общий РФ в эритроцитах — люми-
флавиновым методом [6]. В гемолизате эритроцитов опреде-
ляли активность глутатионредуктазы (ГР) и ФАД-эффект 
[5]. Концентрацию гемоглобина в крови определяли цианге-
моглобиновым методом. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Исключение 
РФ из рациона животных приводило к достовер-
ному снижению концентрации свободного РФ в 
плазме крови, активности ГР эритроцитов и уве-
личению ФАД-эффекта при тенденции к уменьше-
нию содержания общего РФ в эритроцитах 
(табл. 1). Все это указывало на развитие 
тканевого дефицита витамина В2 и сопровожда-
лось существенным снижением экскреции РФ с 
мочой (табл. 2) . Вместе с тем дефицит РФ 
приводил к уменьшению экскреции 4-ПК и 1-N-
MHA по сравнению с животными контрольной 
группы. Несколько иная картина имела место 
при дефиците железа. У животных этой группы 
развитие железодефицитной анемии сопровожда-

лось увеличением концентрации свободного РФ в 
плазме крови, общего РФ в эритроцитах и актив-
ности ГР при том, что экскреция РФ, 4-ПК и 
l -N-МНА с мочой была снижена, хотя и не 
так существенно, как у животных 2-й группы. 
Таким образом, по данным экскреции с мочой изу-
ченных витаминов или их метаболитов можно 
сделать заключение о нарушении метаболизма ви-
таминов В2, B(i и Р Р при алиментарном дефи-
ците железа и РФ. 

Сочетанная недостаточность РФ и железа 
приводила к снижению концентрации свободного 
РФ в плазме крови, однако концентрация об-
щего РФ в эритроцитах была выше, чем у жи-
вотных первых 2 групп. Активность ГР эритро-
цитов снижалась незначительно (по сравнению с 
контрольной группой), а ФАД-эффект в среднем 
указывал на умеренный дефицит витамина В2. 
В то же время экскреция РФ с мочой была 
на уровне следовых количеств. У этой группы 
животных сочетанный дефицит РФ и железа ока-
зывал неоднозначное влияние на экскрецию 4-ПК 
и l-N-МНА. Так, экскреция 4-ПК у животных 
4-й группы уменьшалась в среднем на 57 %, что 
было выше, чем при изолированном дефиците РФ 
или железа. Это дает основание предположить, 
что нарушение метаболизма пиридоксина в дан-
ном случае является результатом снижения актив-
ности ФАД-зависимой гемсодержащей альдегид-
оксидазы. Экскреция 4-ПК при дефиците обоих 
нутриентов составила лишь 43 % от уровня ее вы-
деления у контрольной группы животных. По-
видимому, это определяется не только глубиной их 
дефицита, но и тем, что реакция окисления ПАЛФ 
до 4-Г1К, помимо альдегидоксидазы, может ката-
лизироваться НАД-зависимой пиридоксальдегид-
рогеназой. Полученные данные демонстрируют, 
что уменьшение экскреции с мочой 4-ПК не 
всегда является следствием недостаточности по-
ступления витамина Вб с пищей, так как в дан-

Т а б л и ц а 2 
Суточная экскреция с мочой РФ, 4-ПК и l-N-МНА у животных на 23-й день от начала эксперимента 

I руина животных 4-ПК, мкг l -N-МНА, мкг 

1-я ( + F e + B 2 ) ( п = 6 ) 
2-я ( - f F e — В2) ( п = 10) 
3-я ( F e + B 2 ) (п== 14) 
4-я (—Fe— В2) ( п = 18) 

9 ,28±2 ,00 
0 ,06±0,03* 
5 , 7 9 ± 1,00** 
0,09±0,02* '*** 

8 ,13±0 ,54 
4 ,02±0 ,85* 
5 ,07±0 ,70* 
3 ,53±0 ,49* 

4 5 0 ± 1 0 0 
100±30* 
170 ± 3 0 * 
240±40** 
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Динамика изменения суточной экскреции РФ ( / ) , 4 - N - П К (2) и 
I-N-MMA (<?). 
Но осям абсцисс день эксперимента; но осям ординат: ч величина экскре-
ции РФ, 4-ПК (п мкг) и l-N-МНЛ (в мг); о <> экскреция РФ, 4-ПК и 1-N-
MHA, % от контроля, и контроль, + Fc-fВг; 0 • -f-Fe—В»; н — -Fe-f-B<>; 

Fe В2; д Fe Bj. Стрел кой отмечено начало введения недостающего 
компонента в рационе. 

ном случае причиной уменьшения экскреции этого 
метаболита является дефицит РФ и (или) 
железа . 

Если сочетаниая недостаточность РФ и железа 
снижала экскрецию 4-ПК более значимо, чем их 
изолированный дефицит, то экскреция с мочой 
l -N-МНА у животных 4-й группы была выше, чем 
у крыс 2-й и 3-й групп. По-видимому, умень-
шение экскреции l -N-МНА в случае недостаточ-
ности лишь РФ можно объяснить снижением 
активности Ф АД-зависимой кинуренин-3-моиоок-
сигеназы. Не исключено также, что определен-
ную роль в этом может иметь и снижение 
активности ПАЛ Ф-за виси мой кииуреииназы — 
фермента, лимитирующего интенсивность метабо-
лизма триптофана, вследствие возникновения со-
путствующего дефицита витамина Во при недо-
статочности РФ. При дефиците железа сниже-
ние выделения l -N-МНА можно объяснить сниже-
нием активности железосодержащей 3-гидрокси-
антранилат-3,4-диоксигеназы и гемеодержащей 
триптофан-2,3-диоксигеназы. Некоторое увеличе-
ние экскреции этого метаболита при совмест-
ном дефиците Р Ф и железа по сравнению с его 
экскрецией при недостаточности одного РФ может 
быть обусловлено снижением дальнейшего окисле-
ния l -N-МНА до метилпиридонкарбоксамида 
естественного продукта метаболизма ниацина, 
так как эта реакция катализируется ФАД-зави-
симой гемеодержащей альдегидоксидазой. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что сниже-
ние экскреции l -N-МНА также не всегда явля-
ется следствием недостаточного поступления ниа-
цина с рационом. 

Таким образом, можно заключить, что дефицит 
как РФ, так и железа приводит к снижению 
экскреции 4-Г1К и l -N-МНА с мочой, хотя содер-
жание этих витаминов в рационе находилось 
в пределах физиологических величин. Д л я выясне-
ния причин снижения экскреции этих метаболи-
тов с мочой нами был проведен второй этап 
эксперимента. Введение в рацион животным 2-й 
группы РФ в течение 8 сут (37-й день экспери-
мента) вызывало увеличение экскреции РФ, 
l -N-МНА и 4-ПК, однако во всех случаях эти 
величины были ни же, чем у контрольной группы 
животных, соответственно на 61, 58 и 4 5 % (см. 
рисунок). Дальнейшее введение в рацион РФ (42-й 
день эксперимента) сопровождалось полным вос-
становлением экскреции l -N-МНА, в то время как 
выделение РФ и 4-ПК еще оставалось сниженным 
при том, что концентрация РФ в эритроци-
тах и плазме крови и величина ФАД-эффекта 

указывали на нормальную обеспеченность орга-
низма УТИХ животных РФ Полное восстановле-
ние экскреции l - N - М Н А на 42-е сутки экспери-
мента при сохранившемся отставании в массе тела 
(на 4 1 % на 28-й день и на 4 0 % на 42-й 
день эксперимента по сравнению с контрольной 
группой) доказывает , что уменьшение экскреции 
этого метаболита является следствием недоста-
точности РФ, а не задержки роста и соответ-
ственно меньшего потребления корма. Неполное 
восстановление экскреции 4-Г1К и РФ к 42-му дню 
хорошо объяснимо, если недостаточность витами-
на В2 действительно приводит к снижению актив-
ности ФМН-зависимой пиридоксаминфосфатокси-
дазы и соответственно уменьшению образования 
ПАЛФ, поскольку экскреция 4 -ПК может увели-
читься только после полного насыщения организ-
ма витамином В6. Другими словами, введение в 
рацион лишенных РФ животных этого витами-
на в первую очередь должно вызывать восста-
новление экскреции l -N-МНА и лишь затем 
4 -ПК и РФ. 

Введение железа в рацион животных 3-й груп-
пы в течение 8 сут сопровождается полным вос-
становлением экскреции РФ до уровня величин, 
имеющих место у контрольных животных (см. 
рисунок). За этот срок полностью восстанавли-
вается экскреция 4 -ПК и l -N-МНА, что хорошо со-
гласуется с данными о том, что активность 
3-оксиантранилатоксигеназы, сниженная при де-
фиците железа , легко восстанавливается при его 
добавлении in vitro [4]. На фоне недостаточности 
РФ у животных с алиментарным дефицитом 
железа введение его вызывает незначительное уве-
личение экскреции l -N-МНА по сравнению с конт-
рольной группой, что может объясняться ингиби-
рованием альдегидоксидазы и как следствие уве-
личением экскреции l -N-МНА и уменьшением 
выделения метилпиридонкарбоксамида. 

Таким образом, полученные данные показы-
вают, что снижение экскреции 4-ПК и 1-N-MHA 
не всегда можно рассматривать как свидетель-
ство недостаточной обеспеченности организма ви-
таминами В6 и PP . Снижение этих величин 
может быть следствием дефицита РФ или железа . 
О дефиците именно этих витаминов, по-види-
мому, можно говорить лишь либо при одновре-
менном уменьшении содержания витаминов в кро-
ви и их метаболитов в моче, либо при умень-
шении экскреции с мочой 1-N-MHA и 4-ПК, 
когда выделение Р Ф находится в пределах 
нормальных величин. 
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I N S T I T U T E O F N U T R I T I O N , ACADEMY O F M E D I C A L 
S C I E N C E S O F T H E U S S R , M O S C O W 

Al imen ta ry deficiency in r iboflavin a n d / o r ferrurn in r a t s in-
volved dist inct dec rease in excretion of 4-pyridoxylic acid and 
1-N-methyl n ico t inamide — the metabol i tes cons idered as the 
indices of v i t amins B(i and P P consumpt ion . The effect obser-
ved a p p e a r s to occur due to a dec rease in activity of some 
f e r r u m - and f l av in -con ta in ing enzymes pa r t i c ipa t ing in the 
me tabo l i sm of pyridoxine and hiaein. Addition to the diet of 
the deficient componen t normal ized these pa t t e rn s . Use of the 
da ta on excretion of 4-pyridoxylic acid and 1-N-methyl 
n ico t inamide as cr i ter ia of consumpt ion of pyridoxine and 
niacin is d iscussed. 
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В Л И Я Н И Е О К С И Т И А М И Н А Н А О П У Х О Л Е -

В Ы Й Р О С Т И Н Е К О Т О Р Ы Е Б И О Х И М И Ч Е -

С К И Е И Г Е Н Е Т И Ч Е С К И Е Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И 

Н О Р М А Л Ь Н Ы Х И О П У Х О Л Е В Ы Х К Л Е Т О К 

Институт биохимии АН Беларуси, Гродно 

Интерес к метаболизму антивитаминов вполне 
обоснован в связи с уже известными достиже-
ниями и перспективами в области химиотерапии 
[2 | . Окситиамин (ОТ) - структурный аналог 
витамина В| (тиамина) можно рассматривать 
как соединение, специфическим образом включаю-
щееся в биохимические процессы, контролируе-
мые витамином Bi [5, 6]. Роль витамина В| при 
злокачественном росте определяется тем, что 
биосинтез нуклеиновых кислот и белков в клетках 
связан с реакциями, зависящими от обеспечен-
ности организма тиамином. К ним относится 
образование пентозофосфатов и восстановленных 
эквивалентов NADPH в пентозофосфатном цикле 
( П Ф Ц ) , частью которого является фермент 
транскетолаза, регулирующий через кофермент 

Т а б л и ц а 1 Таблица 3 

Влияние ОТ на активность транскетолазы в тканях мышей 
с асцитной карциномой Эрлиха 

Группа животных 

Исследуемые ткани 
интактные с АКЭ АКЭ + 

окситиамии 

Печень 
Селезенка 
Опухолевые клетки 

П р и м е ч а н и е 
животных с АКЭ. 

1 0 6 ± 7 , 8 100 ± 4 , 3 7 0 ± 3 , 4 * 
79 i t 2,3 7 6 ± 2 , 9 44 ± 3 , 7 * 

26 ± 3 , 3 1 8 ± 0 , 2 8 * 

Звездочка /?<0,001 относительно 

тиаминдифосфат (ТДФ) синтез и утилизацию 
фосфопентоз и NADPH в клетке. 

Известно, что внутриклеточный уровень фос-
форибозилпирофосфата - предшественника пури-
новых нуклеотидов в печени крыс — снижа-
ется после введения ОТ [1| . Ранее нами было 
показано, что ОТ подавляет рост и повреждает 
клетки карциносаркомы Уокер-256: достоверно 
снижается масса опухоли, изменяются ядерно-
плазменное соотношение и диаметр клеток [9]. 
В клетках карциносаркомы Уокер-256 отмечены 
патологические митозы, количество которых повы-
шается после введения ОТ. В связи с тем что 
отмечена выраженная способность ОТ подавлять 
опухолевый рост, представляет интерес дальней-
шее изучение изменений опухолевых и нормаль-
ных клеток при введении этого фактора в орга-
низме опухоленосителя и интактного животного. 

Нами было проведено изучение влияния ОТ на 
хромосомную структуру клеток асцитной карци-
номы Эрлиха (АКЭ) клеток костного мозга ин-
тактных мышей и мышей-опухоленосителей. Ис-
следовано также влияние введения ОТ на актив-
ность грансклетолазы в опухолевых и нормаль-
ных клетках организма, скорость опухолевого 
роста у мышей. 

М е т о д и к а . Мышам-самкам линии AF (питомник «Ран-
п олово» Р А М Н ) , содержащимся в стандартных усло-
виях, внутрибрюшинно прививали клетки АКЭ (гипердип-
лоидный штамм SL-44 хромосомы) в дозе 6 Х Ю6 жизнеспособ-
ных клеток на мышь. Так как сродство ОТ к тиамин-
пирофосфокиназе в 1000 раз меньше по сравнению с тиами-
ном [6], то для успешной конкуренции его с витами-
ном антивитамин необходимо применять r больших дозах. 
Д л я выявления противоопухолевого эффекта препграт вво-
дили однократно подкожно в объеме 0,2 мл через 2 сут после 
прививки мышам АКЭ. В каждой группе исследовали 
12 животных. На 7-е сутки опухолевого роста животных 
забивали , асцитную жидкость удаляли и определяли количе-
ство опухолевых клеток. Активность транскетолазы как тест ин-
гибируюшего действия ОТ определяли в печени, селезенке и 
опухолевых клетках и в ы р а ж а л и в микромолях седогептулозо-
7-фосфата на 1 кг ткани за I с [7 | . Д л я приготовле-
ния цитогенетических препаратов одновременно части мышей 
внутрибрюшинно вводили колхицин в дозе 0,01 мг на I г массы. 
Через I ч 45 мин животных забивали , получали опухоле-
вые клетки и препарировали бедренные кости. Клетки 
костного мозга вымывали гипотоническим раствором (0,5 % 
KCI) , а затем их и клетки АКЭ подвергали гипотони-
ческой обработке в течение 20 мин при 37 °С. Фиксацию 
проводили трижды смесью ледяной уксусной кислоты и этанола 
(1:3) . Готовые препараты окрашивали по Романовскому 
Гимзе. Проводили анализ числа и структуры хромосом, при 
цитогенетическом исследовании опухолевых клеток определяли 
маркерные хромосомы [10]. Д л я изучения особенностей уров-
ня и характера повреждений хромосом клеток костного 
мозга при действии ОТ проведен сравнительный патоге-
нетический анализ клеток костного мозга при введении 
мышам ОТ в дозе 400 мг /кг , а т а к ж е 1500 мг /кг урета-
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Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
Влияние ОТ на хромосомную структуру асцитной карциномы Эрлиха 

.Условия опыта 
Количеств о клеток с : указанным число хромосом, % Всего 

полиплоидов .Условия опыта 
п 39 43 44 45 46 49 76 81 82 98 

Всего 
полиплоидов 

Контроль 300 24,34 58,33 6,67 2,33 1,33 7,77 8,33 
Окситиамин 300 26,34 57,01 6,67 2,66 0,0 7,32 7,32 

11 р и м е » •i а п и е. п количество 11 роаи ал из ирова 11 ны х клеток в стадии метафазы. 

на и 100 мг/кг циклофосфана, способность которых поверждатъ 
хромосомы установлена [3]. Через 24 ч после введения 
этих препаратов мышам последним вводили по вышеизложен-
ной методике колхицин и готовили цитогенетические пре-
параты клеток костного мозга мышей. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Особенно-
стью биохимического действия ОТ на организм 
животных является подавление активности ТДФ-
зависимых ферментов. При поступлении антиви-
тамина в организм происходит его фосфорили-
рование с образованием окситиаминдифосфата 
(ОТДФ) ложного кофермента. Антикофермент-
ные свойства ОТДФ зависят от степени его срод-
ства к апоферменту. Установлено, что сродство 
ТДФ и ОТД к апопируватдегидрогеназе прак-
тически одинаково, в связи с чем торможение 
активности фермента наступает быстро, уже через 
3 ч после введения ОТ [8]. Иные взаимоотно-
шения между коферментом и антикоферментом у 
транскетолазы. Ранее было установлено, что после 
однократной инъекции ОТ активность транске-
толазы непрерывно падает в течение нескольких 
дней в ряде тканей, достигая пика к 3-м суткам, 
и не проявляет тенденции к нормализации в 
течение последующих 3—5 дней [4]. В связи с вы-
шеизложенным можно предположить, что ОТДФ 
не вытесняет истинный конфермент, а конкурентно 
связывается с вновь синтезированной транске-
толазой. Такой механизм взаимодействия может 
иметь принципиальное значение для быстропро-

Т а б л и ц а 3 
Влияние ОТ на хромосомную структуру клеток костного 
мозга мышей-опухоленосителей 

Условия опыт 

Количе-
ство 

аберраций 
па 

клетку 

Тин хромосомных 
аберраций 

одиночный 
фрагмент 

парный 
фрагмент 

Количе-
ство 

полиплоид-
ных 

клеток 

Окситиамии 
Контроль 

0,07 
0,017 

18 
5 

II р и м еч а н и е . В каждой группе 300 клеток в стадии 
мета фазы. 

лиферирующих тканей и злокачественных клеток. 
Используя ОТ в качестве высокоспецифическо-
го ингибитора транскетолазы, мы предполагали, 
что торможение активности ПФЦ, обеспечиваю-
щего клетки углеводными предшественниками 
NADPH, в первую очередь должно отразить-
ся на быстроделящихся опухолевых клетках. 
Предварительные эксперименты на беспородных 
мышах показали, что ОТ в дозах 200 и 400 мг/кг 
массы достоверно снижают скорость роста АКЭ. 
В дальнейшей работе мы остановились на при-
менении дозы 400 мг/кг. Эта доза в подавляю-
щем большинстве случаев обеспечивает ста-
бильное проявление признаков недостаточности 
витамина ввиду избирательного включения только 
специфических функций тиамина антивитамином 
[5]. Кроме того, доза 400 мг/кг составляет 
1/2 от ЛДюо для мышей. Введение ОТ в дозе 
400 мг/кг массы блокирует активность транске-
толазы в печени и опухолевых клетках на 30 %, 
а в селезенке на 4 3 % (табл. 1). Скорость 
роста опухолевых клеток при этом снижена в 
3 раза (328,94=34,8 клеток АКЭ/мышь -10° без вве-
дения ОТ и 1 11,5±19,2 клеток АКЭ/мышь- 10е при 
введении ОТ). Несоответствие между «незначи-
тельным» торможением активности фермента и 
трехкратным снижением количества опухолевых 
клеток, на наш взгляд, связано с функцио-
нальной особенностью транскетолазы. Сравнение 
данных по распределению ^S-тиамииа в тканях с 
соответствующими результатами изучения актив-
ности транскетолазы указывает, что между содер-
жанием витамина и активностью фермента прямая 
зависимость выявляется только к терминальному 
сроку развития тиаминового дефицита | 4 | . Введе-
ние мышам-опухоленосителям ОТ существенно не 
изменяет хромосомную структуру популяции кле-
ток АКЭ (табл. 2). Не отмечено изменений 
плоидности стволовой линии опухолевых клеток 
(табл. 3). Однако наблюдается почти трехкрат-
ное достоверное ( р < 0 , 0 1 ) возрастание количества 
маркерных хромосом типа А (контроль 0,67 %, 
опыт 1,67 % ) . Введение мышам ОТ в дозе 400 мг/ 
кг массы значительно повышает уровень хромо-

т а б л и ц а 4 

Мутагенный эффект циклофосфана, уретана и ОТ на клетки костного мозга мышей линии AF 

Условия опыта 

Количество 
проанализи 

рованных 
клеток 

в стадии 
метафачы 

Аберрации хромосом Клетки с аберрацией 
хромосом 

Полиплоидные 
клетки 

Условия опыта 

Количество 
проанализи 

рованных 
клеток 

в стадии 
метафачы 

пульверизаци я 
хромосом 

аберрации 
обменного 
типа 

фрагменты 

Клетки с аберрацией 
хромосом 

Полиплоидные 
клетки 

Условия опыта 

Количество 
проанализи 

рованных 
клеток 

в стадии 
метафачы 

пульверизаци я 
хромосом 

аберрации 
обменного 
типа одиноч-

ные парные абс. % абс. % 

Циклофосфан 200 24 28 107 25 95 47 ,5±3 ,53 14 7 , 0 ± 1 , 8 
Уретан 200 55 4 49 24 ,5±3 ,04 
ОТ 200 Н — 11 5 , 5 ± 1,61 
Контроль 200 2 — 2 1 ,0±0,60 
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сомных аберраций в клетках костного мозга 
мышей-опухоленосителей и интактных мышей 
(табл. 4). Хромосомные повреждения характе-
ризуются одиночными и парными фрагментами, 
возрастания плоидности как в нормальных, так и в 
опухолевых клетках не отмечено. Тип повреждения 
хромосом клеток костного : озга при действии 
ОТ сходен с ти! ом повреждений хромосом, вы-
зываемых введением уретана (см. табл. 4): оди-
ночные и парные фрагменты хромосом, отсут-
ствие их числовых аберраций, но интенсивность 
их повреждения значительно выше при введе-
нии уретана. Циклофосфан в дозе 100 мг/кг по 
сравнению с указанными факторами вызывает 
более значительные повреждения хромосом клеток 
костного мозга, что проявляется как в более 
высокой частоте клеток с аберрациями, так и в 
более широком спектре повреждений хромосом. 
При введении циклофосфана обнаружены воз-
растание количества полиплоидных клеток, абер-
рации обменного типа, пульверизация хромосом. 
Таким образом, не выявлено изменений числа хро-
мосом в клетках опухоли и костного мозга, но 
происходят выраженные повреждения структуры 
хромосом клеток костного мозга, что проявляется 
в возрастании числа клеток с хромосомными 
повреждениями на клетку, но эти повреждения 
менее выражены при введении ОТ, чем при вве-
дении таких мутагенов, как уретан и циклофос-
фан, что указывает на возможность исполь-
зования этого антивитамина в составе комплекс-
ной химиотерапии. 
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E F F E C T O F OXYTHIAMINE ON TUMORAL GROWTH AND 
SOME B I O C H E M I C A L AND G E N E T I C P A T T E R N S O F 
NORMAL AND MALIGNANT CELLS 

R I/. Trebukhina, G. V. Kraskovsky, S. B. Melnov, 
7h V. Motylevich, N. I. Mel nova, 

' r ist i tute of biochemistry, academy of sciences of the 
Byelorussian SSR, Grodno 

The effect of oxythiamine (400 mg/ 'kg) on chromosomal 
s t ruc tu re of Khrlich ascites carcinoma cells (EAC, hyperdiploid 
s t ra in) and bone m a r r o w cells was s tudied in intact AF mice. 
The influence of the ant ivi tamin on the ra te of tumor growth 
was invest igated in tumor -bea r ing mice. Oxythiamine 
decreased t r anske to lase activity in hepatocytes and tumora l cells 

and markedly inhibited tumor growth. Amount of chromosomes 
was unal tered both in tumor cells and iri bone m a r r o w cells, 
which could be manifes ted as increased content of cells with 
impairment of chromosomal set calculated per a cell. However, 
the oxythiamine-induced impairment of chromosomal integrity 
was less distinct as compared with the effect of such muta-
gens as u rc thane and cyclophosphamide; hence, the antivi tamin 
might be used in the courses of combined chemotherapy. 

(£) В. В. ЛЕЛЕВИЧ, Л. Ф. ПАНЧЕНКО, 1992 

УД К 016.89-008.44 1. 13-092.9-07:616.153.455.623-074 

В. В. Лелевич, Л. Ф. Панченко 

СОСТОЯ н И Е У Г Л Е В О Д НО ГО ОБМЕНА В 
ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРЫС ПРИ АЛКОГОЛЬ-
НОМ АБСТИНЕНТНОМ С И Н Д Р О М Е 

Гродненский медицинский институт, Научный центр медико-
биологических проблем наркологии Минздрава, Москва 

Хроническая алкогольная интоксикация сопро-
вождается нарушениями углеводного обмена в 
головном мозге [5, 16]. В процессе формирова-
ния алкоголизма в нервной ткани происходит сни-
жение потребления кислорода, торможение утили-
зации макроэргов, замещение глюкозы в обмене 
Нервных клеток другими субстратами [7, 15]. Пре-
кращение поступления этанола в организм прояв-
ляется тяжелыми психическими и неврологиче-
скими нарушениями, классифицируемыми как 
алкогольный абстинентный синдром (ААС). Мета-
болические отклонения обмена глюкозы при ААС 
являются более выраженными, чем при потребле-
нии алкоголя [2, 8, 13]. Это проявляется в раз-
витии глубокой гипогликемии, гиперлактатемии и 
снижении уровня пирувата в крови [2]. Отме-
чают [10], что одним из механизмов, лежащих в 
основе формирования ААС, является развитие 
субстратного и соответственно энергетического 
дефицита в ЦНС. Это по вторичным, энерго-
зависимым механизмам приводит к нарушениям 
нейромедиаторного обмена, и прежде всего тор-
мозных медиаторов — ГАМК и дофамина 
[11]. Снижение окислительных процессов и уров-
ня восстановленных нуклеотидов создает предпо-
сылки для развития оксидативного клеточного 
стресса, который также способствует развитию 
ААС [17]. В 1-е сутки развития ААС в мозгу 
снижается уровень гликогена, АТФ и креатин-
фосфата [13]. В эти же сроки увеличивается 
захват 2-дезоксиглюкозы в ряде образований 
головного мозга [12]. Назначение совместно с 
этанолом солей молочной, [3-оксимасляной и пиро-
виноградной кислот препятствует развитию ААС 
[8], что связывают с нормализацией энерге-

тического обмена за счет восполнения недо-
стающих субстратов. Для расшифровки механиз-
мов выявленных изменений необходимы более 
детальные сведения о функционировании основ-
ных путей метаболизма глюкозы в мозгу в дина-
мике развития ААС. 

В настоящей работе была поставлена задача 
изучить ряд сопряженных показателей углевод-
ного обмена в некоторых образованиях голов-
ного мозга крыс при ААС. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на беспородных кры-
сах-самцах массой 160 200 г (по 8 12 животных в груп-
пе). ААС моделировали методом интрагастральных инту-
баций по Майхровичу [14] в модификации [1]. Живот-
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№ 

Активность ФФК и Л Д Г (в нмоль на 1 мг белка в I мин) 
в различных отделах головного мозга крыс при ААС 

Группа 
животных 

1-Я 
2-я 
3-я 
4-я 

1-я 
2-я 
3-я 
4-я 

Кора Тала мическа и 
область Ствол мозга 

ФФК 

168 ,7± 10,9 
197 ,9±23,5 
182 ,8± 17,5 
202,3=4=12,8 

7 9 8 ± 7 9 , 7 
901 ± 8 6 , 3 
8 5 7 ± 6 0 , 9 
8 1 8 ± 7 6 , 6 

176,0± 12,9 
2 2 7 , 2 ± 19,4* 
185,9± 19,3 
190,0± 18,4 

Л Д Г 

8 7 6 ± 6 8 , 3 
1092 ± 6 3 , 6 * 
984 ± 7 7 , 1 
8 8 4 ± 8 1 , 9 

182,8± 1 1,0 
222,4 ± 1 3 , 9 * 
2 2 8 , 9 ± 14,7* 
185,3 ± 15,1 

7 1 4 ± 3 0 , 7 
872±55 ,4* 

1052 ± 8 6 , 2 * 
706 ± 6 5 , 6 

Содержание глюкозы (а) и лактата (б) (в мкмоль/г) в голов-
ном мозге крыс в динамике ААС. 
I 4 - группа животных; К кора больших полушарий; Т — таламическая 
область; С — ствол мозга. Звездочка — /><0,05 относительно 1-й группы (конт-
роль) . 

ным внутрижелудочно вводили 25 % раствор этанола в дозе 
5 г /кг массы тела 2 раза в сутки с интервалом 12 ч на 
протяжении 5 дней. Крыс декаиитировали через 3 ч, 1 и 3 сут 
после последнего введения этанола (2, 3 и 4-я группы со-
ответственно). Контрольные животные (1-я группа) получали 
в аналогичные сроки эквиобъемные количества физиологи-
ческого раствора. 

После декаиитации извлекали головной мозг и на холоду 
выделяли кору больших полушарий, таламическую область 
и ствол головного мозга. В надосадочной фракции (10 000 g, 
30 мин) определяли активность фосфофруктокиназы (ФФК) 
(КФ 2.7.1.11) [18] и лактатдегидрогеназы ( Л Д Г ) (КФ 
1.1.1.27) |6 ] . Содержание глюкозы и лактата определяли 
в безбелковых центрифугатах, получаемых с помощью 6 % 
хлорной кислоты из ткани, замороженной в жидком азоте. 
Глюкозу определяли в системе, содержащей глюкозо-6-фосфат-
дегидрогеназу и гексокиназу [4], уровень лактата исследо-
вали с помощью Л Д Г |9] . Концентрацию глюкозы в плазме 
крови устанавливали ортотолуидиновым методом с исполь-
зованием стандартных наборов фирмы «Лахема». 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 . Форсиро-
ванная алкоголизация в течение 5 дней не изме-
няет уровень гликемии у исследуемых животных. 
Через 3 ч после последнего введения этанола 
(2-я группа) содержание глюкозы в крови не отли-
чается от уровня контрольной группы (5 ,75±0,48 
и 5,33=1=0,37 ммоль/л соответственно; р<0,5). 
Спустя 1 сут после прекращения введения 
алкоголя уровень гликемии достоверно возрастает 
в сравнении с контролем (5,334=0,37 и 6,91 i t 
0,58 ммоль/л,- р<0,05), а через 3 сут нормали-
зуется. Следовательно, 5-дневная алкоголизация 
не приводит к дезинтеграции сложной системы 
регуляции гликемии. Повышение содержания глю-
козы в крови через 1 сут после прекращения 
назначения этанола соответствует максимальному 
проявлению поведенческих симптомов ААС и опре-
деляется, по всей вероятности, формированием 
стрессорного состояния [1, 14]. 

Содержание глюкозы в ткани мозга повыша-
ется после 5-дневного введения алкоголя, но в раз-
ной степени в исследуемых мозговых образова-
ниях (см. рисунок). В коре больших полуша-
рий уровень гдюкоз.ы увеличивается на 60 % к в 
стволе мозга — на 4 4 % , а в- таламической 
области на 33 % в сравнении с контроль-
ной группой. Это согласуется с данными о замед-
лении катаболизма глкжозы в- моэру при' острой 
и ^непродолжительной алкогольной интоксикации 
(5, 15). А^ко*ч*1изгЫ*ия в течение 5 дцей прегы- ' 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — р < 0 , 0 5 относительно 
1-й группы (контроль). 

шает активность ФФК и Л Д Г в таламической 
области и стволе мозга, не изменяя ее в коре 
больших полушарий (см. таблицу). При острой 
алкогольной интоксикации нами выявлена актива-
ция этих же ферментов только в коре больших 
полушарий [3]. Следовательно, доза этанола и 
длительность его назначения определяют выра-
женность, локализацию и направленность метабо-
лических отклонений обмена глюкозы в ткани 
головного мозга. Активация ФФК и Л Д Г в тала-
мической области и стволе мозга при действии 
этанола обеспечивает, по всей вероятности, более 
низкий здесь прирост уровня глюкозы. Содержа-
ние лактата после 5-дневного введения алкоголя 
увеличивается во всех исследуемых отделах мозга, 
но в большей степени в таламической области и 
стволе мозга. 

Через 1 сут после прекращения поступления 
этанола содержание глюкозы продолжает увели-
чиваться, превышая контрольный уровень в коре 
на 91 %, в таламической области на 54 % и в 
стволовой части мозга на 58 %. Этому способ-
ствуют развивающаяся гипергликемия, а также 
увеличение захвата глюкозы мозговой тканью, ре-
гистрируемое на этой стадии ААС [12]. Актив-
ность ФФК и Л Д Г в коре больших полушарий и 
таламической области снижается до уровня конт-
рольной группы. В стволе мозга активность ФФК 
не изменяется, а Л Д Г — достоверно повыша-
ется в сравнении с таковой во 2-й группе. 
Содержание лактата через 1 сут после послед-
него введения этанола превышает уровень конт-
рольной группы в таламической области и стволе 
мозга. При длительном поступлении этанола в 
нервной ткани происходит переход с утилиза-
ции привычного энергетического субстрата — глю-
козы на лактат и |3-оксибутират [10, 11]. Раз-
витие ААС сопровождается обратной трансфор-
мацией энергопроизводящих процессов. В этой 
связи повышение содержания глюкозы в ткани 
мозга к концу 1-х суток ААС можно рассматри-
вать как адаптационную реакцию на снижение 
уровня характерных для форсированной алкоголи-
зации энергетических субстратов. 

Через 3 сут после прекращения назначения 
этанола содержание глюкозы остается повышен-
ным в коре больших полушарий, тогда как в 
таламической области и стволе мозга дно сни-
жается до значений контрольной группы. Актив-
ность ФФК и Л Д Г , концентрация лактата в ис-

2 3 



следуемых образованиях мозга к этому сроку не 
превышает уровня контрольной группы. 

Таким образом, при ААС отмечается периодич-
ность изменений углеводного обмена в ткани 
головного мозга. На фоне максимальных внешних 
проявлений ААС (через 1 сут) выявляется зна-
чительное, распространенное на все мозговые 
образования повышение содержания глюкозы. 
Концентрация лактата в этот период превышает 
таковую во 2-й группе в коре и таламиче-
ской области. Это указывает на то, что после пре-
кращения действия этанола не происходит про-
стого обратимого снижения выраженности его эф-
фектов в ткани головного мозга. Характер 
изменений углеводного обмена определяется пере-
ходом на утилизацию глюкозы как основного 
энергетического субстрата. Через 1 сут после окон-
чания алкоголизации нервная ткань активно ути-
лизирует этот субстрат из крови [12]. Поэтому 
на фоне предыдущего торможения этанолом ката-
болизма глюкозы в нейронах происходит повы-
шение ее уровня в сравнении с периодом алко-
голизации. Изменения активности ферментов гли-
колиза, по всей вероятности, интегрально отра-
жают различную функциональную заинтересован-
ность мозговых образований в патогенезе ААС 
и действие ряда регуляторных факторов. Сохра-
нение повышенного содержания глюкозы в коре 
больших полушарий на 3-й сутки абстиненции 
свидетельствует о замедленной метаболической 
трансформации в данной структуре мозга. 
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C A R B O H Y D R A T E M E T A B O L I S M IN BRAIN O F RATS 
WITH A L C O H O L W I T H D R A W A L S Y N D R O M E 

V. V. Lelevich, L. F. Panchenko 
Medical Ins t i tu te , G r o d n o , Al l -Union Research C e n t r e of 
Medico-Biological P r o b l e m s in Narco logy , Minis t ry of Publ ic 
Heal th of the U S S R , Moscow 

Per iodical ly r epea t ing a l t e r a t ions of c a r b o h y d r a t e metabo-
lism were found in ra t bra in t i s sue under condi t ions of 
exper imenta l alcohol w i t h d r a w a l s y n d r o m e . Along with the ma-
ximal ex terna l man i f e s t a t i ons of the w i t h d r a w a l , a s ign i f i can t ly 
higher g lucose levels in all brain f o r m a t i o n s were observed , 
which w a s decreased within 3 days . Activity of the glycolyt ic 
e n z y m e s w a s a l tered d i f fe ren t ia l ly in va r i ous bra in s t r u c t u r e s . 
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СОСТОЯНИЕ О К И С Л И Т Е Л Ь Н О Г О ФОСФО-
Р И Л И Р О В А Н И Я в МИТОХОНДРИЯХ г о л о в -
н о г о МОЗГА ПРИ ЕГО ТОКСИЧЕСКОМ И 
ТРАВМАТИЧЕСКОМ ОТЕКЕ-НАБУХАНИИ 

Смоленский медицинский институт 

Одним из факторов развития отека-набухания 
головного мозга (ОНГМ) считают нарушение био-
энергетических процессов в мозговой ткани [2 | . 
Показано, что развитие ОНГМ характеризуется 
истощением энергетических ресурсов мозга. Энер-
гетический дефицит ведет к угнетению активного 
транспорта ионов через мембраны, изменению ос-
мотического градиента, нарушению водно-электро-
литного баланса и накоплению воды [3, 9]. При-
чиной энергетического дефицита может быть, ве-
роятно, либо недостаточная скорость образова-
ния макроэргических фосфатов, либо их усиленный 
распад. К тому же некоторыми исследователями 
обнаружены структурные изменения митохондрий 
при ОНГМ [2, 5]. В связи с этим представляло 
интерес изучить состояние окислительного фосфо-
рилирования в митохондриях мозга при различ-
ных формах ОНГМ. 

М е т о д и к а . Опыты проведены на белых беспородных 
крысах обоего пола массой 150 220 г. Токсический О Н Г М 
вызывали введением никотина | 8 | , травматический путем 
уколов иглой в мозговую ткань через трепанационное от-
верстие [6]. Все оперативные вмешательства проводили 
под эфирным наркозом. При токсическом О Н Г М животных 
декапитировали через 1 ч после введении никотина, при трав-
матическом через I сут (начало развития отека) и 4 сут 
(максимум развития отека) после травмы. Эти сроки декапи-
тации установлены нами ранее по уровню общей воды и плот-
ности мозга [4, 8 ] . Контролем служили интактные живот-
ные. 

Выделение митохондрий из ткани головного мозга и после-
дующее полярографическое определение состояния окисли-
тельного фосфорилирования проводили, как описано ранее 
171. Субстратом окисления я в л я л а с ь глутаминовая кислота 
(3 мМ) . Из данных подпрограммы рассчитывали: скорость 
дыхания митохондрий в различных метаболических состоя-
ниях (Vo, V;j, V 4 ) ; скорость разобщенного 2,4-динитрофено-
лом ( Д Н Ф ) дыхания (Vднф) в нг-атомах кислорода в I мин 
на I мг белка; дыхательные коптроли по Lardy , Wel lman 
(ДК,,) и по Chance , Wil l iams ( Д К Ч ) ; коэффициент А Д Ф / О ; 
стимуляцию дыхания Д Н Ф ; скорость фосфорилирования до-
бавленного А Д Ф ( А Д Ф / t ) в нмоль А Д Ф в I мин на I мг 
белка | 1 | . Белок определяли по [10]. 

Р е з у л ь т а т ы и их о б с у ж д е н и е . Через 
1 сут после травмы наблюдается снижение всех 
скоростей окисления при сохранении сопряжения 
в дыхательной цепи. При этом степень сопряже-
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Состояние окислительного фосфорилирования в митохондриях мозга при различных видах ОНГМ 

1Указатели Контроль (n— 13) 
Травматический ОНГМ 

Токсический ОНГМ 1Указатели Контроль (n— 13) 
1 -с сутки ( п = 12) 4-е сутки ( л = 8 ) («=,10) 

V0 24,90±2,47 17,37+0,85 26,65±1,66 17,11 ±1 ,04 
Р <0,01 > 0 , 0 5 <0 ,01 

V3 71,40±4,48 49,87±3,04 81,16±5,29 45,97±3,67 
Р <0,001 > 0 , 0 5 <0 ,001 

V4 35 ,97±3 ,23 19,32± 1,25 35,32±2,89 19,21 ± 1 , 2 2 
р <0,001 > 0 , 0 5 <0,001 

Уднф 94,58±8,01 57,174:2,87 97,50±8,19 72,88±5,75 
Р <0,001 > 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

ДКл 3,09±0,29 2,93н-0,15 3 ,06+0,19 2 ,70±0,16 
р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 

д кч 2,08±0,1 1 2 ,66±0,13 2,31 ± 0 , 1 0 2,39 ± 0 , 0 9 
р < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

А Д Ф / О 2 ,66±0,06 3,37-+-0,17 2 ,65+0, М 2,88±0,10 
Р < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 

Д Н Ф 2,71 ± 0 , 1 4 3 ,02±0,15 2,80-(-0,16 3,78+0,12 
р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 <0 ,001 

А Д Ф / t 191, 1 6 ± 14,14 172,94 ± 9 , 5 0 208,37±9,83 131,72± 10,88 
Р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 

ния А Д Ф / О и ДКЧ несколько увеличены, что мож-
но объяснить вероятными компенсаторными изме-
нениями в митохондриях, направленными на под-
держание нормального энергообеспечения. Тот 
факт, что снижается не только Уз, но и УДНф, 
свидетельствует об истощении резервных возмож-
ностей дыхательной цепи митохондрий к усиле-
нию дыхания. В то же время показатели сопря-
жения не изменены. Через 4 сут после травмы все 
показатели окисления и фосфорилирования были 
на уровне контрольных цифр (см. таблицу) . 

Анализ результатов изучения окислительного 
фосфорилирования митохондрий мозга в дина-
мике травматического ОНГМ (на 1-е и 4-е сутки) 
показывает, что нарушаются в основном процес-
сы окисления и изменения выражены через 1 сут 
после травматического воздействия. 

Вызываемая нами травма мозга строго дозиро-
вана и локализована в определенном небольшом 
участке левой теменной доли мозга. Такое травма-
тическое воздействие приводит к развитию отека 
мозга, который наиболее отчетливо выражен пе-
рифокально и не имеет диффузного распростра-
нения. Первые признаки отека по уровню общей 
воды и плотности мозга отмечаются уже через 
1 сут после травмы, а к 4-м суткам он достигает 
максимального развития | 4 | . 

Обнаруженное в наших опытах быстрое восста-
новление .до нормы процессов окислительного 
фосфорилирования (через 4 сут после травмы) 
может быть связано с тем, что реализуется из-
вестная биологическая особенность клетки восста-
навливать целостность нарушенных структурных 
образований и функций в кратчайшие сроки. 
Не поврежденные отеком митохондрии усиливают 
свою функцию и компенсируют недостаточную 
работу пораженных структур. ОНГМ на нашей 
модели травмы формируется в основном перифо-
кально, но мы выделяли митохондрии из всего 
полушария. Состояние митохондрий во время на-
шего исследования in vitro не может полностью 
о т р а ж а т ь их состояние in vivo в пораженном оча-
ге, где они находятся далеко не в таких опти-
мальных условиях. 

При токсическом никотиновом О Н Г М наблю-
дается такая же направленность изменений энер-
гетики митохондрий, как и в 1-е сутки травмати-
ческого отека,— снижение интенсивности окисли-
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тельных процессов. Уз и V4 снижаются наиболее 
резко. В то же время степень сопряжения 
А Д Ф / О остается на уровне контрольных цифр, 
а ДК„ и степень стимуляции при добавлении 
Д Н Ф достоверно увеличены. Такое резкое сниже-
ние фосфорилирующего окисления Уз при сохра-
ненном А Д Ф / О приводит к снижению скорости 
синтеза АТФ в митохондриях ( А Д Ф / t достовер-
но ниже контрольных цифр). Достоверное увели-
чение степени стимуляции дыхания Д Н Ф при со-
хранении прочих показателей сопряжения позво-
ляет предположить, что в этом случае резервные 
возможности митохондрий к усилению окисли-
тельного фосфорилирования более выражены, чем 
при травматическом отеке. 

Таким образом, при токсическом и в первые 
сутки развития травматического О Н Г М скорости 
окисления субстратов (в частности, глутамино-
вой кислоты) в митохондриях мозговой ткани 
существенно снижаются , что может приводить к 
снижению процессов снабжения клеток АТФ. Раз-
вивающийся энергодефицит способствует форми-
рованию и усугубляет течение ОНГМ. 
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Л ra te of oxidative react ions was decreased in brain mito-
chondr ia under condit ions of toxic edema and within 1 day 
a f te r t r a u m a t i c impa i rmen t of brain tissue. Oxidat ive pho-
sphoryla t ion in mi tochondr ia was normal ized within 4 days 
a f t e r t r a u m a . These a l t e ra t ions appear to depend on inhibition 
of oxidative enzymes in the respirat ion chain. 
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МЕТАБОЛИЗМ УГЛЕВОДОВ В УСЛОВИЯХ 
НАРУШЕНИЯ МОНОАМИНЕРГИЧЕСКИХ РЕ-
ГУЛ ЯТОРНЫХ МЕХАНИЗМОВ, РАЗВИВШЕ-
ГОСЯ В РАННЕМ ПОСТРЕАНИМАЦИОННОМ 
ПЕРИОДЕ 

Ц Н И Л Омского медицинского института 

Ранее установлено, что в постреанимационном 
периоде нарушается метаболизм углеводов. Это 
выражается в снижении запаса гликогена в пе-
чени, повышении концентрации глюкозы в крови 
на фоне изменения инкреции инсулина, глюка-
гона, адренокортикотропиого гормона и глюкокор-
тикоидов [2, 3] . Вместе с тем факторы, регули-
рующие уровень гликемии в организме, особенно 
после тяжелого гипоксического повреждения, изу-
чены недостаточно. Одним из них может быть 
торможение биосинтеза катехоламинов [6, 8 ] , 
приводящее к нарушению регуляции метаболизма 
углеводов при терминальных состояниях. Воспол-
нить дефицит данных гормонов можно введением 
их экзогенных предшественников. Широкому при-
менению последних препятствует недостаточное 
понимание особенностей их эффекта при остановке 
кровообращения и последующей рециркуляции с 
реоксигенацией. 

В настоящей работе изучали влияние экзоген-
ного Д О Ф А на метаболизм углеводов в раннем 
постреанимационном периоде у животных, пере-
несших различную по длительности клиническую 
смерть. 

М е т о д и к а . Эксперименты проводили на 58 беспород-
ных собаках обоего пола, наркотизированных нембуталом 
(10 мг /кг ) с предварительной премедикацией промедолом 
(10 мг /кг ) . При моделировании I-, 5- и 10-минутной клини-
ческой смерти от острого обескровливания с последующим 
оживлением комплексным методом [7] воспроизводили раз-
ные по степени тяжести постреанимационные повреждения 
центральной нервной системы ( Ц Н С ) . О последних судили 

по времени появления первого самостоятельного вдоха и 
восстановлению роговичных рефлексов. Контрольных живот-
ных подвергали тем ж е манипуляциям, что и подопытных, 
за исключением кровопускания и реанимационных мероприя-
тий. В 1-ю минуту после начала оживления и возобновле-
ния сердечной деятельности собакам внутрибрюшинно вводили 
D - L - Д О Ф А ( " R e a n a l " , Венгрия) в дозе 50 мг/кг (1-я груп-
па) . 2-ю группу составляли животные, перенесшие клиниче-
скую смерть, но не получавшие препарат. Д о начала крово-
пускания, а т а к ж е через 2 ч после оживления у животных 
указанных групп забирали венозную кровь для определения 
уровня глюкозы о-толуидиновым методом и инсулина с по-
мощью радиоиммунных наборов рио-ИНС-ПГ 1 2 5 1 (ИБОХ 
АН Беларуси) . Путем прижизненной фиксации ткани головного 
мозга разработанным нами криоинструментом получали биоп-
таты, в которых исследовали содержание циклического аде-
нозин-З', 5 ' -монофосфата (цАМФ) с использованием наборов 
для радиоиммунного анализа ( "Lachema" , Ч С Ф Р ) . Экспери-
ментальные данные обрабатывали статистически с примене-
нием параметрического и непараметрических критериев. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При увели-
чении длительности клинической смерти от 1 до 
5 и 10 мин отчетливо нарастала тяжесть пост-
реанимационных повреждений ЦНС. При этом 
статистически достоверно увеличивались сроки 
восстановления самостоятельного дыхания и рого-
вичных рефлексов. 

Согласно данным, представленным в табл. 1, 
в крови у оживленных собак 2-й группы значи-
тельно увеличивалась концентрация глюкозы. 
Это не было связано с замедленным транспортом 
углеводов в клетки, обусловленным снижением 
инкреции инсулина. Уровень последнего в крови 
через 1—2 ч после перенесенной клинической 
смерти разной продолжительности д а ж е возрастал 
(табл. 2) . При этом нами не отмечена взаимо-
связь между его увеличением и выраженностью 
постреанимационных повреждений ЦНС. Можно 
полагать, что в случаях увеличения длительно-
сти остановки кровообращения до 10 мин функция 
островкового аппарата поджелудочной железы 
резко не нарушалась . 

Гипергликемия, р а з в и в а ю щ а я с я в раннем пост-
реанимационном периоде, была обусловлена, ве-
роятно, повышенной инкрецией катехоламинов. 
Активация последними фосфорилазы печени при-
водила к усиленному расщеплению гликогена. 
Выраженность и длительность указанных процес-
сов были пропорциональны степени тяжести пост-
реанимационных повреждений ЦНС. Если у жи-
вотных 2-й группы, оживленных после 1-минутной 
клинической смерти, уровень глюкозы в крови 
возвращался к нормальному к концу 90-й минуты 
постреанимациониого периода, то при увеличении 

Т а б л и ц а 1 

Влияние ДОФА на уровень глюкозы и крови (в ммоль/л) в раннем постреанимационном периоде (п=7—9) 

Продолжитель- Постреанимационный период, мин 

Группа ность клиииче- Исходный 
ж и йот пых ской смерти, 

мин 
уровень 5 30 60 90 120 

Контрольная 5 , 2 8 ± 0 , 2 3 5 , 1 2 ± 0 , 2 3 8 ,43±0 ,79** 10,51 ± 1,34** 11,22±1,69** 10 ,35± 1,75** 
1-я . 5 ,22±0 ,31 9 ,45±0 ,35** 8 ,78±0 ,47** 8 ,49±0 ,72** 9 ,54±0 ,92** 9 ,73±0 ,92** 
2-я 1 5,11 ± 0 , 3 0 10,31 ± 0 , 9 0 * * 8 ,41±0 ,68** 6 ,89±0 ,69** 6 ,18±0 ,81* 5 , 6 0 ± 0 , 7 9 * 
1-я г 4,65 ± 0 , 3 1 12 ,28± 1,06** 9 ,94±0 ,69** 10,05±1,07** 11 ,11± 1,21*.** 10 ,77±1,22** 
2-я 0 4 , 9 7 ± 0 , 2 7 10,44±0,55** 9 ,30±0 ,36** 7,78±0,47*>** 7 ,25±0,53** 6 , 1 7 ± 0 , 5 4 * 
1-я 1П 4 , 8 0 ± 0 , 1 3 13,53±0,61 ** 13,24 ± 0 , 6 7 * * 12,97±0,68** 12,78±0,87** 13,37±1,12** 
2-я Ш 4 , 9 5 ± 0 , 2 9 11,66±0,80** 9,58±0,50*»** 9 ,06±0 ,61 **>* 7 ,28±0 ,55** 6 , 0 2 ± 0 , 5 5 * 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: одна звездочка — достоверные различия ( р < 0 , 0 5 ) между показателями 1 -й и 2-й групп, 
две — между опытными и исходными данными. 



Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
Влияние ДОФА на уровень инсулина в крови (в м Е Д / л ) 
в раннем постреанимационном периоде ( п = 7 — 9 ) 

I pvinui 
животных 

Про-
дол -
ж и-

тел ь-
II ость Исходный 
кл и hii- уровень 
ii ее кой 
смер-

ти. 
мин 

Постреанимацион н ы й п е [) и о д, 
м ин 

Контрольная 

2-я 
1-я 
2-я 

34,1 ±6,5** 
14,3± 1,2** 
40,0±7,9* 
10,1 I 1.0 
46,0±8,7** 

6 , 9 * 1,3* • ,м 

38,0-1 3,4 

длительности остановки кровообращения до 5 или 
10 мин только через 2 ч рециркуляции. 

Гипергликемию в раннем постреанимационном 
периоде можно рассматривать как защитно-при-
способительную реакцию организма, направлен-
ную на более полное обеспечение тканей угле-
водами в условиях повышения потребности в них 
при усилении гликолитических процессов. Ее 
обеспечение осуществляется интенсификацией 
биосинтетической способности симпатико-адрена-
ловой системы. В частности, это происходит через 
активацию тирозин-3-гидроксил азы, при посред-
стве которой тирозин превращается в ДОФА [1]. 
Снижение активности этого фермента обусловли-
вало, вероятно, недостаточную продукцию нора-
дреналина и адреналина. У животных 1-й группы, 
перенесших 1-минутную остановку кровообраще-
ния, это состояние отмечалось к концу 1,5- 2 ч 
постреанимационного периода. Введение экзоген-
ного ДОФА увеличивало в этот период у ожив-
ленных животных уровень гликемии (см. табл. 1), 
как и у контрольных собак. На более ранних 
этапах исследования, когда организм в доста-
точной степени обеспечен эндогенным ДОФА, 
препарат не повышал концентрацию глюкозы в 
крови. При удлинении клинической смерти до 5 
или 10 мин недостаточность ферментативных си-
стем, обеспечивающих синтез катехоламинов, раз-
вивалась в более ранние сроки. У собак, пере-
несших 5-минутную клиническую смерть, глике-
мия в ответ на введение ДОФА увеличивалась 
к концу 60-й минуты постреанимационного пе-
риода, а у животных после 10-минутной остановки 
кровообращения — через 30 мин после оживления. 

Интересно, что у оживленных собак после вве-
дения препарата развивающаяся гипергликемия 
не приводила к повышению инкреции инсулина 
(см. табл. 2), как это отмечалось у контрольных 
животных. Концентрация этого гормона в крови 
не только не возрастала, но даже снижалась. 
Это затрудняло проникновение глюкозы в клетки 
и в свою очередь способствовало развитию ги-
пергликемии. При этом уменьшение уровня инсу-

лина при фармакологической активации моноами-
нергических регулятор пых систем находилось в 
прямой зависимости от степени тяжести пост-
реанимационных повреждений ЦНС. 

Не исключено, что это было связано с повреж-
дающим действием на |3-клетки поджелудочной 
железы избытка катехоламинов, являющихся гор-
мональными антагонистами инсулина [4, 5]. Вме-
сте с тем имеются сведения [9], что указанные 
моноамины через |3-адренорецепторы островков 
Лангерганса усиливают продукцию инсулина, а че-
рез (х-адренореактивные структуры блокируют 
выделение инсулина в кровь. Поэтому уменьше-
ние инкреции инсулина могло быть обусловлено 
реципрокной активацией а-адренорецепторов под-
желудочной железы при десинтизации (3-адрено-
рецепторов, связанной с длительным воздействием 
стимулирующего фактора [5]. Об этом свидетель-
ствовало увеличенное содержание в ткани голов-
ного мозга цАМФ (на 19 35 %; р < 0 , 0 1 ) , пропор-
циональное продолжительности предшествующей 
клинической смерти (см. рисунок). Интересно, что 
введение ДОФА контрольным собакам вызывает 
увеличение в мозге уровня цАМФ на 52 % 
(р<() ,001) , более выраженное, чем у оживленных 
животных 1-й группы. 

Таким образом, степень и продолжительность 
гипергликемии, развивающейся в раннем пост-
реанимационном периоде вследствие усиленной 
инкреции катехоламинов, а также время развития 
торможения активности тирозии-3-гидроксил азы 
зависят от длительности предшествующей оста-
новки кровообращения и темпов неврологическо-
го восстановления животных. Вышеуказанные на-
рушения протекают на фоне усиленной инкре-
ции инсулина. Значительное уменьшение выра-
ботки последнего, обусловленное снижением чув-
ствительности рецепторного аппарата поджелу-
дочной железы при повреждающем действии ка-
техоламинов, наблюдается через 1—2 ч после 
введения диоксифенилаланина. 
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Влияние ДОФА на содержание 
цАМФ в ткани головного мозга в 
раннем постреанимационном перио-
де. 
По оси ординат содержание цАМФ, 
нмоль на I г ткани. К контроль; 1—2 
соответственно I-, 5- и 10-минутная клиниче-
ская смерть. Светлый столбик исходный 
уровень, заштрихованные после введения 
препарата. 
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CARBOHYDRATE METABOLISM IN IMPAIRMENT OF 
MONOAMIN ERG 1С REGULATORY M E C H A N I S M S DEVE-
LOPING IN Г.АШЛ POSTRESUSCITATION PERIOD 

V. V. Lobov, V. D. Konvay, A. N. Bykhovtsev 

Centra l Research Laboratory, Medical Insti tute, Omsk 

Within the early period af ter clinical death of various dura-
tion, hyperglycemia developed in dogs as a result of increased 
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secretion of catecholamines; the rate of hyperglycemia depended 
on the severity of postresuscitat ion impairments of the central 
nervous system. Content of blood glucose was increased simul-
taneously with elevation of insulin production. Within 1-2 hrs 
af ter adminis t ra t ion of dihydroxyphenylalanine the excessive 

secretion of catecholamines altered adrenoreceptor system sensi-
tivity in Langerhans islands with the subsequent decrease 
in insulin production. Content of с AMP in brain of resuscitated 
dogs as compared with controls was increased less drast ical ly. 
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П Р И М Е Н Е Н И Е ОРТОФЕНИЛЕНДИАМИНА В 
О П Р Е Д Е Л Е Н И И АКТИВНОСТИ L-ЛИЗИН-а-
ОКСИДАЗЫ И К О Н Ц Е Н Т Р А Ц И И L-ЛИЗИНА 

Университет дружбы народов им. Патриса Лумумбы, Москва 

В 1980 г. в лаборатории проф. Soda [5] был 
впервые выделен и получен в гомогенном состоя-
нии микробный фермент L-лизин-а-оксидаза 
(КФ 1.4.3.14.), обладающий противоопухолевой 
активностью. Исследования оксидаз L-аминокис-
лот до середины 80-х годов были ограничены 
ввиду использования неспецифических, трудоем-
ких и дорогостоящих методов определения актив-
ности, основанных на измерении количества одно-
го из продуктов реакции а-кетокислоты, аммиака 
или перекиси водорода. В 1984 г. в нашей 
лаборатории был разработан более простой, но 
достаточно чувствительный спектрофотометриче-
ский метод определения активности L-лизин-а-ок-
сидазы, основанный на измерении количества об-
разующейся в результате реакции перекиси водо-
рода, которая в присутствии пероксидазы окисляет 
ортодианизидингидрохлорид (3,3'-диметоксибен-
зидингидрохлоридгидрат) с образованием интен-
сивно окрашенного вещества [3]. Однако су-
щественным недостатком данного метода являет-
ся не только плохая растворимость о-диани-
зидингидрохлорида как в буферных смесях, так 
и в воде, но и, особенно, его- канцероген-
ный и мутагенный эффекты. Учитывая эти об-
стоятельства, была предпринята попытка заме-
нить о-гидроксилированное производное аромати-
ческого амина — о-дианизидингидрохлорид 
на его негидроксилированный аналог — 3,3', 
5,5' тетраметилбензидин ( Т М Б ) , отсутствие 
канцерогенного действия которого было установ-
лено экспериментально [2]. Однако использование 
тетраметилбензидина или дигидрохлорида тетра-
метилбензидина, т акже нерастворимого В буфер-

Сравнительная оценка воспроизводимости и чувствительности 
ОД- и ОФД-микрометодов определения активности L-лизин-
а-оксидазы 

Показатели воспроизводимости и чувствительности ОД - микро- ОФД-мик-
метода метод ром стод 

Средняя арифметическая, Я 0,270 0,310 
Среднеквадратическое отклонение, S 0,019 0,012 
Коэффициент вариации, V, % 7,030 3,880 
Нижний предел чувствительности ( ^ х п + 

j-35) ' 0,057 0,036 

ных смесях и в воде, требовало добавок в 
реакционную смесь апротонных растворителей 
(диоксана, диметилформамида, диметилсульфок-
сида) , а активность L-лизин-а-оксидазы регистри-
ровалась при том значении рН, при котором 
проявлялось лишь 50 % исходной каталитической 
активности. Метод, кроме того, по сравнению с 
уже упомянутым ортодианизидиновым имел низ-
кую чувствительность [2]. 

Известно, что ортофенилендиамин [ Q h M N b b h ] 
близок по химическому строению к ортодианизи-
дину, но в отличие от последнего представляет 
собой нелетучий таблетированный реактив, хоро-
шо растворимый как в воде, так и в буфер-
ных смесях. Весьма важным является и тот 
факт, что ортофенилендиамин, как известно, 
представляет собой значительно более безопас-
ный реактив, чем ортодианизидин. 

В связи с этим целью настоящей работы 
были изучение возможности применения в качест-
ве хромогенного донатора протонов в перокси-
дазной реакции ортофенилендиамина для разра-
ботки чувствительного и значительно менее опас-
ного метода определения ферментативной актив-
ности L-лизин-а-оксидазы, а т а к ж е подбор опти-
мальных условий инкубации реакционной среды. 

М е т о д и к а . В опытах использовали грибную L-лизин-
а-оксидазу, выделенную и очищенную ранее | 1 | . 
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Рис. 1. Спектр оптического поглощения конечных продуктов 
окисления ОФД. 
По оси абсцисс 
ность. 

длина волны, им; но оси ординат оптическая плот-

Рис. 2. Зависимость оптического поглощения растворов с ОД 
и ОФД от концентрации перекиси водорода в реакционной 
смеси. 
По оси абсцисс концентрации перекиси водорода в реакционной смеси, нМ; 
по оси ординат — оптической плотность. / ОД-метод (540 им); 2 
ОФД-метод (495 нм). 
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Рис. 3. Зависимость активности L-лизин-а-оксидазы от времени 
инкубации с ОД ( / ) и О Ф Д (2) . 
По оси абсцисс время, мин; по оси ординат активность L-лизин-а-окси-
дазы, Е/мл. 1 активность l.-л изина-а-оксидазы 0,072 Е/мл; 2 активность 
L-лизин-а-оксидазы 0,025 Е/мл. 

Рис. 4. Определение активности L-лизин-а-оксидазы ОФД-ме-
тодом при различных значениях рН. 
По оси абсцисс значение рН; по оси ординат активность L-лизин-а-окси-
дазы, % к максимальной. / 0,1 М ацетатный буфер; 2 — 0,1 М натрий-фос-
фатный буфер. 

Активность L-лизин-а-оксидазы в водном растворе фермен-
та рассчитывали по приросту Н2О2, количество которой опре-
деляли спектрофотометрически ортофенилендиаминовым или 
ортодианизидиновым микрометодом. Сущность их заключается 
во взаимодействии освобождающейся в реакции Н2О2 с 
о-фенилендиамином ( О Ф Д ) либо с о-дианизидином (ОХ1). 
Инкубационная смесь с о д е р ж а л а 20 мкг пероксидазы, 1 мг 
О Ф Д (или 250 мкг О Д ) . Субстрат L-лизин и буфер в каж-
дой серии опытов добавляли в определенных концентра-
циях. Реакцию инициировали введением 0,1 мл раствора 
L-лизин-и-оксидазы (одной из двух концентраций 
0,072 М Е / м л или 0,025 М Е / м л ) . После 8 -10 мин инкубирова-
ния в термостате при 37 °С реакцию останавливали до-
бавлением I мл 6 М соляной кислоты. Оптическую плот-
ность окрашенных растворов опытной и контрольной (без 
субстрата) проб измеряли на спектрофотометре V S U - 2 P 
(«Car l Zeiss J e n a » , Германия) при 495 им против второй 
контрольной пробы (без пероксидазы) при использовании 
О Ф Д и при 540 им при использовании О Д . Субстратом 
служил L-лизин ( « R e a n a U , Венгрия) . В качестве катализа-
тора пероксидазной реакции использовали пероксидазу 
( « R e a n a U , Венгрия) , а в качестве донатора протонов 
О Ф Д или О Д («Serva» , Германия) . 

Д л я поддержания постоянства рН среды реакционной 
смеси применяли 0,1 М натрий-фосфатный и 0,1 М ацетат-
ный буферные смеси. 

За единицу активности (Е) принимали количество фер-
мента, катализирующее образование 1 мкмоль Н2О2 за 1 мин 
при 37 °С. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Активность 
L-лизин-а-оксидазы определяется по количеству 
образующейся в процессе реакции окислитель-
ного дезаминирования перекиси водорода соглас-
но схеме: 

максимум поглощения которого составляет 495 нм 
(рис. 1). 

Д а л е е была изучена зависимость оптической 
плотности окрашенных растворов с О Д и 
О Ф Д от концентрации перекиси водорода. Разни-
ца в углах наклона кривых на рис. 2 свиде-
тельствует о большей аналитической чувстви-
тельности ОФД-микрометода по сравнению с 
ОД-микрометодом. 

В следующей серии опытов была исследована 
в сравнительном плане кинетика окисления L-ли-
зина ферментом L-лизин-и-оксидазой в реакциях 
с использованием ОД- и ОФД-хромогенов (рис. 3) . 
Как видно на рис. 3 как в опыте с ОД, так и в опыте 
с О Ф Д кривые зависимости оптической плотно-
сти от времени инкубации реакционной смеси 
(при концентрациях субстрата и фермента, ука-
занных выше) выходят на плато через 8 мин для 
О Ф Д - и через 10 мин для ОД-реагентов. Сле-
довательно, целесообразно измерение активности 
фермента с использованием О Ф Д проводить че-
рез 8 мин инкубации пробы. На основании 
данных рис. 3 можно также сделать заключение, 
что предлагаемый метод обладает большей 
чувствительностью, чем ОД-микрометод. 

При исследовании рН-зависимости реакции (в 
интервале 3,6—8,0) ОФД-методом показано 
(рис. 4) , что в диапазоне значений рН 5,8—7,0 
относительная активность фермента максимальна. 
Необходимо отметить, что данная реакция являет-
ся сопряженной и оптимум рН L-лизин-а-окси-
дазы смещен к меньшим значениям вследствии 
присутствия пероксидазы, имеющей кислый рН-
оптимум действия. Хромогенные субстраты, к кото-
рым относятся ОД, ТМБ и О Ф Д , т а к ж е способ-
ны менять интенсивность оптического поглощения 
в зависимости от рН [2]. Из испытанных 
буферных систем наиболее оптимальным оказал-
ся 0,1 М натрий-фосфатный буфер. Однако зна-
чительного влияния на величину энзиматической 
активности состав буфера не оказывал. Д л я даль-
нейшей работы в наших условиях использовали 
0,1 М натрий-фосфатный буфер рН 5,8. 

При изучении наиболее оптимального соотноше-
ния компонентов инкубационной смеси при ис-
пользовании ОФД-метода определения активности 
L-лизин-а-оксидазы было показано, что перокси-
даза добавлена в избытке и изменения ее кон-
центрации в сторону уменьшения или увеличе-
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• Розовое окрашивание 

• Желтое окрашивание 

Благодаря сопряженной реакции с участием пе-
роксидазы возможно определение количества пе-
рекиси водорода по изменению окраски О Д при 
540 нм. О Ф Д т а к ж е окисляется, однако с обра-
зованием продукта, окрашенного в желтый цвет, 

0.260 

0.130 

Рис. 5. Зависимость активности L-лизин-а-оксидазы от кон-
центрации ОФД в реакционной смеси. 
По оси абсцисс • концентрации ОФД, мг на I мл реакционный смеси; по 
оси ординат — активность L-лизин-а-оксидазы, Е/мл. 

Рис. 6. Зависимость оптической плотности реакционной смеси 
от времени использования исходного раствора ОФД. 
По оси абсцисс — время, ч; по оси ординат оптическая плотность. / конт-
рольный раствор реакционной смеси с ОФД (без фермента); 2 опытный 
раствор реакционной смеси. 
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Рис. 7. Зависимость активности L-лизин-а-оксидазы от кон-
центрации L-лизина в реакционной смеси. 
По оси абсцисс — концентрация L-лизина, М, по оси ординат активность 
L-лизин-а-оксидазы, Е/мл. 

ния не оказывают существенного влияния на ве-
личину энзиматической активности. В то же время 
(рис. 5) увеличение концентрации ОФД в реак-
ционной смеси приводит к увеличению оптиче-
ской плотности, а снижение ее концентрации ниже 
0.2 мг/мл к падению величины фермента-
тивной активности L-лизин-а-оксидазы. Наиболее 
оптимальной концентрацией ОФД в реакционной 
смеси является концентрация I мг/мл. 

В следующей серии опытов изучали возмаж-
н у ю п р о до л ж и тел ьн ост ь и с п о л ьз о в а н и я вод н о го 
раствора ОФД. Как видно на рис. 6 (кри-
вая / ) , коэффициент молярной экстинкции (при 
495 им) контрольного раствора реакционной сме-
си с ОФД имеет тенденцию к увеличению. 
В случае использования опытного раствора реак-
ционной смеси (кривая 2) наблюдается аналогич-
ная тенденция, позволяющая сделать вывод, 
что рекомендуемое время использования исходно-
го раствора О Ф Д в опытах 2 ч. 

Представленные в таблице данные о воспроиз-
водимости результатов определения активности 
п р о т и в о о п у х о л е в о г о ф е р м е н та L - л и з и н - а - о к с и д а з ы 
с использованием ОФД свидетельствуют о том, что 
предложенный метод отличается не только высо-
кой аналитической чувствительностью, но и хоро-
шей воспроизводимостью и по этому показа-
телю превосходит ОД-метод. Предлагаемый ОФД-
метод может быть использован для определения 
активности не только L-лизин-а-оксидазы, но и 
оксидаз других L-аминокислот вообще. 

При исследовании зависимости активности L-
лизин-а-оксидазы от концентрации L-лизина в ре-
а к ц и о н н ой смеси была у ст а н о в л е н а л и и е й и а я 
зависимость в пределах концентрации субстрата в 
среде 0,5-10 5- 3,5-10 Г) М. Кривая, изображен-
ная на рис. 7, может быть использована для 
определения начальных концентраций L-лизина в 
биологических жидкостях в силу высокой суб-
стратной специфичности и стереоспецифичности 
L-лизин-а-оксилазы [4]. 

Важно отметить, что предлагаемый метод 
измерения концентрации L-лизина отличается от 
ранее предложенных [2, 3, б, 7] высокой чув-
ствительностью, точностью и быстротой прове-
д е н и я анализа. М и кро м етод оп редел ения кон-
центрации L-лизина с использованием ОФД мо-
жет быть рекомендован для применения в био-
химии, медицине, аналитической химии, пище-
вой и микробиологической промышленности, сель-
ском хозяйстве. 
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ESTIMATION OF L-LYSINE-ti-OXIDASE ACTIVITY AND 
CONCENTRATION OF L-LYSINE USING O-PHENYLENE 
DIAMINE 

O. L Potapova, I. P. Smirnova, V. V. Turchinsky, 
Т. T. Berezov 

P. Lumumba People's Friendship University, Moscow 

A spec t rophotometry procedure for estimation of L-lysine-
u-oxidase activity involved measurement of optical density in 
samples af ter reaction of the H2O2 formed with o-phenylcne 
diamine. Suitable values of pH, o-phenylene diamine con-
centration and time of incubation were chosen. The procedure 
developed was distinctly dissimilar as compared with the 
methods current ly widely used. Advantages of the new method 
are due to its sensitivity, reproducibility, accessibility, 
relative safety and short time of the reaction performance. 
The procedure may be used for estimation of L-lysine content 
in various biological mater ia ls . 

<g) КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 1992 

УДК 615.356:677.161.31.03:616.1-092.» 

/О. В. Хмелевский, Н. Б. Поберезкина, 
О. В. Задорина, О. И. Толстых, О. А. Васильченко 

Б И Т А М И Н Е И Е Г О С И Н Т Е Т И Ч Е С К И Е А Н А -

Л О Г И П Р И Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О Й С Е Р -

Д Е Ч Н О - С О С У Д И С Т О Й П А Т О Л О Г И И 

Киевский медицинский ииститут им. А. А. Богомольца 

Интенсивность аэробного метаболизма в мио-
карде предопределяет его высокую потребность 
в витаминах, ограничивающих активность свобод-
но р а д и к а л ь и о г о о к и с л е и и я. 

При патологических состояниях зависимость 
функций сердца от обеспеченности витаминами 
возрастает. 

Важный природный антиоксидант — витамин 
Е (гх - т о к о ф е р о л ) о к а з алея эф ф е к т и в ным п р и р а з -
личных поражениях сердца и сосудов, сопро-
вождающихся активацией перекисного окисления 
липидов ( П О Л ) : стрессе, атеросклерозе, ишемии 
и др. [5, 6, 8, 9 | . 

В настоящем сообщении обобщены результаты 
исследований последних лет, проведенных на ка-
федре биохимии Киевского медицинского инсти-
тута с целыо обоснования в эксперименте эф-
фективности витамина Е и его синтетических ана-
логов при поражениях миокарда различной при-
р од ы: ге м од и н а м и ч ее к их на р у и i с н и я х (к о а р кт а ц и я 
б р ю 111 и о й а о р т ы), г и п о кс и ч ес к и х и ст р есс о р и ы х 
воздействиях. Задача исследования состояла так-
же в сравнении эффективности фармакопейного 
а-токоферола и его синтетических аналогов. С этой 
целью проведены исследования на модели Е-гипо-
витаминоза, а также в модельных системах 
in vitro. 

М е т о д и к а . Омыты проводили на белых крысах мас-
сой 160—220 и 60—80 г. Моделировали поражения сер-
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Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
ПОЛ и активность ДОФ в миокарде при коарктации брюшной аорты и их коррекции витаминами 

День после операции 

Показатель 3-й и -й 30-й Показатель 

контроль ОПЫТ контроль опыт контроль опыт 

Н З П 3,5=t0,4 5,0=1=0,34 3,2=1=0,45 4,2=1=0,32 3,04=1=0,3* 4,0=1=0,28 
( 3 , 7 7 ± 0 , 4 ) (3,1 ± 0 , 3 6 ) 

Г -6 -ФД 6 , 8 5 ± 0 , 3 4 8,23=1=0,23* 7,1 =1=0,41 9 , 8 7 ± 0 , 3 * 7,0=1=0,3 9,0=1=0,4* 
Г Р 22,4=1=0,6 14,7=1=0,6* 21,3=1=0,5 17,6=1=0,3 21,5=1=0,2 19,8=1=0,5 

(21,2=1=0,4) 
И Ц Д 135,2=1=9,5 1 19,5=t9,8 140,3=1=8,1 165,7=1=8,7 138,6=1=8,7 177,4=1=9,3 

тк 7 , 6 ± 0 , 4 6 , 6 ± 0 , 2 * 7,7=1=0,4 
(184,9=1=7,2) 

6,5=h0,2* 7,6=1=0,3 
( 2 0 3 ± 10,7) 

6,8=1=0,2 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2 и 3 приведены средние данные из 6-—11 опытов. Звездочка — различия с контролем 
достоверны. В скобках достоверные изменения соответствующих показателей при коррекции витаминами Е и В | . Актив-
ность ТК выражена в микромолях на 1 г ткани за 1 ч, активность других ферментов в наномолях на 1 мг белка за 1 мин. 

дечно-сосудистой системы: дозированную коарктацию брюш-
ной аорты, сопровождающуюся нарушениями гемодинамики 
большого круга, развитием гипертрофии сердца | 7 | ; 
(в модификации) ; гистотоксическое поражение миокарда при 
введении больших доз адреналина [2]; изолированное сердце 
на различных стадиях развития его гипертрофии | 1 6 | ; ост-

• рую гипоксическую гипоксию («подъем» крыс на высоту 
11 ООО м в барокамере с экспозицией 50 мин). 

Е-гиповитаминоз воспроизводили путем содержания кры-
сят-отъемышей на синтетической диете, лишенной витами-
на Е, в течение 2 мес | 4 | . При этом содержание витамина 
в крови составляло 1 0 % от исходного [1]. 

Витамин Е и его аналоги вводили перорально из расчета 
50 мг на 1 кг массы. 

Синтез аналогов «-токоферола осуществлялся в Инсти-
туте органической химии и Институте биологической химии 
АН У С С Р (А. А. Свищук, В. А. Постоенко) . 

После декапитации животных субклеточные фракции ткани 
миокарда (митохондриальную, постмитохондриальную, сар-
коплазматичсский ретикулум) выделяли на холоду в 0,15 М 
КС1 общепринятым методом дифференциального центрифу-
гирования. В субклеточных фракциях миокарда (в ряде слу-
чаев печени, эритроцитах) определяли скорость образования 
малонового диальдегида ( М Д А ) при стимуляции аскорба-
том — А З П (аскорбатзависимое П О Л ) и Н А Д Ф - Н 
Н З П [3]; содержание свободных SH-групп с реактивом 
Эллмана ; активность антиоксидантных ферментов (АОФ) 
и некоторых связанных с ними ферментов: глутатион-
редуктазы (ГР; КФ 1.6.4.2) [11], глутатиои-Б-трансферазы 
(ГТ; КФ 2.5.1.18) [15], глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
(Г-6-ФД; КФ 1.1.1.49), изоцитратдегидрогеназы ( И Ц Д ; 
КФ 1.1.1.42) | 1 1 | , Си, Z n - с о д е р ж а щ е й супероксиддисмутазы 
( С О Д ; КФ 1.15.1.11) 112|, транскетолазы (ТК; КФ 2.2.1.1) 
[14] . Результаты обрабатывали статистически с вычислением 
критерия Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При коарк-
тации брюшной аорты в хроническом эксперимен-
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Рис. 1. Зависимость между аортальным давлением (в к П а ) 
и минутной работой сердца (в В т - 1 0 ~ 3 / м г ткани) при 
коарктации брюшной аорты и ее коррекция витаминами 
Е и В,. 
/ — л о ж н а я операция; 2 коарктации; 3 — л о ж н а я операция- | -витамины; 4 — 
коарктация + витамины. 

те (30 сут) изучали возможность использования 
витамина Е в комплексе с тиамином для кор-
рекции метаболизма миокарда при развитии его 
гипертрофии и недостаточности. Контрольных жи-
вотных в этих исследованиях также оперировали 
под гексеналовым наркозом (вскрывали брюшную 
полость, но без пережатия аорты). По нашим 
данным, у подопытных крыс в течение всего пе-
риода (3, 14 и 30-е сутки) отмечалась активация 
ПОЛ (в частности, НЗП) , наиболее выраженная 
в начальной (аварийной) стадии (табл. 1). В это 
же время (3-й сутки) наиболее выражено сниже-
ние активности глутатионредуктазы, транскетола-
зы и изоцитратдегидрогеназы в сердце. Введение 
животным комплекса витаминов Е и В| эффек-
тивно предотвращало активацию НЗП в аварий-
ном периоде, а при длительном введении (30-е 
сутки) отмечалась активация ферментов (см. 
табл. 1). Синтетические процессы в миокарде подо-
пытных крыс усиливались (возрастала относи-
тельная масса сердца), но некоторые процессы 
оставались некомпенсированными: была снижена 
активность ТК и ГТ (до 0,44 мкмоль/мг белка 
при норме 0,58 мкмоль/мг), что, очевидно, свиде-
тельствует о развитии сердечной недостаточности. 

Интегральным показателем эффективности дей-
ствия комплекса витаминов на миокард в усло-
виях гемодинамических нарушений служили дан-
ные о функции изолированного сердца. Эти ис-
следования показали, что комплекс витаминов Е 
и В| существенно увеличивает минутную работу 
сердца, т. е. способствует улучшению его сокра-
тительной функции, особенно в стадии стабиль-

Т а б л и ц а 2 

Активность АОФ и содержание SH-i лутатиона в миокарде 
и крови крыс при гипоксических поражениях сердца 

Показатель 

С О Д : 
миокарда, 
е д / м г ткани 
крови, ед /мкл 

ГТ, м к м / м г б е л к а / 
мин 

SH-гл утатион: 
миокарда, 
мкм/г ткани 
эритроцитов, 
мкм/мл 

Контроль 
Гииокси-

чсская 
гипоксия 

Гистотокси-
ческая 

(адреналиновая) 
гипоксия 

1,55=1=0,2 1,20=1=0,2 6,2=1=0,5* 
2 , 4 ± 0 , 1 2,0=1=0,25 3,0=1=0,3 

0,58=1=0,05 0,54=h0,03 0,44=1=0,04* 

4,7=t0,5 4,9=1=0,6 3,3=1=0,29* 

2,2=1=0,3 2,0=1=0,2 2,5=1=0,3 
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Т а б л и ц а 3 

ПОЛ и активность АОФ при Е-гиповитаминозе и его коррекции 
препаратами витамина Е 

I Указатель Контроль Г:-ги пои ma-
in и н оз 

а-Токофе-
рол+Еф 

а-Токофе-
рол + Е, 

ПОЛ (миокард), 
нмоль МДА/мг 
белка за 15 мим: 

АЗП 1,25± 14,0 245 ,3±52* 106,0±28,5* 1 16,7±12,0* 
НЭП 752,0±208,0 815,0±205,0 480 ,0± 100,0* 402 ,0±95* 

ГР (миокард), 
мкмоль/мг белка/ 
мин I8 ,2±0 ,9 12,9±0,25* 14,6±0,8* 20,1 ±0 ,35* 

СОД (эритроциты), 
ед/мкл 12,0± I, I G,6±0,5 8 ,2±0 ,7 9 ,0±1,0* 

ной компенсации (рис. 1). Таким образом, можно 
рассматривать эффект комплекса витаминов Е и 
В| как положительный, предотвращающий раз-
витие декомпенсации в условиях повышенной на-
грузки на сердце. 

При острой гипоксии («подъем» на высоту 
1 1 000 м крыс массой 160 220 г), по нашим дан-
ным, не было отмечено существенных изменений 
в системе глутатиона и зависимых от него фермен-
тов (табл. 2). Однако, по нашим данным, под-
тверждающим сообщение [13], снижения уровня 
ПОЛ, судя по скорости образования МДА, не 
отмечалось. Имелась даже тенденция к актива-
ции ПОЛ; снижение активности СОД в миокарде 
и крови не было достоверным. В ряде случаев у 
животных, находящихся в тяжелом состоянии, 
активность СОД крови была достоверно ниже 
нормы, однако уже через 30 мин после «спуска» 
активность нормализовалась. Очевидно, в системе 
АОФ при острой гипоксической гипоксии имеется 
запас прочности, и, таким образом, не имело смыс-
ла изучать коррекцию витамином Е этих пока-
зателей. 

Наши предыдущие исследования показали, что 
фармакопейный а-токоферол и ряд синтетических 
производных (в первую очередь короткоцепочеч-
ный Е|) при их предварительном введении крысам 
за 3 ч до «подъема» в дозе 25 мг/кг массы увели-
чивают переживаемость животных на высоте 
1 1 000 м. Два из исследуемых препарата были 
предложены как антигипоксические средства. 

Гистотоксическое поражение сердца (так на-
зываемый адреналиновый миокардит) при введе-
нии больших доз катехоламииа вызывает глубокие 
изменения структуры клеток миокарда, вплоть 
до микронекрозов, что сопровождается резкой 
активацией ПОЛ и соответственно нарушениями 
в системе антиоксидантов: исчерпываются запасы 
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Рис. 2. Ингибирование АЗП синтетическими аналогами 
витамина Е препаратами Ег и E;J — in vitro. 
Доза препарата, мг на пробу: / 10, 2 50, 3 100, 4 150. 
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Рис. 3. Ингибирование синтетическим препаратом Е<2 фото-
окисления рибофлавина и восстановления тетразолия in vitro. 

SH-глутатиона, а избыточное образование ради-
калов супероксида индуцирует СОД (см. табл. 2) . 
В этой ситуации использование а-токоферолов 
(лечебная доза 50 мг/кг массы) патогенетиче-
ски обосновано. По нашим данным, витамин Е 
фармакопейный (Еф) и его синтетический аналог 
с укороченной боковой цепыо (Е | ) способство-
вали активации ГР и ГТ в миокарде (соответст-
венно на 30 и 2 0 % ) , повышению уровня сво-
бодных тиолов в ткани сердца и крови. 

С целью изучения в сравнительном плане роли 
витамина Е и его аналогов, механизма их поло-
жительного эффекта при поражениях сердца ряд 
исследований проводили на модели Е-витаминной 
недостаточности у крыс, а также in vitro. Обна-
ружено, что в условиях недостатка антиоксиданта 
в тканях Е-гиповитаминозных крыс существенно 
возрастают процессы ПОЛ, в сердце они также 
значительно выше нормы, особенно АЗП (табл. 3) . 
Характерно снижение активности СОД в эритро-
цитах; а-токоферол считают индуктором 
СОД [10]. 

В результате активации ПОЛ страдают не толь-
ко липидные, но и белковые структуры миокарда. 
При электрофорезе митохондриальных белков 
миокарда у Е-гиповитаминозных крыс обнаружено 
возрастание доли высокомолекулярных фракций 
и снижение фракции, соответствующей белку с 
мол. м. 68 кД, т. е. имеет место образование 
сшивок биополимеров-белков. Поражение сердца 
мри Е-гиповитаминозе подтверждают и электро-
кард иографические данные: недостаток витами-
на Е вызывает нарушение метаболизма и функ-
ции сердца, а также нарушения электрической 
активности, характерные для гипоксии миокарда. 

Для коррекции обнаруженных при Е-гиповита-
минозе сдвигов использовали Еф и Е| . По нашим 
данным, синтетический препарат по эффективно-
сти не уступает фармакопейному (см. табл. 3) . 

Нами проведено изучение in vitro нового синте-
тического аналога а-токоферол а с модификацией 
в хромановом кольце (Ег) и производного с 
укороченной насыщенной боковой цепыо (Ез). 

Изучали ингибирование неферментативного 
ПОЛ в системе, содержащей постмйтохондри-
альную фракцию ткани печени, аскорбат и 
Fe 2 + (2 мл), а также ингибирование электрон-
ного транспорта в системе фотоокисления рибо-
флавина и восстановления тетразолия. Препарат 
Ё2 эффективно ингибировал ПОЛ в малых дозах 
(10 и 50 мкг на пробу), а доза 150 мкг оказалась 
прооксидантной; Ез наибольший ингибирующий 
ПОЛ эффект давал в дозе 100 мкг (рис. 2) . 

В электронтранспортной системе Е2 также эф-
фективен в малых дозах: даже 2,5 мкг на 1 мл 
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вызывает торможение восстановления тетразолия 
на 30 % (рис. 3) . Очевидно, модификация кольца 
повышает гидрофильность соединения и способ-
ность ингибирования радикалов, но образовав-
шийся радикал такого аналога и сам может, 
особенно в больших дозах, активировать П О Л . 
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VITAMIN E AND ITS SYNTHETIC ANALOGUES IN 
EXPERIMENTAL CARDIOVASCULAR PATHOLOGY 

Yu. V. Khmelevsky, N. B. Poberezkina, О. V. Zadorina, 
О. 1. Tolstykh,, O. A. Vasllchenko 

A. A. Bogomoletz Medical Insti tute, Kiev 

Oxidative metabolism and the antioxidation system were 
studied in the myocardium of ra ts with var ious experimental 
impai rments of heart tissue. Vitamin E and its synthetic 
derivatives proved to be effective in correction of (he 
deter iorat ions observed. 
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ОБМЕН ВИТАМИНОВ В, И РР И ИХ ПРИ-
М Е Н Е Н И Е В ОНКОЛОГИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ 

Институт биохимии АН Беларуси, Гродно 

Развитие опухоли в организме больных сопро-
вождается нарушением витаминного балан-
са [18]. Развитие гиповитаминозных состояний 
при злокачественной трансформации обосновыва-
ет целесообразность изучения возможности ис-

пользования витаминов для коррекции нарушен-
ного обмена. Интерес к изучению роли тиамина 
при злокачественном росте определяется его ко-
ферментными свойствами. К ним относятся про-
цессы образования рибозо-5-фосфата и восстанов-
ленных эквивалентов НАДФ в пентозофосфатном 
цикле, частью которого является фермент транске-
толаза , регулирующий через кофермент тиамин-
дифосфат ( Т Д Ф ) биосинтез и утилизацию фосфо-
пентоз в клетке [11 | . Имеются данные о связи 
между уровнем НАД и синтезом Д Н К 114, 15, 17]. 
Установлено [7 | , что в момент усиленного синтеза 
Д Н К в клетках (злокачественный рост) наблю-
дается снижение уровня НАД. В этой связи 
несомненный интерес представляет изучение об-
мена ниацина (витамина Р Р ) в организме, по-
раженном опухолью. Действие многих противо-
опухолевых препаратов основано на взаимодей-
ствии с ферментами, участвующими в биосинтезе 
предшественников составных частей молекул Д Н К 
и РНК [12 | . Можно предположить, что поли-
химиотерапия, включающая цитостатики с раз-
личными механизмами действия, может увеличи-
вать витаминный дисбаланс. Примером может 
служить 5-фторурацил, который проявляет свой-
ства антагониста ТДФ [8 | , или циклофоефан, 
поступающий в организм в неактивной транспорт-
ной форме. Представлялось целесообразным изу-
чить обмен витаминов В| и Р Р в условиях химио-
терапии и оценить вклад этих витаминов в составе 
комплексной онкотерапии. 

М е т о д и к а . Исследовали кровь 58 больных раком же-
лудка при поступлении их в стационар, через 4 дня после 
поступления (период акклиматизации в больнице) и после 
курса химиотерапии. Циклофоефан больные получали в дозе 
200 мг внутримышечно ежедневно I раз в день в течение 
12 дней. Коитрольными пробами служила кровь 20 здоровых 
доноров. Экспериментальная часть работы выполнена на мы-
шах-гибридах С57 Black и СНЗ первого поколения раз-
водки питомника «Рапполово» РАМН,* содержавшихся 
на обычном рационе вивария. Асцитную опухоль Эрлиха 
прививали в дозе 1,5-10° клеток внутрибрюшинно от мыши-
донора на 8-е сутки роста опухоли. Всех животных-
опухоленосителей разделили на 7 групп по 10 в каждой. 
Циклофоефан в дозе 100 мг/кг вводили внутрибрюшинно 
двукратно: через 24 ч и на 5-й день после инокуляции им 
опухоли. В промежутках между введением цитостатиков 
вводили витамин В| (0,5 мг/кг) , или витамин Р Р (I мг /кг ) , 
или смесь этих витаминов подкожно. Отделыю были ис-
следованы группы животных, получавших витамины без 
циклофосфана. Декапитацию животных осуществляли на 8-й 
день после перевивки им опухоли. Активность транскетолазы 
определяли по методу [3]. ТДФ-стимулирующий эффект 
выражали в процентах по отношению к пробе, икубирован-
ной в аналогичных условиях без добавления ТДФ. Уровень 
ТДФ определяли ферментативным методом [10]. Содержа-
ние НАД, НАДФ, НАДН, НАДФII определяли флюора-
мстрически [10], активность глюкозо-6-фосфатдегидрогена-
зы - спектрофотометрически [1], активность тиамиппирофос-
фатазы по накоплению неорганического фосфата |21]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Клиниче-
ские формы дефицита тиамина, описанные как 
самостоятельные заболевания , характеризуются 
определенным комплексом симптомов, и точная 
диагностика их в этом случае не вызывает ни-
каких трудностей [9]. Значительно сложнее об-
стоит дело с гииовитаминозными состояниями. 
Большая часть проявлений недостаточности тиа-
мина является следствием первичных биохимиче-

ских изменений. Так, снижение активности транс-
кетолазы в эритроцитах при дефиците тиамина 
обусловлено недостатком его коферментной формы 



Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
Показатели обмена витаминов В, и РР в крови больных 
раком желудка при послеоперационной химиотерапии 

Исследуемый Контроль Больные 

показатель (доноры) а б в 

Транскетолаза , 
м к М / л / с 

ТДФ- эффект, % 
Тиаминдифосфат, 

мкг/мл эритроцитов 0 , 1 2 9 ± 0 , 0 0 9 0,1 И ± 0 , 0 0 3 0 ,127±0 ,001 0 , 0 9 5 ± 0 , 0 1 
Глюкозо-6-фосфатде-

гидрогеназа, 
мкМ Н А Д Ф Н / л / с 

Н А Д + Н А Д Ф , мкг/мл 
НАДН + НАДФН, 

мкг /мл 

3,99 ± 0 , 1 3 
N ± 0 , 9 7 

15 ,03±0 ,08 
53,4 dt 2,01 

3 , 2 5 ± 0 , 1 1 
1 7 ± 0 , 2 5 

2 2 ± 0 , 0 4 1 
60,8 ± 1 , 0 4 

3 , 2 3 ± 0 , 0 9 
16±0 ,1 I 

1 5 ± 0 , 0 1 3 
60,1 ± 1 , 0 6 

2 , 9 ± 0 , 0 7 
2 5 ± 0 , 0 4 

1 6 ± 0 , 0 1 2 
43,7 ± 0 , 8 3 

2 0 ± 1,04 2 2 , 7 ± 0 , 3 4 2 0 ± 0 , 3 1 18 ,6±0 ,27 

П р и м е ч а н и е , а — при поступлении больных в ста-
ционар; б — перед химиотерапией; в — после химиотерапии. 

ТДФ [24]. Активность транскетолазы в эритро-
цитах здоровых людей колеблется от 3,6 до 
3,9 мкМ/л-е 1 (табл. 1), ТДФ-эффект — от 0 до 
11 %. Величина ТДФ-эффекта характеризует ко-
личество свободной (не насыщенной кофермен-
том) транскетолазы [2, 6]. При профилактиче-
ских осмотрах различных групп населения с об-
следованием витаминного статуса у отдельных 
лиц выявляется ТДФ-эффект до 10—15% [20). 
При обследовании доноров из 20 у 6 лиц мы 
обнаруживали ТДФ-эффект от 13 до 18 %. Полу-
ченные данные указывают на недостаточное обе-
спечение здоровых людей витамином В|. Допол-
нительным подтверждением этого является уро-
вень ТДФ в крови (0,129 мкг/мл) . Данные лите-
ратуры указывают на 0,160 мкг/мл как оптималь-
ное обеспечение тиамином здорового организ-
ма [10]. Уровень иикотииамидных коферментов 
колеблется в крови в очень широких пределах 
от 39 до 60 мг/л, поэтому приведенная в табл. 1 
величина 53 ,4±0 ,08 мг/л ( Н А Д + Н А Д Ф ) и 2 0 ± 
± 1,04 мг/л для восстановленных иикотииамид-
ных коферментов соответствует норме. При по-
ступлении больных раком желудка в стационар 
отмечено снижение активности транскетолазы на 
20 %, аналогичное уменьшение количества кофер-
мента и повышение ТДФ-эффекта в среднем до 
17 %. Результаты наших исследований согла-
суются с данными литературы по другим видам 
опухолей |5, 18, 22] и указывают на развитие 
недостаточности тиамина у больных со злокаче-
ственным ростом. Уровень никотинамидных ко-
ферментов не изменяется в крови пациентов 

Т а б л и ц а 2 

Содержание опухолевых клеток у мышей с ДКЭ после 
введения им ЦФ, Т или витамина РР ( л = 1 0 ) 

Общий 
объем Тор-

мо- Число Тор-
мо-

Условии опытов опухо-
левой же-

ние, 

опухолевых 
клеток в же-

ние, 
взвеси, 

мл % 1 мл % 

АКЭ без воздействий 
АКЭ + Ц Ф 
АКЭ + Т 
АКЭ + Р Р 
АКЭ + Т + Р Р 
АКЭ + Ц Ф + Т 
АКЭ + Ц Ф + Р Р 
АКЭ + Ц Ф + Р Р + Т 

6,07=1=0,33 
2 , 0 6 ± 0 , 3 5 
6 ,03= fc0 ,28 
5 , 0 5 z b 0 , 1 7 
5 , 8 3 ± 0 , 1 1 
3 , 9 5 ± 0 , 1 5 
2,62=1=0,29 
2,02=1=0,36 

6 7 

17 
4 

3 5 
5 7 
6 7 

1 ,42±0 ,05 
0,67=ь0,11 
1,0=Ь0,04 

0,93=1=0,04 
0,83=1=0,03 
0,77=ь0,03 
0,80=1=0,04 

0,9=Ь0,01 

5 3 
30 
3 5 
4 2 
4 6 
44 
37 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3 и 4: АКЭ — асцитная 
карцинома Эрлиха, Ц Ф — циклофосфан, Т — тиамин. 

при поступлении их в больницу, а активность 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы увеличивается на 
46 %. Известно, что опухолевые клетки активно 
утилизируют глюкозу, а с момента малигнизации 
опухолевого очага организм становится объектом 
его системного действия [16). 

После курса химиотерапии только у одного 
больного количество ТДФ в крови не измени-
лось. У остальных больных наблюдали снижение 
содержания кофермента на 20—40 % по сравне-
нию с количеством ТДФ, которое определяли 
у пациентов при поступлении в стационар 
(см. табл. 1), т. е. до лечения. ТДФ-эффект 
после курса химиотерапии увеличился с 17 до 
25 %. Отмечены колебания ТДФ-эффекта от 30 
до 47 %, что является признаком умеренной 
(до 30 % ) или тяжелой (более 40 %) биохимиче-
ской недостаточности тиамина [2]. Окислительно-
восстановительный потенциал крови после курса 
химиотерапии также нарушается. Количество 
окисленных никотинамидных коферментов после 
лечения больных циклофосфаном снижается на 
3 0 % , а уровень Н А Д Н + Н А Д Ф Н — на 20 % 
(см. табл. 1). Имеются данные о том, что некото-
рые цитостатики могут способствовать развитию 
дефицита витаминов. Так, использование 5-фтор-
урацила приводит к увеличению ТДФ-эффекта 
и снижению активности транскетолазы [19]. 
5-Фторурацил конкурирует с ТДФ в реакции при-
соединения фосфата, переходя в активную фор-
му — 5-фтор-2-дезоксиуридинмонофосфат. Высо-
кие дозы алкилирующих агентов истощают в орга-
низме пул НАД [23]. Циклофосфан в ряду других 
цитостатиков, применяющихся в онкологии, зани-
мает важное место. Вместе с тем он токсичен. 
Циклофосфан обладает иммунодефицитным свой-
ством, расстраивает нуклеиновый обмен |4] , а 
по нашим данным, усугубляет дефицит витами-
нов В| и PP. 

Нами было проведено исследование на мышах с 
асцитной карциномой Эрлиха и дополнительным 
введением животным циклофосфана, витамина 
В|, Р Р или смеси этих двух витаминов. 

Дополнительные инъекции витаминов (раздель-
но либо совместно) повышали переносимость мы-
шей к вводимой дозе циклофосфана, не нарушая 
при этом его противоопухолевую активность 
(табл. 2). Циклофосфан тормозит рост опухоли 
на 53 %. Продолжительность жизни при этом 
снижается на 30 %. Введение циклофосфана сов-
местно с тиамином или никотинамидом нейтра-
лизует его токсичность и увеличивает продолжи-
тельность жизни животных в среднем на 60 % по 
сравнению с группой нелеченых мышей. 

Ни тиамин, ни никотинамид не стимулируют 
рост асцитной карциномы Эрлиха (см. табл. 2) . 
Биохимические показатели нарушений обмена ви-
таминов В| и Р Р в эритроцитах мышей с асцитной 
карциномой Эрлиха аналогичны отмеченным у 
больных раком желудка. Активность транскето-
лазы в эритроцитах мышей с асцитной карци-
номой Эрлиха снижена на 48 %, а при введении 
циклофосфана — на 6 5 % . ТДФ-эффект, отсут-
ствующий в эритроцитах интактных мышей, по-
вышается на 18 % в крови животных-опухоле-
носителей, а при лечении циклофосфаном уве-
личивается до 30 %\ Введение тиамина с цикло-
фосфаном снижает ТДФ-эффект до 8 %, повышает 

3 4 



Т а б л и ц а 3 

Показатели обмена тиамина в печени интактных мышей и мышей с АКЭ после введения им ЦФ, Т или витамина РР ( я = 1 0 ) 

Условия опытов 
Интактныс мыши Мыши с АКЭ 

Условия опытов 
ТК ТПФ-аза ТДФ ТК ТПФ-аза ТДФ 

Контроль 106±7 ,8 3,91 ±0 ,31 6 , 4 ± 0 , 4 6 76±6 ,3* 4,81 ± 0 , 2 7 2 ,53±0,62* 

ЦФ 9 8 ± 4 , 7 5,07 ± 0 , 1 0 * 6 ,8±0 ,35 70 ± 4 , 4 7,11 ± 0 , 3 7 * 1,8±0,33* 
Т 
Р Р 

103 ± 3 , 4 3,77 ± 0 , 1 3 8 ,0±0 ,49* 68-f-4,1 4,1 ± 0 , 2 3 3,3 ± 0 , 3 7 Т 
Р Р 93 ± 3 , 1 4,01 ± 0 , 1 4 6 ,9±0,34* 74 ± 4 , 5 5,4 ± 0 , 2 7 2 ,8±0,21 
T-f Р Р 1 14 ч-1,9 3 ,18±0,11 5,5 ± 0 , 3 9 7 5 ± 1,2 4 ,4±0 ,32 2,4 4-0,34 
Ц Ф - f Р Р 99-КЗ, 1 4 ,24±0 ,22 6,3 ± 0 , 2 7 78 ± 3 , 5 5,5 ± 0 , 3 5 3 , 5 ± 0 , 4 2 
ЦФ + Т 116±3,8 4,0 ± 0 , 1 5 5,3 ± 0 , 3 6 74 ± 5 , 5 4,34-0,21 2 , 4 ± 0 , 2 3 
ЦФ + Р P-f т 112±4,9 5 ,47±0 ,15 6 , 4 ± 0 , 3 7 8 7 ± 4 , 4 6,54-0,18 1 ,8±0,26 

П р и м е ч а н и е . ТК траискетолаза (в мкМ седогептулозо-7-фосфата на I л крови в 1 с); Т П Ф - а з а - тиаминпиро-
фосфатаза (в мкг Р„ на 1 мг белка) ; ТДФ в мг на 1 кг ткани. Здесь и в табл. 4 звездочка статистически достовер-
ные различия ( р < 0 , 0 5 ) . 

активность транскетолазы на 40 %, но не норма-
лизует активность фермента до уровня интактных 
животных. Наиболее глубокие изменения обмена 
витаминов В| и РР при злокачественном росте 
происходят в гепатоцитах. 

Уровень ТДФ в печени животных-опухоле-
н ос т е л ей с н и ж а етс я н а 61 % (т а б л. 3) , а п р и 
лечении циклофосфаном содержание кофермента 
в гепатоцитах равно лишь 1,8 мг/кг ( 2 8 % ) . 
Количество ТДФ в печени находится в обратной 
зависимости с активностью тиаминпирофосфата-
зы. При злокачественном росте ее активность 
11 о в ы ш а ет с я н а 2 3 %, а при в в еде н и и ц и к л о -
фосфана почти в 2 раза. Введение тиамина-
способствует частичному восстановлению уровня 
кофермента в печени и снижению активности в 
ней тиаминпирофосфатазы. Витамин РР не ока-
зывает существенного действия на уровень ТДФ 
в гепатоцитах, однако введенный совместно с 
тиамином или в комплексе (тиамин, циклофоефан, 
никотинамид) нейтрализует позитивное действие 
тиамина на уровень кофермента в печени 
(см. табл. 3). Известно, что у молодых крыс, 
лишенных витаминов группы В, характерные при-
знаки авитаминоза Bt проявлялись даже в том 
случае, если они получали никотинамид в очень 
малых дозах [13]. Ранее нами было показано, 
что в основе девитаминизирующего действия опу-
холи на организм ее носителя лежит активная 
ассимиляция тиамина опухолевыми клетка-
ми [24]. Введение ни коти на мид а таким живот-
ным совместно с тиамином нежелательно, так как 
оно способствует проявлению интенсивности ави-
таминоза В|. С другой стороны, введение ин-

тактным мышам тиамина повышает на 25 % уро-
вень ТДФ в печени, а совместные с никотинамидом 
инъекции снижают уровень кофермента на 1 5 % . 
Последствием длительного введения никотинами-
да в дозе, двукратно превышающей дозу тиами-
на, является провоцирование недостаточности ви-
тамина В|. 

В табл. 4 представлены некоторые показатели 
активности окислительных этапов пентозофосфат-
ного пути обмена углеводов у мышей с асцитной 
карциномой Эрлиха. Введение циклофосфана и 
витаминов В| и РР не влияет существенно на 
уровень НАДФ и НАДФН в печени интактных 
мышей. Развитие опухоли в организме мышей 
сопровождается незначительным снижением коли-
чества НАДФ (на 1 3 % ) и НАДФН (на 2 7 % ) . 
Инъекции циклофосфана еще более усугубляют 
падение уровня восстановленного НАДФН (до 
6 0 % ) по сравнению с интактными животными 
(см. табл. 4). Введение витаминов не изменяет 
ситуацию, и лишь совместное введение цикло-
фосфана с никотинамидом повышает уровень 
НАДФН (всего на 1 4 % ) . Планируя введение 
тиамина или никотинамида в организм животиых-
опухоленосителей, мы исходили из того, что регу-
ляция пентозофосфатного пути обмена углеводов 
может осуществляться двумя витаминами: на 
уровне окислительных реакций никотиновой 
кислотой, предшественником НАДФ, а в транс-
кетолазной реакции витамином В| через ТДФ. 
Скорость окисл и тел ьных и неокисл ител ьных ре-
акций пентозофосфатного пути в свою очередь 
зависит от уровня насыщения тканей этими 
витаминами, а также от потребности клетки в 

Т а б л и ц а 4 
Активность Г-6-ФДГ и уровень НАДФ и НАДФН в печени интактных мышей и мышей с АКЭ после введения им ЦФ, Т 
или витамина РР (я—10) 

УСЛОВИЯ ОПЫТОВ 
Интактные мыши Мыши с АКЭ 

УСЛОВИЯ ОПЫТОВ 
НАДФ, мг/кг НАДФН, мг/кг Г-6-ФДГ НАДФ, мг/кг НАДФН, мг/кг Г-6-ФДГ 

Контроль 5 7 ± 2 , 7 163±5 ,5 2 1 3 ± 4 , 4 5 0 ± 6 , 3 1 2 0 ± 6 , 6 317±5 ,8* 

ЦФ 66 ± 4 , 4 154 ± 8 , 4 124±8,4* 68±4 ,4* 105±9 ,2 4 3 0 ± 1 2 , 5 
Т 4 8 ± 4 , 3 151 ± 7 , 9 141 ± 5 , 3 * 5 8 ± 7 , 5 105±7,9* 3 7 7 ± 7 , 0 
Р Р 5 2 ± 2 , 6 168±9,6 2 1 5 ± 13,4 4 9 ± 5 , 0 106±10,1 3 4 4 ± 1 1 , 2 
Т + Р Р 6 4 ± 9 , 7 183±4,5* 153±8,1* 5 9 ± 4 , 0 9 4 ± 5 , 3 * 504±9 ,9* 
Ц Ф + Т 4 6 ± 2 , 1 * 165±9,2 172±4,8* 7 0 ± 4 , 0 * 117±8,1 2 9 7 ± 9 , 4 
ЦФ + Р Р 49 ± 2 , 7 1 6 3 ± 10,4 123±9,7* 5 6 ± 3 , 8 137±9,5 2 9 9 ± 1 1 , 8 
ЦФ + Р Р + Т 51 ± 3 , 3 185±6,1* 160=4=3,0* 53 ± 3 , 4 9 4 ± 5 , 4 465±17 ,3* 

П р и м е ч а н и е . Г-6-ФДГ глюкозо-6 фосфатдегидрогеназа (в мк М НАДФН на 1 г белка в 1 с). 
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в ос ст а н о в и тел ь н ы х эквивалентах (Н А Д Ф И) или 
субстратах-предшественниках (пентоз) для био-
синтеза нуклеиновых кислот. 

Образование пентозофосфатов в окислительных 
реакциях осуществляется с помощью ферментов 
глюкозо-6-фосфат- и 6-фосфоглюконатдегидроге-
назы. В печени мышей с асцитной карциномой 
Эрлиха при угнетении неокислительного образо-
вания пентоз через транскетолазную реакцию на 
18 % и сниженном уровне Т Д Ф на 60 % 
(см. табл. 3) наблюдали обратную зависимость 
от интенсивности окисления пентозофосфатов; 
а к т и в и ость г л ю к оз о - 6 - ф ос ф а т д е г и д р о г е н а з ы по-
вышалась на 49 % (см. табл. 4). При введении 
циклофосфана, который еще более усугубляет 
дефицит тиамина, активность глюкозо-6-фосфат-
дегидрогеназы повышается почти в 2 раза по 
сравнению с активностью фермента у интактных 
животных (см. табл. 4 ) . 

Раздельно введенные витамины не изменяют 
активность гл юкозо-6-фосфатдегидрогеназы в 
печени животных-опухоленрсителей, а смесь тиа-
мина и никотинамида повышает активность фер-
мента на 58 %. Добавление к этим двум витами-
нам циклофосфана т а к ж е повышает активность 
гл юкозо-6-фосфатдегидрогеназы на 47 %, т. е. при 
этом преобладает окислительный путь биосинтеза 
пентозофосфатов. Следует т а к ж е отметить, что 
введение витаминов В|, РР и циклофосфана ин-
тактным животным не всегда приводило к сход-
ным результатам. Циклофосфан тормозил актив-
ность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы на 42 % 
(см. табл. 4) , а витамин РР, являющийся пред-
шественником кофермента ( Н А Д Ф ) , не снимал 
ингибирующего действия циклофосфана. 
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M E T A B O L I S M O F V I T A M I N S B, AND PP ; T H E I R 
A P P L I C A T I O N IN O N C O L O G I C A L C A R E 

R. V. Trebukhina, T. A. Koltanyuk, V. G. Petushok, 
G. N. Mikhaltsevich, L. K. Lashak, E. A. Gritsenko 

Ins t i tu te of Biochemist ry , Academy of Science of the 
Bye lo russ ian SSR, G r o d n o 

Blood of pa t ien ts with gas t r i c t umor w a s s tudied a f te r 
their admiss ion to the hospital and a f te r the chcmothe rapeu t i c 
course . Format ion of the t umor w a s accompanied by 
deve lopment of hypovi taminoses B| and P P . The vi tamin 
deficiency w a s more dist inct a f t e r t r e a t m e n t of the pa t i en t s 
with cyc lophosphan: content of th iamine d iphospha te ( T D P ) 
was decreased by 40 % ; NAD + N A D P , by 30 % and NADH + 
- ( -NADPH, by 2 0 % . In mice with EhrIich asc i tes c a r c i n o m a , 
act ivi ty of t r a n s k e t o l a s e in e ry th rocy tes w a s decreased by 
48 % , con tent of T D P , by 61 % and that of N A D P H , by 27 % . 
The admin i s t r a t ion of cyc lophosphan increased f u r t h e r t h i amine 
deficiency in the t u m o r - b e a r i n g mice. S i m u l t a n e o u s admi-
n is t ra t ion of th iamine and cyc lophosphan abolished the 
cytos ta t ic toxic effect but did not affect their a n t i t u m o r a l 
proper t ies . U n d e r these condi t ions t r e a t m e n t with v i t amins 
Bi and P P complex w a s undes i r ab l e due to ma l ign iza t ion . 
The v i t amins Bi and P P did not s t i m u l a t e the t u m o r g r o w t h , 
par t ia l ly res tored impaired me tabo l i sm of the v i t amins and 
may be included sepa ra t e ly into combined m u l t i d r u g 
on coth era pen tics. 
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И. И. Балаболкин, Г. Ф. Гордеева, Е. Д. Гусева, 
А. Б. Джунвлов, О. Л. Калугина, М. М. Хамидова 

П Р И М Е Н Е Н И Е ВИТАМИНОВ ПРИ АЛЛЕРГИ-
ЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ У ДЕТЕЙ 
Н И И педиатрии Российской академии медицинских наук, 
Москва 

Д о к а з а н о развитие при аллергических заболе-
ваниях у детей белковой недостаточности, дезор-
ганизации соединительной ткани, нарушения об-
мена иурииовых и пиримидииовых оснований | 1 | , 
липидов [5, 7] . Установлено также вовлече-
ние в патологический процесс гепатобилиарной 
системы [6], выявлены нарушения всасывания 
углеводов и белков |2 | . У детей раннего возраста 
с аллергическими заболеваниями и реакциями 
часто выявляется нарушение биоценоза кишечни-
ка. Указанные факторы могут обусловить разви-
тие недостаточности витаминов в организме де-
тей с аллергической патологией. Необходимость 
использования витаминных препаратов при лече-
нии аллергических болезней обусловлена также 
и свойством этих препаратов воздействовать на 
систему иммунного ответа. 

М е т о д и к а . При оценке терапевтической эффективности 
витамина В,-, (пиридоксина) изучали его влияние на содержа-
ние аминокислот в сыворотке крови и моче. Количественное 
определение свободных аминокислот в сыворотке крови и суточ -
ной моче проводили методом восходящей хроматографии на 
бумаге. Терапевтическую эффективность витамина Р (кверце-



тина) оценивали на основе динамического наблюдения за 
состоянием больных и метаболизма липидов у них. Био-
логическим материалом служили лимфоциты, выделенные из 
периферической крови больных в градиенте плотности раство-
ра фиколл верографина. Мембраны лимфоцитов получали 
путем осмотического шока клетки с последующим замора-
живанием оттаиванием, после чего мембраны осаждали пу-
тем центрифугирования. Определение содержания продуктов 
перекисного окисления липидов (малонового диальдегида -
МДА, гидроперекисей липидов Г П Л ) , активности антиокси-
дантных ферментов (супероксиддисмутазы, каталазы, глута-
тионпероксидазы) выполняли с помощью спектрофотометри-
ческих методов на приборах СФ-26 (СССР) и ФП-901 (Фин-
ляндия) . Для определения уровня общих липидов и ф ос фол и-
пидов (ФЛ) в мембранах лимфоцитов использовались стан-
дартные наборы фирмы «Лахема» ( Ч С Ф Р ) . Анализ спектра 
ФЛ мембран лимфоцитов проводили методом одномерной тон-
кослойной хроматографии на пластинах с силуфолом. Ко-
личественное определение содержания лейкотриена В4 (ЛТВ 4 ) 
производили с помощью стандартных радиоиммунологичсских 
наборов фирмы «Amersham» (Англия) на приборе «Fraeto-
vap 4200» фирмы «Carlo ЕгЬа» Италия) . Об эффективности 
витамина Е судили по результатам наблюдения за состоя-
нием больных и динамическому наблюдению за изменением 
изучаемых показателей перекисного окисления липидов в 
мембранах эритроцитов. Механическую резистентность опре-
деляли в 5 % взвеси эритроцитов после их инкубации в 
трис-буфере в течение 10 мин при 37 °С и последующего 
центрифугирования. Перекисную резистентность определяли 
после инкубации проб с 1 ,5% раствором перекиси водорода, 
гемолиз эритроцитов в пробах с добавлением физиологи-
ческих количеств витамина Е (10 мкг в пробу), свободно-
радикальное окисление по накоплению ТБК (тиобарбитуро-
вая кислота) активных продуктов (МДА) после 10 мин инку-
бации при 37 °С без инициации, а также на фоне добав-
ления двухвалентного железа с аскорбатом [3] и добавления 
в пробу с инициацией физиологических количеств вита-
минов Е и D, (30 мкг в пробу). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Терапев-
тическую эффективность витамина Be изучали у 
детей с бронхиальной астмой и атоническим дер-
матитом. Под наблюдением находилось 90 детей 
с бронхиальной астмой в возрасте от 1 года 4 мес 
до 7 лет (55 больных с атонической, 20 со смешан-
ной и 15 с инфекционно-аллергической формой 
болезни) и 48 детей с атоническим дерматитом 
в возрасте от 1,5 до 7 лет, из них у 8 больных 
аллергический процесс на коже сопровождался 
выраженным экссудативным компонентом и 
у 40 детей в клинической картине болезни прева-
лировали инфильтративные изменения на коже. 
С терапевтической целью мы использовали пи-
ридоксина гидрохлорид при максимальной лечеб-
ной дозе — 50 100 мг/сут. Детям до 3 лет 
пиридоксин назначали по 50 мг/сут, детям 3—7 
лет по 100 мг/сут в 2 приема. Продолжи-
тельность лечения при бронхиальной астме у 40 
детей составила 1 мес, у 20 от 1,5 до 2 мес и у 
10 больных — от 2 до 3 мес. Длительность лече-
ния у детей с атомическим дерматитом составила 
3—4 нед. Во время лечения пиридоксином все дети 
получали питание с соответствующим возрасту со-
держанием белка, жиров и углеводов. При обост-
рении бронхиальной астмы проводили лечение 
бронхоспазмолитиками и муполитическую тера-
пию. При атомическом дерматите, помимо витами-
на Во, назначали антигистаминные препараты и 
местную терапию с учетом характера воспалитель-
ного процесса на коже. 

Включение пиридоксина в комплекс терапевти-
ческих мероприятий у 9 больных с астматическим 
состоянием в I стадии развития позволило уско-
рить выведение детей из него, что подтвердилось 
при сравнении с контрольной группой детей 
(9 человек), получавших инфузионную терапию 

эуфиллином, лечение муколитиками, но без введе-
ния пиридоксина. Продолжительность астматиче-
ского состояния в контрольной группе состави-
ла 2 , 3 3 ± 0 , 2 2 сут. Среди детей, получавших пири-
доксин, она была меньше и составила 1 ,83± 
± 0 , 1 1 сут. Из 9 детей, леченных с использованием 
витамина Во, 7 были выведены из астматического 
состояния без назначения глюкокортикостероидов. 
У 2 детей терапевтического влияния витамина 
Вб не было выявлено. В контрольной группе 
астматический статус был снят без назначения 
глюкокортикоидов у 6 из 9 детей, что существенно 
не отличалось от результатов лечения в основной 
группе ( / ?<0 ,1 ) . Использование витамина Be 
у 39 детей с неустойчивым состоянием по брон-
хиальной астме показало возможность примене-
ния препарата с целью достижения ремиссии. 
Проведенная терапия оказала благоприятное 
влияние на течение болезни у 33 из 39 (84,61 ± 
± 5 , 7 8 % ) больных. Так, если на протяжении 1 мес 
до начала лечения количество приступов брон-
хиальной астмы у одного больного в среднем 
составляло 2 , 8 2 ± 0 , 6 3 , то на фоне лечения в тече-
ние этого же промежутка времени оно было зна-
чительно меньше 0 , 9 2 ± 0 , 0 7 (/?<(),01), при этом 
и возникали они уже менее чем у половины де-
тей (16 человек), что составило 4 1 , 0 2 ± 7 , 9 2 , 
тогда как до начала лечения пиридоксином присту-
пы регистрировали у всех детей (р<с0,001). В конт-
рольной группе детей улучшение состояния после 
лечения бронхоспазмолитиками было отмечейо ре-
ж е — у 24 из 30 детей ( 6 1 , 5 3 ± 7 , 7 9 %; р<0,02). 
Частота приступов бронхиальной астмы у детей 
контрольной группы хотя и уменьшилась, но все 
же превышала таковую у детей, леченных витами-
ном Во, составляя 1 ,26±0 ,15 (р<С0,05). В конт-
рольной группе чаще отмечалось возникновение 
повторных приступов бронхиальной астмы на фо-
не продолжающегося лечения бронхоспазмолити-
ками (более чем у половины детей 25 чело-
век, что составило 6 1 , 1 ± 7 , 6 8 % случаев; р с 0 , 1 
по отношению к основной группе). 

Включение витамина Во в комплексную терапию, 
состоящую из назначения бронхоспазмолитиков, 
аитигистаминных препаратов, интала, кальция 
пантогената, 3 детям с гормонально-зависимой 
бронхиальной астмой (поддерживающая доза 
5—7,5 мг преднизолона) позволило у 2 из них 
добиться отмены глюкокортикостероидов. 
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Рис. I. Изменения содержания (в %) аминокислот в сы-
воротке крови детей с бронхиальной астмой до (светлые 
столбики) и после лечения (темные столбики) витамином В. 

3 7 



180 

90 

80 
70 

60 
50 

40 

30 

20 
10 

Ю 

20 
30 

40 

50 

60 
70 

80 

Рис. 2. Изменения содержания (в % ) аминокислот в моче 
детей с бронхиальной астмой до (светлые столбики) и после 
лечения (темные столбики) витамином В<>. 

Терапия витамином Вг> оказывала благоприят-
ное влияние на обмен аминокислот, которое 
проявлялось уменьшением дис- и гипераминоаци-
демии за счет снижения содержания в сыворот-
ке крови большинства аминокислот (рис. I ) . 
По окончании терапии пиридоксином суммарная 
концентрация аминокислот сыворотки крови была 
на 35,2 % ниже исходного уровня; при этом отме-
чалась нормализация содержания а сп ара типовой 
кислоты и валима, содержание цистеина оста-
валось в границах нормы, а концентрация осталь-
ных аминокислот несколько превышала норму. 
Влияние пиридоксина на содержание аминокислот 
в моче зависело от их исходного уровня. При 
выявлении высоких концентраций, что было харак-
терно для лизина, аргинина, серина и глици-
на, происходило уменьшение экскреции амино-
кислот, а при выявлении исходно низких пока-
з а т ел ей (ас п а р а г и \ i о в а я к и с л от а, а л a н и н, фенила-
ланин, лейцин, глутаминовая кислота) наблюдали 
снижение содержания их в моче. При этом бы-
ла отмечена нормализация выведения с мочой 
фенилаланина при тенденции к нормализации ли-
зина. У детей с бронхиальной астмой, в комплекс-
ной терапии которых использовали пиридоксин, 
по окончании лечения отклонения в экскреции с 
мочой для большинства аминокислот были менее 
выраженными по сравнению с контрольной 
группой. 

Терапия с витамином В(5 была эффективной 
и у детей с атоническим дерматитом. Из 40 де-
тей с атоническим дерматитом, клинически харак-
теризовавшимся наличием выраженных ин-
фильтративных изменений на коже, при лечении 
витамином Вс> терапевтический эффект был по-
лучен у 3 6 ( 9 0 , 0 z f c 4 , 7 4 %) детей, при этом 
у 26 из них удалось достигнуть ремиссии (у 10 
улучшения) в течении аллергического процесса 
на коже. Результат лечения был сравнен с 
контрольной группой детей (40 человек), у кото-
рых лечение атонического дерматита не сопро-
вождалось назначением пиридоксина. Терапев-
тический эффект в этой группе был получен 
у 2 9 из 4 0 детей ( 7 2 , 5 + 7 , 0 6 % ; / ? < ( ) , 0 5 ) . В копт-, 
рольной группе ремиссия была достигнута у 15 
из 29 детей, тогда как у остальных детей име-
ло место уменьшение воспалительного процесса 

Рис. 3. Динамика показателей процессов ПОЛ и уровня 
активности антиоксидантных ферментов в период обострения 
и ремиссии поллииоза. 
Светлые столбики обострение поллииоза: темные столбики • ремиссия; 
заштрихованная зона- контроль, а риноконъюиктивальный синдром; б — 
астматический бронхит; и бронхиальная астма. / МДЛ, 2 ГПЛ, .7 
суиероксиддисмутаза, '/ каталаза, Я глутатионпероксидазн. 

на коже. Назначение пиридоксина уже к концу 
1-й и началу 2-й недели приводило к заметному 
улучшению состояния больных, что проявлялось в 
уменьшении зуда и воспалительной инфильтра-
ции кожи, дети становились более спокойными, 
и обычно на 3-й неделе от начала терапии уда-
валось достигнуть ремиссии болезни; в среднем 
она наступала на 16,69ч=0,72-й день. Проведение 
терапии витамином Во способствовало обратному 
развитию атонического дерматита и при локали-
зации аллергического процесса в области век. 
В контрольной группе детей ремиссия наступа-
ла значительно позднее к концу 4-й недели от 
начала лечения (в среднем на 2 5 , 9 ± 1,26-й день) . 
Обнаруженное различие было статистически зна-
чимым ( р < 0 , 0 0 1 ) . Витамин Во был менее эф-
фективен при атоническом дерматите при наличии 
выраженного экссудативного компонента. Поло-
жительный результат лечения был достигнут у 4 
из 8 детей, у 2 детей удалось достичь ре-
миссии болезни к концу 3-й недели от начала ле-
чения, у 2 детей на фоне лечения было отме-
чено уменьшение воспалительных изменений на 
коже. 

Полученное под влиянием лечения пиридокси-
ном улучшение состояния больных атоническим 
дерматитом сопровождалось уменьшением гипер-
и дисаминоацидемии, причем к концу лечения 
суммарная концентрация аминокислот сыворотки 
крови снижалась на '/.< по сравнению с исходны-
ми данными. Отмечалась нормализация в содер-
жании таких аминокислот, как цистеин, аспара-
гиновая кислота, аланин, валин, тогда как со-
держание остальных аминокислот хотя и су-
щественно понижалось, но все же превышало нор-
му. Уменьшение гипераминоацидемии у детей с 
атоническим дерматитом было более выраженным 
при включении в терапию пиридоксина, чем без 
него. 

Суммарная концентрация выводимых с мочой 
аминокислот имела тенденцию к снижению (на 
16 ,15% по сравнению с исходными данными) 
за счет таких аминокислот, как лизин, аргинин, 
серии (рис. 2) , концентрация которых в суточ-
ной моче до начала лечения существенно пре-
вышала уровень выведения их у здоровых детей, 
при этом имели место нормализация экскреции 
с мочой цистеина, треонина и тенденция к норма-
лизации серина. Содержание остальных амино-
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Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
Динамика содержания общих липидов (OJ1), общих ФЛ и изменений спектра фосфолинидов в мембранах лимфоцитов на фоне 
проведения терапии кверцетином у больных поллинозом детей 

Показатели 
Риноконъюнктивальный синдром Бронхиальная астма Здоровые 

дети 
Показатели 

до лечения после лечения до лечения после лечения 
Здоровые 

дети 

О Л , мкг /10 ь лимфо-
цитов 1 ,75±0,15* (19) 2 ,67±0 ,14** (7) 1,91 ± 0 , 1 2 * (30) 3 , 0 5 ± 0 , 1 6 * * (16) 2,58=1=0,17 (17) 

Ф Л , мкг/101 ' лимфо-
(7) 

цитов 1 ,13±0,11* (19) 1 ,77±0,15** (7) 1 ,36±0,09* (30) 2 , 03±0 ,12** (16) 1,71 ± 0 , 0 9 (17) 
Л изофосфатидил хо-

(17) 

лим, % 9 , 9 7 ± 1 , 9 2 * (16) 3 , 2 5 ± 1,48** (10) 10 ,87± 1,25* (16) 3,92=1= 1,85** (6) 4,75=1=0,78 (17) 
Сфингомиелин, % 10 ,48±1,41* (16) 9 , 3 6 ± 1,79* (10) 9,78=t 1,49* (16) 9,25=1=2,88* (6) 15,04=1= 1,20 (17) 
Фосфатидилхолин, % 4 7 , 5 6 ± 1 , 5 5 * (16) 38,89=1=1,91** (Ю) 47,47=t 1,90* (16) 42,70=1=1,68* (6) 40,65=1=0,84 (17) 
Фосфатидилэтанола-

мин, % 30 ,07±2 ,21 (16) 4 1 , 7 6 ± 1,63*** (10) 3 0 , 5 2 ± 2 , 2 9 (16) 39,10=1=1,63*'** (6) 33,01 ± 2 , 0 6 (17) 
Кардиолипин, % 1 ,92±1 ,61* (16) 6,73 ± 2 , 0 6 (10) 1,36=1=0,36* (16) 5,03=1=2,80 (6) 6 , 5 5 ± 1,14 (17) 

Г1 р и м е ч а н и е. Одна звездочка достоверность различий (р<0 ,05— 0,001) по сравнению с даниыми контрольной 
группы здоровых детей; две 
чения, после лечения) . 

достоверность различий ( р < 0 , 0 5 0,001) в зависимости от периода заболевания (до ле-

кислот в моче не претерпевало существенных 
изменений. 

Достигаемый при лечении витамином Be те-
рапевтический эффект у детей с бронхиальной 
астмой и атоническим дерматитом может быть 
связан с корригирующим влиянием препарата на 
белковый обмен, на что указывает обнаруживае-
мое уменьшение гипераминоацидемии и измене-
ние выведения аминокислот с мочой в сторону 
нор м а л из а ц и и. Pea л и з а ц и я об н а р у ж и в а е м о го 
влияния витамина Be на обмен аминокислот мо-
жет осуществляться прежде всего через способ-
ность повышать активность трансаминаз [8, 9, 
12, 13]. Повышение функциональной активности 
указанных ферментов способствует перемещению 
аминокислот из кровеносного русла в клеточные 
структуры тканей с последующим включением их 
в синтез белковых структур. Известно стимули-
рующее влияние пиридоксина на синтез со-
матотропного гормона [10| . В связи с этим обна-
руженное нами корригирующее влияние пири-
доксина на белковый обмен может быть обуслов-
лено и повышением активности гормона роста. 
Присущее витамину Be благоприятное влияние 
на функциональную активность печени служит 
фактором, способствующим как улучшению со-
стояния больных, так и уменьшению нарушений 
в системе обмена аминокислот за счет актива-
ции синтеза белков. 

Выявленная на фоне лечения витамином Be 
тенденция в сторону нормализации экскреции 
аминокислот в известной мере свидетельствует 
и о благоприятном влиянии препарата на пар-
циальные функции почек [4]. 

Те р а п е вт и ч ее к а я эф фе кт и в н ост ь об л а д а ю ще го 
Р-витаминной активностью кверцетина была изу-
чена нами у 23 детей в возрасте от 7 до 
13 лет с острыми проявлениями поллиноза: 7 боль-
ных с р и но ко нъ юн кти вал ьн ы м синдромом и 16 
с бронхиальной астмой. Кверцетин назначали де-
тям от 7 до 10 лет по 80—100 мг/сут, от 10 
до 13 лет по 100 120 мг/сут в 4 приема в 
течение 3 4 нед. Наряду с кверцетином дети 
с риноконыонктивальным синдромом получали rie-
ритол, а с бронхиальной астмой перитол 
и эуфиллин. При этом нами не было выявлено 
существенного влияния кверцетина на клиниче-
ские симптомы поллиноза и его течение. Так, 
если у детей, не получавших кверцетин, обрат-

ное развитие симптомов поллиноза отмечали на 
6,7гЬ0,65-й день, то у больных, получавших квер-
цетин, на 5,34=0,71-й день (/?<(),05). 

Использование кверцетина при комплексной те-
рапии поллинозов оказывало благоприятное влия-
ние на метаболизм липидов мембран лимфоци-
тов (рис. 3). Под влиянием кверцетина отме-
чали снижение продуктов перекисного окисления 
липидов (ПОЛ) - МДА и ГПЛ (на 47 и 4 0 % 
соответственно), уменьшение дисбаланса в систе-
ме антиоксидантных ферментов. Активность ката-
лазы у детей, леченных кверцетином, в период 
ремиссии была выше, чем у здоровых детей. Со-
держание общих липидов и ФЛ достигало исход-
ных величин, а у больных с пыльцевой бронхиаль-
ной астмой оно превышало исходный уровень. 
В ходе лечения отмечалось выраженное снижение 
л и з о ф о с ф а тидилхолина (ЛФХ) в спектре ФЛ, 
что указывает на инактивацию процессов метили-
рования мембранных ФЛ. Выявлено существенное 
снижение в содержании фосфатидилхолииа (ФТХ) 
у больных после лечения кверцетином, что сви-
детельствует об ингибировании кверцетином из-
быточного синтеза арахидоновой кислоты 
(табл. 1). 

Исследование влияния антиоксидантной тера-
пии кверцетином на синтез ЛТВ4 и тромбокса-
на В2 (ТХВ2) в мембранах лимфоцитов у детей 
с поллинозом не выявило существенных разли-
чий в содержании этих медиаторов у больных, 
получавших и не получавших указанную терапию. 
В то же время более выраженное снижение 
ЛТВ.| отмечали у больных, леченных кверцети-

Т а б л и ц а 2 
Динамика содержания JI1 В, и ТхВ2 в мембранах лимфоцитов 
детей, больных поллинозом, под влиянием терапии кверцетином 

лтв 4 . пг/10° ТхВц, пг/10 е 

Группа 
лимфоцитов лимфоцитов 

Группа 
больных 

до после ДО после 
лечения лечения лечения лечения 

Получавшие кверце- 214 ,2± 15,31 101,7± 15,8 631.8±17.34 215 ,6± 16,7 
тин (7) (7) (7) (7) 

Не получавшие квер- 210,1 ± 16,2 I32 .6± 11,0 644,0 ± 1 6 , 9 3 217 ,6± 14,9 
цети н (Ю) (8) ( К») (8) 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл . 2 и 3 в скобках 
число больных. 
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Влияние витамина Е на состояние ПОЛ в мембранах эритроцитов у детей с атомическим дерматитом 
Т а б л и ц а 3 

II о к а .чате л и До лечения (6) После лечения (6) Здоровые дети 

Гемолиз, %: 
до активации 2 , 0 0 + 0 , 3 2 , 0 ± 0 , 6 < 0 , 5 3 ,88±0 ,57 
после активации 3,2 ± 0 , 6 2,0 ± 0 , 5 < 0 , 5 < 0 , 1 4,33 ± 0 , 6 0 
после активации Н202 + витамии Е 4,1 ± 0 , 4 2 , 9 ± 0 , 3 < 0 , 0 5 3 ,80±0 ,75 

Содержание МДА нмоль/106 эритроцитов: 
без инициирования О2 1,24 ± 0 , 3 0 ,87±0 ,12 < 0 , 5 3 , 0 ± 0 , 3 7 
с инициированием О2 1,29±0,15 3 ,73±0 ,17 < 0 , 0 1 5,44 1 0,Г>() 
с инициированием витамином Е 1,33 ± 0 , 2 5 8 , 7 9 ± 0 , 3 < 0 , 0 1 3 ,48±0 ,62 
с инициированием витамином D 5 ,58±0 ,75 6,7 ± 0 , 9 < 0 , 5 12,25± 1,64 

Содержание витамина Е, ммоль/л: 
в эритроцитах 11,0±4,0 15,0±9,0 < 0 , 5 16 ,0±2,0 
в плазме 14 ,0±4,0 16,0±5,0 < 0 , 5 (>,() ) 1.0 

П р и м е ч а н и е. р достоверность различий между показателями до и после лечения. 

ном, а уровень ТХВ:> не претерпевал существенно 
значимых изменений, что указывает на ингибиро-
вание преимущественно липооксигеназного пути 
метаболизма арахидоновой кислоты (табл. 2) . 

Полученные нами результаты совпадают с дан-
ными литературы о способности флавоноидов ин-
гибировать активность липооксигеназ, мембран-
ных фосфолипаз, освобождение гнетами на и про-
цессы избыточного П О Л |11, 14]. 

Отмеченное нами отсутствие выраженного 
влияния кверцетина на клиническую картину 
поллинозов в период его манифестации, по-ви-
димому, обусловлено тем, что препарат назна-
чали в условиях уже развившегося процесса, 
тогда как, по экспериментальным данным, он 
эффективен на ранних этапах развития аллерги-
ческой реакции. 

Результаты наших исследований указывают на 
перспективность использования кверцетина с про-
филактической целью при поллинозах у детей. 

Терапевтическая эффективность витамина Е бы-
ла изучена у 6 детей с атоническим дерма-
титом в возрасте от 3 до 7 лет. Препарат назна-
чали по 15 мг 1 раз в день в течение 2 нед. 
Применение препарата не оказывало существен-
ного влияния на выраженность зуда и воспа-
лительных изменений на коже или их продол-
жительность. Назначение витамина Е привело к 
небольшому увеличению его концентрации в 
эритроцитах и плазме крови, но это изменение 
не было существенным, р<0,5 (табл. 3) . Под 
влиянием терапии витамином Е наблюдали 
уменьшение интенсивности гемолиза в пробах 
с гидроперекисью и гидроперекиси с витамином Е, 
увеличение концентрации МДА в пробах с иници-
ированием Оо и витамином Е, что свидетель-
ствует о недостаточности антиоксидантного дей-
ствия витамина Е у детей с атоническим ziep-
матитом. 

Таким образом, результаты проведенных нами 
и с с л ед о в а н и й с в идете л ьст в у ют о не р с п е кг и в н ост и 
использования витаминов в лечении аллергиче-
ских болезней у детей с целью как достижения 
терапевтического эффекта, так и коррекции ме-
т а б ()Л и ч ее к и х пару ш е н и й. 
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VITAMIN THERAPY OF ALLERGIC D I S E A S E S IN 
CHILDREN 

/. /. Balabolkin, G. F. Gordeeva, E. D. Guseva, A. B. Dzhunelov, 
O. L. Kalugina, M. M. Khamidova 

Inst i tute of Pediatr ics, Russian Academy of Medical Sciences 
Moscow 

Therapeutic efficacy of vi tamins Bfi, P and E was studied in 
children with allergic diseases. Bronchial a s thma and atopic 
dermati t is were treated more effectively if maximal doses of 
vitamin B6 were used. Quercetin was found to be useful for 
t rea tment of children with polIinosis in order to correct 
impairments in metabolism of lymphocyte membrane lipids. 
Only slight efficacy of vitamin F. was detected in atopic derma-
titis of children. 
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ЗАВИСИМОСТЬ НАЧАЛЬНЫХ ЭТАПОВ ПЕН-
ТОЗОФОСФАТНОГО Ц И К Л А ОТ ОБМЕНА 
ВИТАМИНА С ПРИ ПАТОЛОГИИ СОЕДИНИ-
ТЕЛЬНОЙ ТКАНИ 

Ниже го р од с ки й н а у ч н о - и с с лед о в а тел ьс ки й ко ж и о- ве не рол о-
гический институт 

Вопросы этиологии и патогенеза диффузных 
болезней соединительной ткани, в частности си-
стемной красной волчанки ( С К В ) , привлекают 
в последнее время все более пристальное вни-
мание с целью поиска новых методов диагности-
ки, терапии, а также выявления пусковых ме-
ханизмов этой тяжелой патологии. При СКВ 
наблюдается разнообразный спектр нарушений 
метаболизма, однако роль витаминов в этом про-
цессе изучена недостаточно. Общеизвестны дан-
ные о влиянии витамина С на активность фер-
ментов, контролирующих метаболизм соедини-
тельной ткани [11, 371. Очень чувствительна к 
недостатку витамина С и система иммунитета, 
особенно его клеточная часть |1, 16], что весьма 
существенно для заболеваний, в патогенезе ко-
торых установлена ведущая роль Т-лимфоцитов 
[15]. 

Учитывая редкость возникновения скорбута в 
наше время, представляют несомненный интерес 
ранние проявления витаминной недостаточности, 
стимулирующие начавшийся патологический про-
цесс. Трудности в установлении начальных ста-
дий авитаминоза заключаются еще и в том, что 
не всегда наблюдается соответствие между кон-
центрацией витамина С в тканях, моче, формен-
ных элементах крови. 

Аскорбиновую кислоту (АК) рассматривают 
обычно как специфический кофактор реакции 
гидроксилирования пролина и лизина, где требу-
ется повышенная концентрация свободных ради-
калов, образующихся при ее окислении [11, 39] . 
Рол ь о к и сл и тел ь н о - в ос ст а н о в и тел ьн о й системы 
АК дигидроаскорбиновая кислота (ДАК) для 
жизнедеятельности организма, по-видимому, ши-
ре, так как она быстро реагирует на много-
численные изменения внешних и внутренних фак-
торов, а при патологии ее значение еще более 
возрастает [24]. Это подтверждают и существен-
ные изменения содержания АК и ее форм при 
различных патологических процессах, а также 
снижение сопротивляемости и адаптируемости 
организма при дефиците витамина С | 1 7 | . По-
казано, что при СКВ и ревматоидном артрите 
у 75—99 % больных обнаруживается гиповита-
минозное состояние по витаминам С, В|, Во и 
другим [33, 381, причем прослеживается соответ-
ствие между степенью витаминной недостаточ-
ности и тяжестью заболевания. Кроме того, 
состояние витаминной обеспеченности необходимо 
учитывать при применении гормонов и нестероид-
ных противовоспалительных средств при терапии 
диффузных поражений соединительной ткани, 
поскольку эти препараты сами по себе вызывают 
снижение концентрации витаминов [27, 311. 

Известно, что синтез витамина С происходит 
на пути уроновой кислоты, где вырабатывается 
т а к ж е и глюкуронат, необходимый для метаболиз-
ма соединительиой ткани. Среди образующих этот 
путь реакций две НАДФН-зависимы. По гипоте-
зе А. Лабори [9], нормальный метаболизм глю-
козамингликанов возможен только при опти-
мальном функционировании пути уроновой кисло-
ты и достаточном количестве НАДФН в клетке. 
Как известно, пентозофосфатный цикл ( П Ф Ц ) 
это один из основных источников НАДФН, 
а глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г-6-ФДГ; 
КФ 1.1.1.49) — первый фермент окислительной 
части П Ф Ц является продуцентом восстанов-
ленного НАДФ и во многом определяет проте-
кание дальнейших реакций в цикле [3, 5, 141. 
Транскетолаза (ТК; КФ 2.2.1.1) лимитирует не-
окислительную часть П Ф Ц , что позволяет ей быть 
ферментом-триггером, посредством которого осу-
ществляется регуляция обмена глюкозо-6-фосфа-
та, а т акже выработка рибозо-5-фосфата [3, 5 ] . 
Исследований, касающихся участия пентозного 
цикла в патогенезе диффузной патологии соеди-
нительиой ткани, недостаточно, хотя при СКВ и 
ревматоидном артрите отмечена корреляция меж-
ду нарастанием активности ферментов П Ф Ц в 
плазме и форменных элементах крови со степенью 
воспалительного процесса | 3 2 | . Учитывая роль 
обмена витамина С и начальных этапов П Ф Ц 
для метаболизма соединительной ткани, иссле-
дование этих сторон метаболизма позволит уточ-
нить причину возникновения данной патологии 
и подойти к решению проблемы ее пусковых 
механизмов. 

М е т о д и к а . Работа проведена на 113 крысах-самцах 
Вистар. Д и ф ф у з н у ю патологию соединитсльной ткани, подоб-
ную СКВ, вызывали по методу [25]. Животные находи-
лись под наблюдением от 90 до 270 дней и были разделены 
на 3 группы: 1-я интактные (контрольные) ; 2-я жи-
вотные с экспериментальным диффузным поражением соеди-
нительиой ткани; 3-я животные с экспериментальным диф-
фузным поражением соединительной ткани, получавшие ЛК 
в дозе 50 мг в день в течение 2 нед. Внешний вид, из-
менения на коже, артриты, наличие белка в моче, нарастание 
остаточного азота , изменения в периферической крови служи-
ли критерием развития патологии. Кроме того, рассматри-
вали состояние гуморального иммунитета [20], а ткань по-
чек в дальнейшем подвергали морфологическому и иммуно-
флюоресцентному анализу |29] . 

Вышедших из опыта животных декапитировали . Пе-
чень и почки перфузировали охлажденным физиологическим 
раствором. Гомогенаты готовили в соответствии 1:9 
( в е с / о б ъ е м ) . Исследование ферментативной активности в ко-
же , обладающей высокой метаболической активностью, ме-
тодически слабо раз ра б от а но в связи со спецификой кожи 
как объекта исследования. Механический перенос способов 
подготовки других тканей для определения ферментативной 
активности и молекулярной гетерогенности энзимов в ко-
же , как правило, дает малопригодные для интерпретации 
результаты. Разработанный нами способ подготовки кожи 
позволил четко разделить изоферментные фракции Г - 6 - Ф Д Г 
[21]. Д л я определения АК и ее форм в тканях использо-
вали метод в модификации, описанной в работе [23]. Со-
д е р ж а н и е АК в форменных элементах периферической кро-
ви определяли по методу [34], выделение витамина С с мо-
чой — апробированным методом Тильманса . Определение ак-
тивности ферментов окислительного и неокислительного этапов 
П Ф Ц в тканях проводили в супернаганте при оптимуме 
рН 7,4 и температуре 37 °С в присутствии насыщающей 
концентрации субстрата . Изоферментный спектр Г -6 -ФДГ оце-
нивали после электрофореза в полиакриламидном геле в систе-
ме № 1 [10], как описано в работе [18 | . Д л я количествен-
ной оценки активности проводили измерение интенсивности 
окраски зон локализации Г -6 -ФДГ на денситометре «Car l 
Zeis .JENA E R I - К Ь . Ферментативную активность рассчи-
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Т а б л и ц а 1 
Содержание Л К и АК + ДАК ( п % от контроля) н органах 
крыс с экспериментальным диффузным поражением соедини-
тельной ткани 

Орган 
А Б 

Орган 
АК АК+ДАК АК АК+ДАК 

Печень 
Почки 
Кожа 

21,1 35,6 31,9 56,8 
36,9 59,1 80,0 91,0 
12,0 17,9 40,9 57,6 

П р и м е ч а н и е . А животные с диффузным пора-
жением соединительной ткани; Б животные с диффузным 
поражением соединительной ткани -}-50 мг АК в течение 2 нед. 

тывали как сумму активностей изоферментов в условных 
единицах оптической плотности в пересчете на 1 мг бел-
ка за I мин при 37 °С. Количественное соотношение энзи-
мов выражали в процентах. Седогептулозо-7-фосфат определя-
ли по цветной реакции с цистсином при нагревании проб 
с концентрированной серной кислотой и судили об активности 
ТК [35, 36]. Экспериментальные данные обработаны с 
использованием критерия Стьюдента. 

Р е з у /1 ь т а т ы и о б с у ж д е и и е. Анал из 
полученных данных показал, что максимальные 
концентрации АК и суммы А К + Д А К у интактных 
крыс обнаруживаются в печени. Концентрация АК 
в коже составляла всего одну треть от ее со-
держания в печени, а ткань почек занимает 
промежуточное положение при сравнении кон-
центраций АК и АК + ДАК. В форменных эле-
ментах периферической крови концентрация вита-
мина С выше в лимфоцитах, чем в иейтрофилах. 

Диффузное поражение соединительной ткани у 
крыс вызывает значительное снижение концентра-
ции АК, а также А К + Д А К . Наиболее низкие 
концентрации выявлены в коже (табл. 1). Умень-
шается также концентрация витамина С в иейтро-
филах и лимфоцитах (табл. 2) , причем необходи-
мо отметить, что в форменных элементах крови 
снижение происходит в меньшей степени, чем в 
печени, почках и коже. При этом резко возра-
стает выведение витамина С из организма (см. 
табл. 2). Патология соединительной ткани вызы-
вает усиление окислительных процессов в ткани 
почек, что способствует превращению АК в ДАК; 
об этом свидетельствует неизменность концентра-
ции ДАК (28 ,4±6 ,0 мг% у интактных крыс, 2 9 , 3 ± 
± 8 , 8 мг% у крыс с экспериментальным диффуз-
ным поражением соединительной ткани) при 
довольно низких значениях АК у эксперименталь-
ных животных [12]. Следовательно, можно заклю-
чить, что изменения концентрации витамина С 
в лимфоцитах и нейтрофилах периферической 
крови всего на 34,6—26,9 % соответствуют глу-
боким нарушениям в метаболизме витамина С. 

Т а б л и ц а 2 

Средний цитохимический показатель (СЦП) содержания АК в 
нейтрофилах и лимфоцитах периферической крови и выделение 
витамина С с мочой (в мг%) за сутки при экспериментальном 
диффузном поражении соединительной ткани 

Группа животных Лимфо-
циты. 

Нейтро-
филы 

Витамин 
С 

в МО44? 

Интактные 1,04 ±0 .04 0,94 ± 0 , 0 9 0 ,19±0 ,05 
Животные с диффузным поражением 

соединительны! ткани 
Р. 

0,6&±0>03 
<0 ,001 

0 ,68±0 ,03 
<0,001 

6 , 8 ± 1,24 
0.001 

Животные ^ диффузным рюраженидм 
Соединительной яка ни 50 мг ЛК 
в течение 2 мед 

Р> 
1.3-8 ±(>,06 

<0 ,002 
1,36±0,О6 

, < 0 , 0 0 2 
3s <±0 ,79 
<0 .001 

Т а б л и ц а 3 

Активность ТК (в нмоль седогептулозо-7-фосфата на 1 мг 
белка за 1 мин) в тканях крыс с экспериментальным диф-
фузным поражением соединительной ткани 

Группа животных Кожа 

Интактные 15,1 ± 0 , 8 2 
Животные с диффузным по-

ражением соединительной 
ткани 13,6±0,99 

Животные с диффузным по-
ражением соединительной 
ткани + 50 мг АК в тече-
ние 2 нед 15,3±0,13 

I 1 ,8±0,92 

15,2±0,83 
!>• 0.02 

15.1 ± 0 . 2 7 
г 0.01 

8 ,5±0 ,59 

8 ,2±0 ,87 

7 ,7±0.64 

По-видимому, при диффузной патологии соеди-
нительной ткани нарушения в синтезе и мета-
бол изаци и витамина С столь значительны, что 
поддержать необходимый уровень АК не могут да-
же такие животные, как крысы, которые способ-
ны к синтезу витамина С. В печени при С-гипови-
таминозе угнетается активность фосфогексоизоме-
разы [7], а при гипериммунизации крыс, имевшей 
место в наших экспериментах, в печени уве-
личивается количество гликогена [21 | . По-види-
мому, это способствует поступлению глюко-
зо-6-фоефата в пентозный цикл и усилению его 
метаболизаци и в окислительной части, поскольку 
активность ТК у экспериментальных животных 
в печени имеет тенденцию к снижению (табл. 3) , 
а Г-6-ФДГ повышается на 35 %, в основном 
за счет медленных фракций 3 и 4. С одной сто-
роны, это способствует включению НАДФН в 
целый ряд восстановительных синтезов, таких, 
например, как биосинтез жирных кислот, актив-
но идущих в печени. С другой стороны, известно, 
что снижение активности ТК в тканях может 
происходить лишь после значительных потерь ор-
ганами кофермента; в первую очередь его теряют 
ткани, обладающие способностью накапливать 
тиамин, а именно печень [13, 30]. 

Дефицит витамина С в коже увеличивает 
амилолитичеекий распад гликогена [4| и снижает 
активность гексокиназы [6], что, по-видимому, 
тормозит образование глюкозо-6-фоефата, умень-
шая его поступление в пентозный цикл. В свя-
зи с этим снижается активность Г-6-ФДГ в ко-
же крыс с диффузным поражением соедини-
тельной ткани за счет угнетения высокоактив-
ной фракции 1 энзима, что может приводить к 
истощению запасов НАДФН в коже (см. ри-
сунок). Однако при этом ТК сохраняет свою 
активность (см. табл. 3), что, по-видимому, спо-
собствует созданию фонда фосфопентоз и сви-
детельствует о некоторой сохранности тиамина 
в коже. 

Тенденция к снижению активности Г-6-ФДГ в 
ткани почек (см. рисунок) при одновременном 
возрастании активности ТК на 28,8 % у экспе-
риментальных животных свидетельствует об 
ориентации П Ф Ц при данной патологии на обра-
зование пентозофосфатов, что и оправдано, так 
как гипертрофия органа требует повышенного 
содержания рибозо-5-фосфата [5]. К р о м е того, 
известно, что окисленная форма витамина С ослаб-
ляет фракционирование окислительной части 
ПФЦ [2].' Увеличение ТК, возможно, обусловле-
но еще и тем, что ткань почек может допол-
нительно использовать кофермеит из деггонирую-
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Активность Г-6-ФДГ (в ед. опт. пл. на 1 мг белка за 1 мин) 
в органах крыс с экспериментальным диффузным поражением 
соедини тельн ой т ка ни. 
а печень; 6 ~ почки; в кожа. Светлые столбики интактные живот-
ные; столбики с косой штриховкой - крысы с диффузным поражением 
соединительной ткани; с вертикальной штриховкой крысы с диффузным 
поражением соединительной ткани-|-50 мг- АК в день в течение 2 нед. 

щих его тканей, в частности печени, которая 
легко отдает тиамин [13]. 

Устранение дефицита витамина С двухнедель-
ным его введением сопровождалось некоторой 
нормализацией содержания АК и А К + Д А К в поч-
ках, однако в коже и печени существенных из-
менений не было выявлено (см. табл. 1). На-
копление витамина С в форменных элементах кро-
ви, превышающее значения у интактных крыс, 
и некоторое уменьшение в сравнении с больны-
ми животными выделения витамина С с мочой 
(см. табл. 2) приводили к постепенной нор-
мализации функционирования ПФЦ. Хотя в ткани 
печени активность Г-6-ФДГ оставалась повышен-
ной, как и у больных крыс, активность ТК 
возрастала до уровня ее значений у интактных 
животных, что подтверждает сберегающее воз-
действие АК на содержание тиамина в пече-
ни [28]. В почках и коже происходила за-
метная активация Г-6-ФДГ (на 83 и 66 % со-
ответственно) за счет медленных фракций 3 и 4, 
причем активность ТК в этих органах не изме-
нялась при дополнительном введении витамина С. 
Выявленный характер динамики активности окис-
л и тел ь н ы х и н ео к и с л ител ь н ы х ферме нто в П ФI { 
может свидетельствовать о большей пластичности 
Г-6-ФДГ, чем ТК, в зависимости от концентра-
ции витамина С. Необходимо отметить и благо-
приятный эффект дополнительного введения ви-
тамина С, особенно для кожи. Введение АК сти-
мулирует фосфоглюкомутазу кожи [8| при почти 
неизменном гликолизе [19], что сдвигает ход реак-
ции глюкозо-б-фосфат^рглюкозо-1 -фосфат впра-
во, направляя поступление глюкозо-6-фосфата на 
путь уроновой кислоты через уридиндифосфатглю-
козу. При активации Г-6-ФДГ увеличивается и 
количество НАДФН, что способствует нормали-
зации обмена глюкозамингликанов. 

Итак, в настоящем исследовании установлены 
особенности протекания окислительных и не-
окислительных реакций в ПФЦ при различном 
содержании витамина С у животных с экспе-
риментальной патологией соединительной ткани. 
При этом отмечена более тесная связь актив-
ности Г-6-ФДГ, чем ТК, с концентрацией АК 
в органах. Кроме того, необходимо отметить, что 
определение содержания витамина С только по 
форменным элементам крови (нейтрофилы и лим-
фоциты) не отражает истинного его количества 
в органах и требует индивидуализации подхо-
да к коррекции С-витаминно;. недостаточности 
при патологии соединительной ткани для умень-

шения риска прогрессирования данной патоло-
гии. Обсуждая регулируемость ферментов П Ф Ц 
в зависимости от С-витаминной обеспеченности 
организма, необходимо отметить, что разбаланси-
ровка начальных этапов П Ф Ц может явиться, 
на наш взгляд, метаболическим механизмом раз-
вития диффузной патологии соединительной тка-
ни. Вероятно резкое изменение внешних (инсо-
ляция, переохлаждение) и внутренних (изменение 
гормонального фона при беременности, половом 
созревании) факторов, с одной стороны, приво-
дит к изменению содержания компонентов окис-
лительно-восстановительной системы АК — ДАК, 
а с другой --- вызывает сдвиги начальных этапов 
пентозного цикла. В норме эти перестройки про-
исходят бесследно, а в экстремальных ситуациях, 
вероятно, данная система утрачивает способность 
к адекватным адаптационным перестройкам. Из-
менения в П Ф Ц на фоне сниженного содержа-
ния АК ведут к изменению функционирования не 
только этого цикла, но и связанных с ним че-
рез НАДФН и фосфопентозы других метаболи-
ческих путей, в частности пути уроновой кисло-
ты. Это может вести к нарушению метаболизма 
глюкозамингликанов, приводящих в свою оче-
редь к цепи характерных для диффузной па-
тологии соединительной ткани реакций на-
коплению глюкозамингликанов, возникновению в 
этом месте воспалительных реакций, где в даль-
нейшем и происходит отложение иммунных 
комплексов, характерных для данной патологии 
[26]. Отложения последних выявлялись и у наших 
животных с экспериментальным диффузным по-
ражением соединительной ткани не только в тка-
ни почек, но и на участках видимо непоражен-
ной кожи. 
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RELATION OF EARLY STAGES OF THE P E N T O S E 
P H O S P H A T E PATHWAY TO VITAMIN С METABOLISM IN 
IMPAIRMENTS OF CONNECTIVE T I S S U E 

N. I. Prosolnaya 

Research Dermatovenerologic Insti tute, RSFSR Ministry of 
Public Health, Nizhni-Novgorod. 

Correlat ion between rates of oxidative and non-oxidative 
s teps of the pentose phosphate pa thway and vitamin С concentra-
tion was studied in experimental d i f fuse impairment of connective 
tissue. As compared willi t ransketolasc , activity of glu-
c o s e s - p h o s p h a t e dehydrogenase was more closely dependent on 
concentration of ascorbic acid. Content of vitamin С was 
considerably altered in t issues thus demons t ra t ing profound 
deterioration of vitamin С metabolism under these conditions. 
S imul taneous impairment of the pentose phosphate pathway 
pr imary steps and of vitamin С metabolism appear to be 
responsible for initiation of the di f fuse injury of the connective 
tissue. 

(£) К О Л Л Е К Т И В АВТОРОВ, 1992 
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С. П. Ивашкевич, Т. Г. Ширанкова, 
Л. И. Апуховская, Л. И. Омельченко 

В Л И Я Н И Е ОД Н ОСТО РО Н Н ЕЙ НЕФРЭ КТО-
М И И НА ОБМЕН ВИТАМИНА D У БЕРЕ-
МЕННЫХ КРЫС 

Институт педиатрии, акушерства и гинекологии им. П. М. Буй-
ко, Киев 

Почки играют существенную роль в регуляции 
обмена витамина D, являясь основным органом, 
где осуществляется превращение 25-гидроксихо-

Профиль элюции меченных тритием метаболитов витамина D. 
Условия хроматографии: колонка (10X0,6 см), заполненная сефадексом 
1.11-20 («Pharmacia», Швеция), элюирующаи система гексан хлоро-
форм (1:1); в колонку вносили по 670 Бк каждого метаболита. По оси 
абсцисс количество элюента, мл; по оси ординат радиоактинность, 
ими/мин. 

лекальциферола (25-OH-D) в более полярные и 
биологически активные метаболиты [6, 9, 11, 26] . 
Одним из наиболее важных метаболитов витами-
на D является 1,25 (OH) 2 D, регулирующий транс-
порт минеральных компонентов в кишечнике [5]. 
Известно, что статус витамина D у плода зависит 
от его концентрации у матери |17, 25] . Однако 
если большинством авторов отмечена корреляция 
между уровнем 25-OHD у плода и матери, то такой 
зависимости не отмечается в отношении 
1 ,25(ОН)Л) , в связи с тем что синтез этого мета-
болита в процессе беременности происходит т а к ж е 
и в плаценте [I, 10]. Ответственная за его син-
тез 1 а-гидроксилаза 25-гидроксивитамина D^ ло-
кализуется в митохондриях трофобластов пла-
центы [20]. 

Считают, что увеличение концентрации 
1,25(ОМ) >D во время беременности является од-
ним из механизмов, с помощью которого усили-
ваются абсорбция кальция в кишечнике и его 
транспорт к плоду [23]. Нарушение этих процес-
сов может привести к изменению минерального 
гомеостаза и костеобразования плода, а в отдель-
ных случаях и к развитию признаков D-гипови-
тамимоза в антенатальном периоде. Необходимо 
учитывать также, что 1,25(ОН)2D ответствен не 
только за минеральный обмен в организме, но 
он необходим для многих жизненно важных про-
цессов [8, 12, 15, 27, 2 8 | . В то же время извест-
но, что при заболеваниях почек в организме отме-
чается снижение содержания активных метаболи-
тов витамина D в сыворотке крови |16, 29] . 
Поэтому недостаточность витамина D у беремен-
ных при нефрэктомии может привести к наруше-
нию ряда биохимических реакций в организме, 
структуры и функции некоторых органов плода и 
новорожденных. 

Исходя из вышеизложенного, целью данной ра-
боты явилось изучение обмена витамина D у плода 
и самки с односторонней нефрэктомией. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на половозрелых самках 
линии Вистар с исходной массой тела 12()±2,5 г, содер-
жащихся на полноценной диете вивария. Животным произ-
водили левостороннюю нефрэктомию. Контрольной группой 
служили ложнооперированные самки. Через 7 дней после опе-
рации спаривали самок с самцами. Кровь у самок забирали 
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Т а б л и ц а I 
Содержание активных метаболитов витамина D, неорганических компонентов и кальцийрегулирующих гормонов в сыворотке 
крови беременных крыс с односторонней нефрэктомией ( л = 1 0 ) 

Исследуемый показатель Небеременные 

Беременные ложнооиерироваиные 
самки 

Беременные самки с односторонней 
нефрэктомией 

Исследуемый показатель самки 
14-й день 

беременности 
21-й день 

беременности 
14-й день 

беременности 
21-й день 

беременности 

Кальций, ммоль/л 2 , 5 0 ± 0 , 0 5 2 , 3 2 ± 0 , 0 2 1,894=0,08* 2,004=0,09** 1,42±0,07** 
Фосфор, ммоль/л 1 ,98±0,10 1 ,90±0 ,06 1,71 ± 0 , 0 9 1,76+0,11 1,12±0,08** 
Щелочная фосфатаза , ед /л 1 7 5 ± 1 5 1 9 7 ± 3 2 I 7 3 ± 3 2 265=j=12 2 9 5 ± 1 9 * * 
Кальцитонин, пг/мл 30,1 =±=2,3 29,4=i=l,2 32 ,9±3 ,1 2 7 , 1 ± 1 , 9 2 8 , 3 ± 1 , 8 
ПТГ, пг/мл 435,0=t25,0 673 ,0±19 ,0 656 ,0±29,0* 843,0-4=11,0** 1622±29,0** 
25-OH-D, нг/мл 3 , 7 ± 0 , 2 4 , 3 ± 0 , 3 2 , 9 ± 0 , 3 3 ,0±0 ,4** 2 , 6 ± 0 , 7 
24,25(ОН)aD, иг/мл 1 ,2±0 ,4 2 , 2 ± 0 , 2 1 ,6±0,4 1 ,7±0 ,2 0 , 9 ± 0 , 3 
1,25(ОН)2D, пг/мл 8 3 , 0 ± 9 , 0 163,0±2,0 200 ,0±5 ,0* 135,0±8,0** 83 ,0±2 ,0** 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка достоверное 
соответствующей группы ложнооперированных самок. 

отличие (/?<(),05) от группы небеременных самок, две • то же от 

под легким эфирным наркозом из ретробульбарного синуса 
угла глаза до беременности, а также на 14-й и 21-й дни 
беременности. Содержание активных метаболитов витамина D 
определяли методом радиоконкурентного связывания |18| 
после троекратной экстракции сыворотки крови диэтиловым 
эфиром в соотношении 1:16 на вихревом миксере в течение 
10 мин с последующей экстракцией 96 % этиловым спиртом 
в соотношении 1:2. Объединенные экстракты упаривали на 
роторном испарителе при 45 °С. 

Разделение активных метаболитов витамина D проводили 
на колонке (10X0,6 см), заполненной 3,5 г сефадекса LH-20. 
Согласно показанному на рисунке профилю элюции меченных 
тритием метаболитов собирали фракции 25-OHD, 
24 ,25(OH) 2 D и 1,25 (OH) 2 D. В качестве связывающей системы 
для 25-0111) и 2 4 , 2 5 ( О Н ) и с п о л ь з о в а л и сыворотку крови ви-
тамин D-дефицитных крыс, для 1 ,25(ОН) 2 D — цитозольный 
белок слизистой оболочки кишечника кроликов массой тела 
1500 г [13 | . Белки хранили в запаянных ампулах при 
—20 "С. Немеченые метаболиты витамина D ( "Hof fmann-La 
Roche", Швейцария) растворяли в абсолютном этиловом спир-
те и хранили при—20°С. Растворы для калибровочных кри-
вых готовили путем последовательного разведения абсолют-
ным этиловым спиртом так, чтобы кривые для 25-OHD и 
24,24(ОНh>D имели диапазоны от 25 до 800 пг в пробе, для 
1,25(011) >D от 25 до 600 пг в пробе. 

Коэффициент возврата метаболитов витамина D опреде-
ляли путем добавления в сыворотку крови меченых метабо-
литов, которые перемешивали на вихревом миксере и инку-
бировали в течение часа при 4 °С с последующей экстракцией 
и хроматографическим разделением, как описано выше. Расчет 
количественного определения метаболитов витамина D прово-
дили с учетом коэффициента возврата [3]. 

Уровень кальция и щелочной фрсфатазы в сыворотке крови 
определяли с использованием биотест-наборов («Лахема», 
Чехо-Словакия) , фосфора как описано в работе [14], 
кальцитонина и паратгормона — радиоиммунным методом 
(тест-наборы «Mallinckrodt Diagnost ica», Германия) . 

Различия между сравниваемыми средними величинами счи-
тали достоверными при / ; < 0 , 0 5 (использовали критерий t 
Стьюдента) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Проведен-
ные нами исследования свидетельствуют, что у 
беременных крыс но сравнению с небеременными 
самками в сыворотке крови снижается содержа-
ние кальция при менее выраженном изменении 
фосфора (табл. I) . При этом повышается кон-
центрация паратгормона (ПТГ) , что в свою оче-
редь усиливает синтез 1,25(ОН)2D. Вновь синтези-
руемый метаболит витамина D повышает резорб-
цию кальция из костной ткани путем усиления 
активности остеокластов, увеличивает всасывание 
С а 2 + и повышает его резорбцию в дистальных 
канальцах почек [21 ]. Следствием включения ука-
занных механизмов является более высокий уро-
вень кальция у плода по сравнению с таковым 
у беременной крысы (табл. 2). Считают, что пере-
нос Са2+ в системе мать -плод осуществляется 
в двух направлениях: от матери к плоду и от плода 
к матери. В первом случае транспорт кальция 
направлен против градиента концентрации [2, 26 | . 
У новорожденных его уровень падает*, однако у 
крысят в возрасте 14 дней уровень кальция повы-
шается и достигает величин, характерных для не-
беременных самок. 

Аналогичен характер изменения уровня фосфо-
ра в сыворотке крови плодов, новорожденных и 
14-дневных крысят. Однако необходимо отметить, 
что изменение концентрации фосфора в сыворот-
ке крови менее выражено, чем кальция. Содержа-
ние кальцитонина в сыворотке крови плодов лож-
нооперированных самок снижено по сравнению с 
таковым у матери к концу беременности, однако 

Т а б л и ц а 2 

Содержание активных метаболитов витамина D, неорганических компонентов и кальцийрегулирующих гормонов в сыворотке 
крови беременных, плодов, новорожденных и крысят, родившихся от самок с односторонней нефрэктомией ( я = 6 ) 

Исследуемый показатель 
Плоды Новорожденные Крысята в возрасте 14 дней 

Исследуемый показатель 
ложнооперированные нефрэктомия ложнооиерироваин ые нефрэктомия ложнооиерироваиные нефрэктомия 

Кальций, ммоль/л 2 ,50±0 ,10 2 ,00±0 ,09* 1,81 ± 0 , 0 4 1,21±0,04* 2 , 5 0 ± 0 , 0 9 1,81±0,10* 
Фосфор, ммоль/л 2 ,00±0 ,11 1,62±0,08* 1 ,68±0,07 1,21±0,05* 2 ,10±0 ,11 1,61±0,12* 
Щелочная фосфатаза , ед /л 286 ,0±19 ,0 365 ,0±11 ,0* 310 ,0±18 ,0 395,0±11,0* 2 9 8 , 0 ± 1 6 , 0 374±15 ,0* 
Кальцитонин, пг/мл 13 ,2±1 ,2 17,9±3,4 25 ,4±1 ,4 28 ,6±1 ,2 46 ,9±9 ,1 4 3 , 7 ± 3 , 0 
ПТГ, пг/мл 2 1 8 6 ± 2 1 3 2 4 0 ± 5 2 * 2 1 8 8 ± 2 8 2920±11* 1 0 0 4 ± 2 2 1575±23* 
25-OH-D, нг/мл 4,1 ± 0 , 3 2 ,8±0 ,4* 3 , 0 ± 0 , 4 2 ,1±0 ,1 5 , 0 ± 0 , 4 3 , 4 ± 0 , 2 * 
24 ,25(ОН) 2 D, НГ/МЛ 2 , 6 ± 0 , 4 1 ,4±0 ,3 ! , 2±0 ,1 0 , 6 ± 0 , 1 * 3 , 0 ± 0 , 2 1 ,6±0,2* 
l , 25 (OH) 2 D, ПГ/МЛ 140,0-1=6,0 106,0±8,0* 140,0±4,0 78 ,0±5 ,0* 2 0 0 , 0 ± 9 , 0 70 ,0±5 ,0* 

П р и м е ч а н и е. Звездочка — достоверное отличие ( р < 0 , 0 5 ) от ложнооперированных. 
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его уровень повышается у новорожденных, дости-
гая нормальных величин у крысят в возрасте 14 
дней. Повышение концентрации ПТГ в сыворотке 
крови плодов более выражено по сравнению с та-
ковой у самок. У крысят в возрасте 14 дней 
отмечается значительное уменьшение концентра-
ции гормона, однако последняя у них более чем 
в 2 раза превышает содержание ПТГ у небере-
менных самок. 

Исследование обеспеченности матери и плода 
активными метаболитами витамина D показали, 
что у ложнооперированных самок на 14-й день 
беременности увеличивается концентрация 
25-OHD и 24,25(ОН) 2D С последующим ее сниже-
нием к концу беременности. В этот период содер-
жание 25-OHD в сыворотке крови беременных 
самок было ниже по сравнению с таковым до 
беременности. 

Концентрация I , 2 5 ( O H b D в сыворотке крови в 
процессе беременности увеличивается. На 21-й 
день беременности его уровень был более чем в 
2 раза выше по сравнению с таковым у самок до 
б е р е м е н н ост и. У в ел и ч е н и е к о 11 це нт р а ц и и 
1,25(ОНЬГ) в крови в процессе беременности, по 
всей видимости, является следствием его интенсив-
ного синтеза плацентой [29]. Другой возможной 
причиной повышения его концентрации в процес-
се беременности является увеличение концентра-
ции ПТГ, стимулирующего образование 
1,25(011),D в почках [211. 

По всей видимости, повышение концентрации 
дигидроксиметаболитов витамина D к концу бере-
менности физиологически обосновано их участием 
в процессе образования и минерализации костной 
ткани у плода [4]. 

В литературе существуют противоречивые дан-
ные в отношении содержания активных мета-
болитов витамина D в сыворотке крови плода. 
По данным одних авторов, концентрации 25-OHD 
и 24,25(ОН)2D в сыворотке крови матери и плода 
существенно не различаются, по данным других их 
уровень в сыворотке крови плода выше [19, 22]. 
По нашим данным, содержание 25-OHD и 
24,25(OH 2 )D В сыворотке крови плода выше, чем у 
матери. Уровень 25-OHD практически не изменяет-
ся у новорожденных и повышается с возрастом. 
Концентрация 24,25(OH) 2 D в сыворотке крови но-
ворожденных по сравнению с таковой у плодов 
уменьшается с последующим увеличением с воз-
растом. Концентрация l ,25(OH) 2 D у плодов суще-
ственно ниже, чем у матери, не изменяется у 
новорожденных и повышается с возрастом. В це-
лом уровень основных активных метаболитов ви-
тамина D в сыворотке крови 14-дневных крысят 
выше, чем у матери и небеременных крыс. Факт 
увеличения концентрации l ,25(OH)oD в конце бе-
ременности, вероятно, свидетельствует либо о по-
вышении активности 25-гидрокси-витамии D3-1 а-
гидроксилазы плаценты, либо об интенсивном 
гидроксилировании 25-ОИОз в почках плода. 

У беременных самок с односторонней нефрэк-
томией на 14-й день беременности не отмечается 
существенных изменений в уровне неорганических 
компонентов в сыворотке крови по сравнению 
с таковым у ложнооперированных животных. 
Однако к концу беременности у этих крыс раз-
в и в а юте я г и 11 о к а л ь ц и е м и я и г и п о ф ос ф а те м и я. 
У самок с нефрэктомией повышена активность 

щелочной фосфатазы и отмечается высокий уро-
вень ПТГ. Односторонняя нефрэктомия приводит 
также к уменьшению в конце беременности кон-
центрации дигидроксиметаболитов витамина D 
при неизмененном уровне 25-0HD. 

Характер изменения неорганических компонен-
тов в сыворотке крови плода, новорожденных и 
14-дневных крысят, рожденных от самок с нефрэк-
томией и ложнооперированных, аналогичен. Одна-
ко уровень этих компонентов значительно ниже у 
плодов и крысят, рожденных от самок с нефрэк-
томией. При этом у них отмечается повышенный 
уровень ПТГ, кальцитонина и увеличение актив-
ности щелочной фосфатазы. 

Степень обеспеченности активными метаболи-
тами витамина D плодов и крысят, рожденных 
от матерей с патологией и здоровых, различна. 
Концентрация 25-OHD в сыворотке крови плода и 
матери с нефрэктомией не изменяется при даль-
нейшем повышении ее у крысят. Однако уровень 
25-OHD у крысят, рожденных от самок с нефрэк-
томией, ниже по сравнению с таковым у крысят, 
рожденных от ложнооперированных самок. Кон-
центрация дигидроксиметаболитов витамина D в 
сыворотке крови плодов беременных крыс с нефрэк-
томией выше, чем у их матерей, но ниже таковых 
у плодов ложнооперированных самок. У ново-
рожденных и крысят в возрасте 14 дней, рож-
денных от самок с патологией, концентрация 
24,25(OH) 2 D и l ,25 (OH) 2 D значительно ниже, чем 
у родившихся от здоровых. 

Таким образом, проведенные исследования сви-
детельствуют о том, что односторонняя нефрэк-
томия сопровождается снижением обеспеченности 
организма матери дигидроксиметаболитам и ви-
тамина D, что коррелирует с развитием у них 
г и п о к а л ь ц и е м и и и г и п о ф о с ф а т е м и и. Плод ы этих 
самок менее обеспечены активными метаболита-
ми витамина D и минеральными компонентами. 
Крысята, рожденные от самок с нефрэктомией, 
имеют признаки дефицита витамина D, которые 
проявляются в снижении уровня активных мета-
болитов витамина. D и минеральных компонен-
тов, повышении активности щелочной фосфатазы 
и концентрации ПТГ в сыворотке крови. 
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E F F E C T O F UNILATERAL NEPHRECTOMY ON METABO-
LISM O F VITAMIN D IN PREGNANT RATS. 

S. P. Ivashkevich, T. G. Shirankova, L. I. Apukhovskaya, 
L. /. Omelchenko 

Research Inst i tute of Pediatr ics, Gynecology anad Obstetr ics , 
Kiev 

Unila teral nephrectomy causes a decrease in provision of vita-
min D dihydro derivatives in p regnant rats , which correlated with 
the development of hypocalcemia and hypophosphatemia as well 
as with an increased content of parathyroid hormone. Fetuses of 
these females contained less amount of mineral components 
and active metaboli tes of vitamin D. Neonatuses , being born by 
these females with the nephrectomy, had vitamin D deficiency, 
which was manifested as a decrease in content of active 
vitamin D metaboli tes and minerals as well as an increase in 
activity of alkal ine phosphatase and in the content of parathyroid 
hormone. 
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ВЛИЯНИЕ ИЗОЛЯТА СОЕВОГО БЕЛКА И 
ИСТОЧНИКОВ П О J1И Н Е Н А С Ы Щ Е Н Н Ы X 
Ж И Р Н Ы Х КИСЛОТ 0)3 В СОСТАВЕ ПРОТИ-
ВОАТЕРОСКЛЕРОТИЧЕСКОЙ ДИЕТЫ НА ЛИ-
П И Д Н Ы Й СПЕКТР СЫВОРОТКИ КРОВИ И 
И М М У Н О Л О Г И Ч Е С К И Е ПОКАЗАТЕЛИ У 
ВОЛЬНЫХ ИШЕМИЧ ЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ 
СЕРДЦА И ГИПЕРТОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ 

Институт питания РАМН, Москва 

Согласно концепции, рассматривающей атеро-
склероз как патологию иммунной системы, основ-
ная роль в развитии этого процесса отводится 
аутоиммунным комплексам липопротеид — анти-
тело, формирование которых способствует повы-
шению проницаемости и повреждению сосуди-
стой стенки, что приводит к избыточному по-
ступлению в интиму артерий атерогенных липопро-
теидов [2, 3, 6 | . Повышение содержания в цир-
кулирующих иммунных комплексах ( Ц И К ) холе-
стерина, иммуноглобулинов G и М свидетель-
ствуют об усилении атерогенных свойств сыво-
ротки крови [5 | . Очевидно, что эти иммунологи-
ческие показатели могут быть приняты в ка-
честве критериев для оценки эффективности про-
т и в о а т е р о с к л е р от и ч е с к и х д и ет. 

В наших предыдущих исследованиях было уста-
новлено противоатерогенное действие некоторых 
компонентов пищи, преимущественно используе-
мых в виде нагрузок,— изолята соевого белка, 
растительного и рыбьего жира |1 ] . 

Целью настоящей работы явилось изучение 
влияния включения в течение 4 нед в противоате-
росклеротическую диету AI изолята соевого белка 
и ихтиенового масла на иммунологические и ме-
таболические показатели у больных ишемической 
болезнью сердца ( И Б С ) и гипертонической бо-
лезнью (ГБ) . 

М е т о д и к.а. Было обследовано 58 больных в возрасте 
от 39 до 65 лет (49 мужчин и 9 женщин) . У 29 из которых 
диагностирована ИБС с перенесенным инфарктом миокарда, 
остальные 29 человек страдали гипертонической болезнью 
II стадии. В течение 1-й недели после поступления в кли-
нику все обследованные больные получали гипонатриевую 
противоатеросклеротическую диету AI, содержавшую 98 г бел-
ка (соотношение животного и растительного жира 1:1), 
88 г жира (из которого 30 г составляло растительное 
масло) и 320 г углеводов при энергетической ценности ра-
циона 2500 ккал. В зависимости от модификации диеты 
больные были разделены на 2 группы. 1-я группа (II больных 
с ИБС и 10 с ГБ) в течение 4 нед получали диету AI с 
40 г изолята сои (А 1с), в которой соотношение животного и 
растительного белка изменялось в сторону преобладания по-
следнего (1:2). Изолят соевого белка, приготовленный фирмой 
«Protein Technologes Internat ional», вводили в состав диеты 
взамен блюд источников животного белка. 

2-я группа (18 больных ИБС и 19 больных ГБ) в 
течение того же периода получали диету Л 1с 20 г ихтиенового 
масла (А1м), которое вводили взамен 20 г растительного. 
Через 1 нед после поступления в клинику и перед выпиской 
всем больным проводили клинико-инструмснтальное, биохи-
мическое и иммунологическое исследования. Биохимические 
показатели определяли с помощью биохимического анализа-



Влияние диет Ale и А1м на динамику клинико-биохимических показателей у больных ИЬС и ГБ Т а б л и ц а I 

ИБС Г Б 

Показатель А 1с А1м А 1с А 1м 

до после до после до после до после 

Возраст, годы 59,1 ± 1 , 1 2 53,2+1,71 
Рост, см 107,8+1,84 173,2+1,51 
Масса тела, кг 73,6+3,12 71,6 + 2,89 81 ,4+3.02 
САД. мм рт. ст. 143,0+5,97 122,0 + 3,5 1** 136,4 + 5,14 
ДАД, мм рт. ст. 89,0 + 3,48 76,5 + 2,11* * 86 .1+3,12 
ХС, ммоль/л 7.07 + 0.35 0,04 1 0.38 7,87 + 0.32 
XC ЛПВП, ммоль/л 1,20 + 0,05 1.20 1 0,08 0,84 + 0,08 
Коэффициент атерогенности 4,89 + 0,21 1.50 1 0,10 8.36 + 0,4 2 
ТГ, ммоль/л 1,16+0,13 1.24 | 0.27 3,86 + 0,39 
Белок, г /л 70,1 + 1,05 7 5 , 5 + 1,62* 78,7+1,09 
Глюкоза, ммоль/л 5,05 + 0,14 4 ,94+0,19 (>.32 1 0,21 
Протромбин, % 89,6+1,47 85,2 + 3,83 88,6 + 2,23 
Фибриноген, мг 432,9+13,9 4 И),4 1 23.7 334,2 + 29.9 
Время фибрииолиза, мни 174,5+ 18,7 203,3 1 18,0 166,0+15,4 
Тромбоциты, тыс. 266,4+17,3 248,5+16,4 307,3 + 8,73 
Время свертывания, мин 10,74 + 0,79 8,1 7 + 0 , 4 1** 8,55 + 0,65 
Время кровотечения, мин 3 ,31+0,27 2,98 + 0,19 2.30 1 0.14 

42,9 + 2,14 48,8 + 2,71 
173,5+1,46 169,4+1,88 

77.8 + 2,57 79,3 + 3,36 77,4 + 3,14 81,7 + 2,77 77,7 + 2,60 
120,3 + 3,1 2** 164.5 + 8,18 129,0+3,14*** 159,2+5,39 1 18.0 1 3,55" ' 1 

7 5 , 8 + 1,81** 99,0 + 3,14 83.5+1,8,3*** 00,1. 1 4.20 75,2 1 1,80* ' 1 

6,77 + 0,24й"** 6,05 + 0,32 6,43 + 0,32 6 .31+0,40 П.06+ 0,28** 
0,95 + 0,06 1,19+0,06 1,23 1 0,07 0 ,83+0,04 1 , II, 1 0,08 
6,1 2 + 0,30*** 4,08 + 0,13 4,22 + 0,22 0,60 + 0,26 3,36 + 0,12*** 
2 ,34+0,27 1,45 + 0,13 1,49 + 0,22 2,80 1 0,4 4 1,34 1 0,30 
74.0 + 0,83** 71,1 + 1,14 73 ,7+1 ,13 80 ,3+1 ,36 76 ,8+1,22 
5,85 + 0,24 5.4 1 + 0 , 2 3 5 ,19+0,32 5,34 + 0,17 5,78 + 0,18 
85 ,9+1,45 91 .7+1,32 80,7 + 0,60*** 94 ,8+1 ,58 9.3,4 1 1,31 

326.1+34,6 4 16,2+24,4 298,6+16,1*** 327,2 | 25.0 327,1 1 24,8 
150.0+18,1 213.5+19,0 203,0+13,4 193,6+13,7 214 ,6+1,45 
245,9 + 2,09*** 272,2+17,7 252,8+17,6 304,2+7,91 893,3+3,26 

12,5 + 0,37*** 1 1,9+0,49 8,70 + 0,89** 6,02 1 0,04 6,15 + 0.25 
6,04 + 0,18*** 3,58 + 0,42 4 ,05+0.48 2 .44+0,09 2,16 + 0.02 

П р и м е ч а н и е. САД систолическое артериальное давление; Д А Д диастол ическое артериальное давление; ХС холе-
стерин (и в табл. 2); ХС Л П В П — ХС липопротеидов высокой плотности, ТГ триглицериды. Здесь и в табл. 2: одна звездочка 
р<0,05, две р < 0 , 0 1 , три /?<0,001. 

тора «Spectrum» Abbott, США, коэффициент атерогенности 
расчетным способом. 

Ц И К выделяли из сыворотки крови больных, взятой 
натощак, путем центрифугирования лри 3000 об/мин в тече-
ние 10 мин | 7 | . Для определения содержания в них связан-
ного холестерина использовали изопропанольный экстракт 
ЦИК. Определение хлестерина также проводили на биохими-
ческом анализаторе «Spectrum». 

Иммуноглобулины, входящие в состав ЦИК, определяли на 
иммунохимическом анализаторе ICS-II фирмы (Beckmann, 
США) методом кинетической нефелометрии иммунных преци-
питатов с использованием набора стандартных антител. Им-
мунная реакция происходила в присутствии фосфатного буфе-
ра при взаимодействии равных объемов (42 мкл) раствора 
стандартного антитела и разведенного в 3 раза дилюен-
том суспензии ЦИК. Для определения иммуноглобулинов 
сыворотки крови, сх|-антитрипсина, с^-макроглобулина, также 
использовался метод кинетической нефелометрии. 

Полученные результаты подвергали статистической обра-
ботке с оценкой достоверности различий по критерию Стыо-
дента. 

Р е з у л ы а т ы и о б с у ж д е н и е. При ана-
лизе полученных результатов не было выявлено 
существенных различий в динамике клинической 
картины заболевания у больных обеих групп. 
Как видно из табл. 1, редукция массы тела 
для больных ИБС и Г Б, получавших диету Aic, 
составляла в среднем 2 кг, у больных, нахо-
дившихся на рационе А1м,— 4 кг. У больных 
И Б С - 1-й и 2-й групп отмечалось снижение сте-
пени выраженности клинических симптомов коро-
нарной недостаточности, сопровождавшееся в 
30 40 % случаев положительной динамикой ЭКГ. 
Уровень систолического и диастолического арте-
риального давления снижался у больных, получав-
ших А 1с и А1м, в равной степени как в случае 
изначальной нормотонии у больных ИБС, так и 
при ГБ. 

В то же время в процессе диетотерапии су-
щественные различия в динамике биохимических 
показателей констатированы у больных обеих 
групп. Как видно из табл. 1, у больных ИБС и 
ГБ, получавших диету А1м, иаблюдалось достовер-
ное падение уровня холестерина в сыворотке кро-
ви (соответственно на 14 и 20 % по сравнению с 
исходным) на фоне явно выраженной тенденции к 
увеличению содержания холестерина в ЛВП. В ре-
зультате этого коэффициент атерогенности у боль-
ных данной группы значительно снижался. Одно-

временно диета А1м способствовала достоверной 
редукции уровня тригл ицеридов в сыворотке крови 
больных ИБС. Напротив, диета А1с не оказывала 
выраженного противоатерогенного влияния при 
ИБС и ГБ. У обследованных этой группы в про-
цессе лечения не отмечалось изменений в липид-
ном спектре сыворотки крови и коэффициента ате-
рогенности. При анализе других биохимических 
показателей у больных 1-й группы было выявлено 
некоторое увеличение содержания общего белка в 
сыворотке крови, в то время как у больных 2-й 
группы уровень его в процессе лечения снижался. 
Содержание в крови глюкозы у больных ИБС и ГБ 
под влиянием диет А1с и А1м практически не 
изменялось (см. табл. 1). 

При оценке состояния свертывающей и противо-
свертывающей систем крови отмечалось достовер-
ное снижение уровня протромбина и фибрино-
гена у больных ГБ, получавших диету А1с. 
В то же время наиболее значительное увели-
чение времени свертывания крови и времени кро-
вотечения на фоне уменьшения числа тромбоци-
тов наблюдалось у больных ИБС под влиянием 
диеты А1м. По-видимому, исследуемые рационы 
оказывают воздействие на различные звенья систе-
мы гемостаза. 

В свете иммунологической концепции патогене-
за атеросклероза особый интерес представляло 
изучение иммунного статуса у больных ИБС и 
ГБ и изменение его под влиянием алиментарных 
воздействий. По литературным данным известен 
существенный дисбаланс иммунологических по-
казателей у больных коронарным атеросклерозом, 
проявляющийся высокой активностью гумораль-
ного иммунитета, сопряженного c. относительным 
дефицитом Т-клеточного иммунитета [3]. Это 
подтверждается данными табл. 2: у всех обследо-
ванных больных ИБС отмечался высокий исход-
ный уровень иммуноглобул и на А у больных ИБС, 
получавших диету А1м, содержание которого в 
сыворотке крови заметно снижалось в процессе 
диетотерапии. Уровень иммуноглобулинов у боль-
ных ГБ, зафиксированный при поступлении в кли-
нику, был в пределах нормы и практически не 
изменялся в процессе лечения. Изменения содер-
жания холестерина в ЦИК отражали динамику 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние диет Л1с и Л1м на иммунологические показатели (в мг/дл) в сыворотке крови больных ИБС и ГБ 

И Б С Г В 

Показатель Ale А1м Ale А1м 

до после до после до после до мосле 

IgA _ 
IgG 1530,8=4= 148.7 1262,1 ± 9 1 , 8 
IgM 2 0 2 , 7 ± 4 1 , 2 169,5 ± 2 0 , 4 
XC ЦИК 10,8±2,04 11 ,6±2 ,14 
Белок Ц И К 0 . 1 3 8 ± 0 , 0 2 3 0 , 1 8 0 ± 0 , 0 3 0 
IgA Ц И К 1 ,14±0 ,07 1 , 3 3 ± 0 , 2 9 
IgG Ц И К 1,41 ± 0 , 1 8 1,31 ± 0 , 1 5 
IgM Ц И К 2,14 ± 0 , 3 3 1 , 7 0 ± 0 , 1 5 
СЗ 1 4 2 , 5 ± 14,7 124 ,0±7 ,63 
С 4 32,1 ± 2 , 6 8 30,1 ± 2 , 4 3 
«2-М Г 160 ,3± 11,1 145,2±9,91 
a , -AT I 8 3 , 0 ± 11,3 1 6 7 , 6 ± 11,1 

4 3 5 , 7 ± 5 2 , 7 391 ± 3 9 , 2 2 9 9 , 3 ± 39,2 
1740,1 ± 1 2 1 , 1 1484 ,6± 1 19,0 1253 ,3±48 ,0 
296,4 ± 3 9 , 3 3 3 2 , 6 ± 104,5 1 (>5,(> . 37,0 

13,8 ± 1 , 9 5 12,3 ± 1 , 1 3 8,4 7 ± 0 , 9 5 
0 , 4 7 0 ± 0 , 0 3 0 , 4 8 8 ± 0 , 0 4 0,1 94 1 0.03 

1,44 ± 0 , 2 3 1,20 ± 0 , 3 3 1,21 ± 0 , 0 9 
1 ,63±0,1 1 1 ,43±0,1 7 1 ,22±0 ,18 
1 , 7 8 ± 0 , 4 3 1,51 ± 0 , 2 5 1,94 ± 0 , 2 8 

154 ,5±7 ,39 140,2 ± 7 , 7 2 135 ,8± 17,0 
3 8 , 3 ± 1,88 36,9 ± 3 . 2 7 32,4 ± 4 , 6 9 

154,1 ± 6 , 1 9 148 ,2±5 ,88 149 ,8± 12,5 
385,6 ± 7 4 , 5 348,3 ± 5 1 , 1 168 ,2± 12,5 

3 3 6 , 4 ± 70,4 2 8 2 , 7 ± 3 2 , 3 283,3 ± 2 9 . 0 
1292,2± 135,8 14 60,0 ± 8 5 , 5 1400,8 ± 8 5 . 3 
206,8 ± 3 4 , 3 268,4 ± 5 4 , 1 2 2 3 , 9 ± 4 1.2 

9,50 ± 0 , 5 4 Ю , 0 ± 1,87 8 , 3 8 ± 0 . 8 4 
0.196 ± 0 , 0 3 0,62 ± 0 , 1 3 0 , 2 8 ± 0 , 0 5 ' 

1 ,27±0 ,12 1 ,92±0,44 1,37 ± 0 , 1 0 
1 ,16±0 ,1 1 2 , 1 6 ± 0 , 6 1 1 ,33±0,14 
1 ,26±0 ,12* 2 , 2 8 ± 0 , 3 1 2.56 ± 0 . 7 0 

125 ,9± 10,5 137.1 ± 6 , 3 130.6 ± 7 , 6 
:ш,г> 1 л.70 33,1 ± 1,7 3 5 , 5 ± 3 , 9 

136,8 ± 10,5 1 5 3 , 3 ± 10,5 1 6 0 , 3 ± 9 7 , 3 
166,4 ± 8 , 0 0 4 8 7 , 6 ± 3 3 , 9 3 8 8 , 5 ± 19,3 

П р и м е ч а н и е . аг-МГ аг-макроглобулин; ai-AT ai-антитрипсин. 

этого показателя в сыворотке крови. Так, если у 
больных 1-й группы уровень холестерина в ЦИК 
практически не изменялся, то во 2-й группе в 
процессе лечения содержание холестерина в ЦИК, 
так же как и в сыворотке крови, заметно сни-
жалось. Аналогичный параллелизм наблюдался и 
в уровне общего белка в ЦИК и сыворотке 
крови. И в сыворотке крови, и ЦИК было выявле-
но повышение содержания белка у больных, по-
лучавших диету Ale, и его снижение на фоне дие-
ты А1м. Наряду с этим у больных ИБС и Г Б в 
Ц И К отмечалось снижение содержания IgA и IgG 
под влиянием диеты А1м и IgM в результате лече-
ния диетой А1с. Поскольку одним из иммунных 
критериев атерогенности сыворотки можно считать 
увеличение содержания IgG и IgM и холестерина 
ЦИК [5, 6], противоатеросклеротическое дей-
ствие диеты Л1м подтверждается не только био-
химически (снижение уровня холестерина, тригли-
церидов, коэффициента атерогенности, повышение 
уровня холестерина в Л В П ) , но и иммунологи-
чески (уменьшение содержания в составе Ц И К и в 
сыворотке крови IgA и IgG). В то же время, не-
смотря на то что диета А 1с не вызывала зна-
чительных изменений в сыворотке крови показа-
телей, характеризующих состояние липидного об-
мена, а также уровня иммуноглобулина IgA, 
IgG и IgM, в составе ЦИК выявлено отчет-
ливое снижение содержания IgM. Учитывая это 
обстоятельство, можно говорить об противоате-
росклеротическом действии диеты А 1с и расцени-
вать определение содержания IgM в Ц И К как 
специфический показатель при оценке атерогенно-
го потенциала сыворотки крови. 

Наряду с этим высокая активность гумораль-
ного иммунитета у обследованных больных обеих 
групп проявлялась избыточным содержанием в 
сыворотке крови СЗ компонента комплемента, ко-
торое в процессе лечения имело тенденцию к 
снижению. В то же время уровень С4 компо-
нента практически не изменялся. Полученные дан-
ные подтверждают известную из литературы наи-
большую патогенетическую значимость при атеро-
склерозе СЗ компонента комплемента [3 | , и выяв-
ленная иоложительная динамика в процессе ле-
чения этого показателя также характеризует 
антиатерогенную эффективность рационов А1с и 
А1м. 

Принимая во внимание протекторное действие 
ингибиторов протеаз в иммунологических про-
цессах [4], представлялось интересным изучение 
их динамики под влиянием противоатеросклеро-

тических диет А1с и А 1м. Как видно из табл. 2, 
уровень (Х|-антитрипсина и ехг-макроглобулина в 
сыворотке крови больных обеих групп в процес-
се лечения имел тенденцию к снижению, что 
по-видимому, отражает общую направленность 
иммунологических реакций к уменьшению их на-
пряженности под влиянием диет ЛIс и А1м. 

Таким образом, диета Л1м оказывала выра-
женное гиполипидемическое действие, проявляю-
щееся в значительном снижении в сыворотке крови 
уровня холестерина, триглицеридов, а также коэф-
фициента атерогенности на фоне повышения со-
держания холестерина в ЛВП как у больных ИБС 
с гиперлипидемией, так и в случае нормолипи-
демии у больных ГБ. Противоатеросклеротиче-
ская диета А1с оказывала менее выраженное влия-
ние на показатели липидного обмена в сыворотке 
крови, вместе с тем так же, как и рацион А1м, 
способствовала снижению напряженности имму-
нологических реакций у больных ИБС и ГБ. 
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E F F E C T S OF SOY BEAN PROTEIN ISOLATES AND 
POLYUNSATURATED FATTY ACIDS <•>, CONTAINED IN 
A N TI AT H E RO SC L E R ОТ 1С DIET ON S E RUM LIPID 
SPECTRA AND IMMUNOLOGIC PATTERNS OF PATIENTS 
WITH ISCHEMIC HEART DISEASE AND HYPERTENSION. 

M. A. Samsonov, A. V. Vasilev, A. V. Pogozheva, G. Yu. Mal'tsev, 
I. R. Biyasheva, L. A. Orlova, G. R. Pokrovskaya 

Inst i tute of Nutrition, Academy of Medical Sciences of the 
USSR, Moscow. 

Blood scrum lipid spectra and immunologic spectra were 
studied in pat ients with ischemic heart disease and hypertension 
maintained on antiatherosclerotic diet containing either soy bean 
protein isolates or ichthyenic oil. The ichthyenic oil-containing 
diet decreased distinctly the level of cholesterol, tr iglycerides 
and the atherogenicity coefficient s imultaneously with an 
increase of cholesterol content in high density lipoproteins in 
blood of 37 patients with these diseases. The diet with soy 
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bean protein isolates exhibited less p ronounced ef fec ts on lipid 
metabo l i sm p a t t e r n s in blood se rum as compared with the 
ichthyenic o i l -conta ining diet; however , the fo rmer diet con t r ibu-
ted to normal iza t ion of the immunologic reac t ions in pa t ien t s with 
ischemic hea r t d isease and hyper tens ion . 
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А. В. Васильев, С. Н. Богданова, Е. А. Варсановин, 
А. В. Погожева, М. А. Самсонов 

Л И П О Л И Т И Ч Е С К И Е ФЕРМЕНТЫ ЛИЗОСОМ 
ТРОМБОЦИТОВ И МОНОНУКЛЕАРОВ В ПА-
ТОГЕНЕЗЕ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ 
СЕРДЦА 

Институт питания РАМН, Москва 

В связи с тем что смертность населения от сер-
дечно-сосудистых заболеваний в нашей стране 
составляет более половины общей смертности 
(57 % ) , проблема профилактики, ранней диагно-
стики и лечения атеросклероза продолжает оста-
ваться главной в здравоохранении [13J. Извест-
но, что в развитии атеросклероза и ишемической 
болезни сердца ( И Б С ) существенное значение 
имеют различные формы гиперлипидемий ( Г Л П ) , 
как приобретенные, связанные в большинстве слу-
чаев с характером питания, так и наследственно 
обусловленные (первичные или семейные), детер-
минированные генетическими дефектами рецептор-
ного связывания липопротеидов клетками [6, 
20, 24] . Очевидно, что в понимании патогенеза 
атеросклероза и ИБС прогресс в значительной 
степени связан с изучением механизмов наруше-
ния обмена липидов и липопротеидов. Однако 
если имеются достаточно исчерпывающие сведе-
ния о биосинтезе и транспорте липопротеидов, 
то представление об особенностях их химической 
и энзиматической модификации в условиях рецеп-
торопосреДованного и неспецифического эндоцито-
за весьма ограничено. Определенную роль в этих 
процессах играют тромбоциты и мононуклеары 
крови и, в частности, ферментные системы лизо-
сом этих.клеток [5 / 12, 15, 18, 23, 26, 27, 30] . 
С другой стороны, обмен липопротеидов и актив-
ность лизосом клеток крови в значительной сте-
пени определяются характером питания. Особое 
значение при разработке новых антиатеросклеро-
тических диет уделяется модификации их жирно-
кислотного состава, в частности соотношения 
П 1 1 Ж К / М Г 1 Ж К / И Ж К и П Н Ж К семейства об/ооЗ. 

В последние годы внимание исследователей в ка-
честве антиатеросклеротического фактора при-

влекли Г1НЖК семейства соЗ : эйкозапентаено-
вая (ЭПК) и декозогексаеновая, главным ис-
точником которых является рыбий жир и жир 
морских животных. Данные литературы [4, 7, 
14, 29] свидетельствуют о гипотриглицеридемиче-
ском, гипохолестеринемическом и антиатероген-
ном действии П Н Ж К о)3. Вместе с тем в ряде работ 
положение об антиатеросклеротической функции 
П Н Ж К о)3 не нашло подтверждения [33, 35] . 

В связи с этим целью настоящей работы яви-
лась комплексная оценка эффективности антиате-
росклеротической диеты, содержащей ихтиеновое 
масло как источник П Н Ж К OJ3, при лечении боль-
ных И Б С и ГЛП с использованием широкого мета-
болического скрининга, характеризующего со-
стояние обмена липидов и липопротеидов на осно-
вании изучения активности лизосомальных гидро-
лаз тромбоцитов и мононуклеаров (кислой липазы, 
кислой холестеролэстеразы, кислых фосфолипаз 
А| и А2) , а т акже определение стандартных био-
химических показателей липидного обмена и им-
мунного спектра сыворотки крови. 

М е т о д и к а. Представлены результаты обследования 
70 больных И Б С и семейной Г Л П Н а , 116 и IV типов. Мужчин 
было 50, женщин - 20. У 31 мужчины была диагностирована 
И Б С с перенесенным инфарктом миокарда (средний возраст 
5 4 , 3 ± 1,42 года ) . У 9 больных (53,1 ± 2 , 2 6 года) установлена се-
мейная Г Л П Па типа , у 18 (50,7=1= 1,50 года) — Пб типа, у 
12 (47,7=1=2,57 года) - IV типа. 

Обследованные имели нормальную массу тела и в течение 
первой недели пребывания в клинике получали противоатеро-
склеротическую диету AT, с о д е р ж а щ у ю 98 г белка (соотноше-
ние животного и растительного 1:1), 88 г ж и р а (30 г составля-
ло растительное масло) и 320 г углеводов при энерге-
тической ценности рациона 2500 ккал. В последующие 
4 нед 13 больных И Б С находились на диете А1, в кото-
рой 10 г растительного масла были заменены равным коли-
чеством ихтиенового масла (рыбьего ж и р а ) , полученного 
из скумбрии по специальной технологии, разработанной во 
В Н И Р О . Соотношение П Н Ж К а)6/соЗ в рационе составляло 
3,0. 18 больных И Б С и все обследованные с семейной Г Л П в 
течение такого же срока получали диету А1 с заменой 20 г ра-
стительного масла ихтиеновым, что позволило снизить соот-
ношение П Н Ж К (об/о)3 до 1,3. 

Тромбоциты и мононуклеары выделяли из крови путем по-
следовательного Ц е н т р и ф у г и р о в а н и я в градиенте фиколл 
верографии в нашей модификации [31, 40] . Венозную Гепа-
ринизирсгванную кровь центрифугировали при 1000 о б / м и н 
в течение 20 мин. Отбирали плазму, из которой выделяли 
тромбоциты путем осаждения и последующего отмывания в 
0,25 М сахарозы, с о д е р ж а щ е й 1 мМ ЭДТА. Оставшийся 
объем с кровью разводили в соотношении 1:1 физиологи-
ческим раствором и наслаивали на фиколл с верографином. 
После центрифугирования при 1200 о б / м и н в течение 45 мин 
снимали мононуклеары в соответствии со шкалой распреде-
ления Densi ty M a r k e r s B e a d s ( « P h a r m a c i a » , . Ш в е ц и я ) . По-
лученные клетки о с а ж д а л и и отмывали. Выделенную суспен-
зию тромбоцитов и мононуклеаров гомогенизировали в 0,25 М 
сахарозы, с о д е р ж а щ е й I мМ ЭДТА. 

Активность кислых фосфолипаз Ai (КФ 3.1.1.32) и А2 ( К Ф 
3.1 1.4) определяли радиометрическим методом (38] с ис-

Активность (в мкмоль/мин на I г белка ) лизосомальных гидролаз в тромбоцитах и мононуклеарах больных И Б С , находившихся 
на диете А1 с включением различного количества ихтиенового масла ( M ± m ) 

# ФормСНГ 

10 г ихтиенового масла (п= 13) 

мононуклеары 

до 
лечения 

после 
лечении 

тромбоциты 

после 
лечении 

20 г ихтиенового масла ( /1=18) 

мононуклеары 

до 
лечении 

после 
лечении 

тромбоциты 

после 
лечения 

Кислая липаза 
X о л есте р о л э сте р а з а 
Фосфолипаза А| 
Фосфолииаза А2 

1 ,35±0 ,12 . 2,14=ь0,13 0,32=fc0,04 0,49efc0,02 1,73=1=0,05 2,56=1=0,09 0 , 1 8 5 ± 0 , 0 2 0,29=1=0,03 
2,64=1=0,31 1,94=1=0,21 0,6$=±=0,06 0,41=1=0,14 2,51=t0,13 1 ,95±0 ,06 0,51=1=0,03 0,44=1=0,02 
2,33=1=0,32 ,l,53=fc0,33 . 2,l3=fc0,l7 1,28=1=0,21 2 , 4 5 ± 0 , 0 6 2,06=1=0,27 ! , 8 9 ± 0 , 1 3 1 , 1 4 ± 0 , 0 7 
2,64 ± 0 , 2 3 1,41=1=0,27 '1 ,94=^0,13 1 ,33±0 ,26 2 , 5 3 ^ 0 , 2 7 2,43=1=0,03 1,91=1=0,14 1 , 2 4 ± 0 , 2 2 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — /?<С0,05. 

и б ( ) 



пользованием в качестве субстрата синтезированного нами 
1-ацил-2( 1-14С)-олеаил-глицеро-З-Бп-фосфорилхолин | 34 | . 
Активность кислой холестеролэстеразы (КФ 1.1.1.13) опреде-
ляли по методу (32) в модификации [37], используя в ка-
честве субстрата 12,7 мкмоль холестерол-( 1 - и С)-олеата 
(удельная радиоактивность 56 мКи/ммоль; «Amersham», 
Англия), суспендированного в лецитин-дигитониновую диспер-
сию. Активность кислой липазы (КФ 3.1.1.3) определяли 
спектрофотометрически по методу | | | , используя в качестве 
субстрата (З-нафтилкаприлат («Sigma», США). В сыворотке 
крови определяли концентрацию общих липидов, а также 
холестерина (ХС) и триглицеридов (ТГ) с использованием 
биохимического анализатора «Спектрум» (фирма «Abbott», 
США). Кроме того, определяли содержание ХС в циркулиру-
ющих иммунных комплексах ( Ц И К ) , выделенных из сыворот-
ки по методу [28, 391. 

Р е з у л ы а т ы и о б с у ж д е н и е . В результа-
те терапии противоатеросклеротической диетой с 
различным содержанием ихтиенового масла в кли-
нической картине заболевания отмечались поло-
жительные сдвиги. У всех больных ИБС наблю-
далось снижение степени выраженности симпто-
мов коронарной недостаточности, сопровождаю-
щееся в 70 % случаев положительной динамикой 
на ЭКГ. Примерно у 40 % больных с семейной 
ГЛП II типа отмечалось уменьшение степени вы-
раженности сухожильных ксантом и периорби-
тальных ксантелазм. Редукция массы тела у 
больных всех групп была практически одинако-
вой и составляла от 2,5 до 4 кг. Систолическое и 
диастолическое артериальное давление достовер-
но снижалось у всех обследованных, у которых 
оно было повышено, на 8 13 % по сравнению с 
исходным уровнем, что, по-видимому, было обус-
ловлено низким содержанием натрия в применяе-
мых рационах. 

У больных ИБС наибольшее снижение уровня 
ХС (на 22 % по сравнению с исходным) наблюда-
лось при лечении диетой А1 с включением 10 г их-
тиенового масла. В то время как при замене в диете 
20 г растительного масла рыбьим жиром у этих 
больных отмечалось снижение содержания общего 
ХС на 14 %. У обследованных с семейной ГЛП, на-
ходившихся на диете А1 с 20 г ихтиенового масла, 
значительное уменьшение этого показателя было 
выявлено при IV типе (на 28 % по сравнению с ис-
ходным) относительно больных с Па (на 9 % ) и 
Пб (на 16 %) типом. Диетотерапия с включением 
различного количества ихтиенового масла способ-
ствовала повышению уровня ХС Л П В П на 13 
16 % у больных ИБС и на 34 и 10 % при ГЛП Па 
и Пб типов соответственно. Наиболее значитель-
ные изменения наблюдались в уровне ТГ под влия-
нием диеты А1 с содержанием рыбьего жира 
10 и 20 г: у больных ИБС соответственно на 33 и 
40 %. В результате лечения диетой А1 с 20 г ихтие-
нового масла у больных семейной ГЛП На, Иб и 
IV типов концентрация ТГ снижалась на 47, 33 и 
32 % соответственно. 

Представляло интерес изучение влияния П Н Ж К 
о)3 в составе противоатеросклеротической диеты 
на активность лизосомальных гидролаз, участвую-
щих в процессе катаболизма липидов. Как видно 
из таблицы, наиболее выраженные изменения ак-
тивности липолитических ферментов лизосом отме-
чались в мононуклеарах больных ИБС, нахо-
дившихся на диете А1 с содержанием ихтиенового 
масла 10 г. Так, при включении в противоатеро-
склеротическую диету 10 г рыбьего жира актив-
ность кислой липазы в процессе лечения повы-

шалась на 58 % по сравнению с исходной, в то 
время как активность лизосомальных холестерол-
эстеразы, фосфолипаз А| и А2 снижалась соответ-
ственно на 27, 35 и 47 %. Под влиянием диеты Al с 
20 г ихтиенового масла в мононуклеарах больных 
ИБС отмечалось увеличение активности кислой 
липазы на 48 % и снижение активности холесте-
ролэстеразы, фосфолипаз А| и А2 на 23, 16 и 8 % 
соответственно. Аналогичные тенденции в динами-
ке активности лизосомальных гидролаз выявля-
лись и в тромбоцитах больных ИБС, причем ак-
тивность кислой липазы, фосфолипаз А| и А2 
изменялась в одинаковой степени (на 40 -55 % по 
сравнению с исходной) при использовании диеты 
А1 с 10 и 20 г ихтиенового масла (см. рисунок, / ). 
Снижение активности холестеролэстеразы в тром-
боцитах больных ИБС было обратно пропорцио-
нально содержанию в диете П Н Ж К соЗ (снижение 
на 3 7 % на диете А1 м-10 и на 1 4 % на диете 
А1м-20). Проведенные нами ранее исследования 
показали значительно меньшее снижение активно-
сти лизосомальных фосфолипаз А| и А2 (соот-
ветственно на 29 и 24 %) под влиянием фоновой 
противоатеросклеротической диеты А1 в течение 
4 нед в тромбоцитах у больных ИБС с нормаль-
ной массой тела [3]. Сравнительный анализ ак-
тивности липолитических ферментов лизосом мо-
нонуклеаров у больных с различными типами ГЛП 
под влиянием диеты А1 с включением 20 г ихтие-
нового масла (см. рисунок, / / ) показал актива-
цию в процессе лечения кислой липазы на 53, 
86 и 45 % соответственно при ГЛП Па, Пб и 
IV типов. Снижение активности лизосомальных 
холестеролэстеразы, фосфолипаз А| и А2 было 
наиболее выражено при IV типе ГЛП (соответ-
ственно на 35, 58 и 58 % по сравнению с исход-
ной). В тромбоцитах больных ГЛП Пб типа актив-
ность кислой липазы в процессе диетотерапии 
практически не изменялась, тогда как при ГЛП Па 
и IV типов возрастала в 2,5 и 5 раз соответственно. 
Так же как и в мононуклеарах, максимальное 
снижение активности лизосомальных холестерол-
эстеразы, фосфолипаз А| и А2 (на 57, 54 и 56 %) 
наблюдалось при IV типе ГЛП. Таким образом, 
наиболее выраженные изменения активности липо-
литических ферментов лизосом мононуклеаров и 
тромбоцитов отмечались у больных ГЛП IV типа, 
что, по-видимому, отражает преимущественное 
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воздействие П Н Ж К соЗ на обмен ТГ [36]. Изме-
нения активности лизосомальных л ииолитических 
ферментов в мононуклеарах и тромбоцитах боль-
ных ИБС и ГЛП, наблюдаемые под влиянием 
против оа тер оскл ер отичее кой д и ет ы, с одерж а т е й 
ихтиеновое масло, свидетельствует о большей 
чувствительности этих показателей при оценке 
эффективности диетотерапии по сравнению с об-
щепринятыми биохимическими показателями, от-
ражающими состояние липидного обмена. Эти 
данные подтверждают полученные нами ранее ре-
зультаты исследования активности катепсинов В и 
С и фосфолипаз А| и А2 при использовании раз-
личных противоатеросклеротических диет [2, 3] . 
Исследование активности этих ферментов у боль-
ных с разными заболеваниями, обусловленными 
нарушениями липидного обмена (ИБС, ГЛП II ти-
па, ИБС и ожирение)' при применении антиатеро-
склеротической гиполипидемической диеты пока-
зало большую информативность активности кис-
лых г ид рол аз по сравнению со стандартными 
биохимическими показателями липидного обмена. 
Сходные результаты были получены на кроли-
ках при экспериментальном атеросклерозе и ГЛП 
117|. Особый интерес представляло параллель-
ное изучение влияния П Н Ж К соЗ в составе про-
тивоатеросклеротической диеты на иммунохими-
ческие показатели у больных с нарушенным ли-
пидным обменом. У всех больных ИБС и семен-
ной ГЛП отмечалась повышенная концентрация в 
сыворотке крови иммуноглобулинов (Ig) классов 
А и G. У больных ИБС под влиянием диетотера-
пии наблюдалось снижение содержания в сыво-
ротке крови IgA и IgG пропорционально увеличе-
нию концентрации в диете ихтиенового масла. 
У больных ГЛП под влиянием диеты А1 с 20 г рыбь-
его жира также отмечалось снижение уровня Ig 
классов А, М и G, наиболее выраженное при Па 
типе ГЛП. Уровень ХС в ПИК снижался при-
мерно в одинаковой степени у всех больных. Со-
держание общего белка в сыворотке крови и ПИК 
практически не изменялось. Под влиянием терапии 
диетой А1 с 20 г ихтиенового масла отмечалось 
снижение концентрации IgG в ПИК у больных 
ИБС и ГЛП Па и IV типов. 

Таким образом, динамика иммунохимических 
показателей отражает антиатерогенную направ-
ленность противоатеросклеротической диеты с 
включением рыбьего жира | 8 | . 

Выраженное антиа те роге иное действие диеты с 
включением ихтиенового масла как источника 
П Н Ж К оЗ, вероятно, связано с изменениями жир-
нокислотного состава структурных липидов мем-
бран, их стабилизации, со снижением содержа-
ния арах и до новой кислоты и значительным воз-
растанием концентрации ЭГIК в составе фосфоли-
пидов клеточных мембран [11, 16, 25]. При лече-
нии больных ИБС наиболее эффективным оказа-
лось применение диеты с включением ихтиенового 
масла в количестве 10 г; при использовании бо-
лее высоких доз (20 г) отмечалось менее вы-
раженное гипол ип идем и чес кое действие, воз-
можно, в силу увеличения ненасыщенности и 
снижения микровязкости мембран, что в сваю 
очередь может изменить конформационные свой-
ства а поп роте и нов на поверхности частиц и таким 
образом модифицировать взаимодействие Л П Н П 
с клеточными рецепторами |10, 21 | . 

Ре з ульт а ты про веде нн ых исс л едо в а ний свидс-
тельствуют о том, что изменение активности лизо-
с о м а л ь н ы х л и п о л и т и ч с с к и х ф е р м ен то в я в л я етс я 
неотъемлемым звеном в патогенезе заболеваний, 
обусловленных нарушениями липидного обмена 
(ИБС, ГЛП) . Активацию системы лизосомаль-
ного липолиза можно рассматривать как компен-
саторную реакцию этих ферментных систем па 
фоне преобладания процессов неспецифического 
(и е ре г ул и р у е м о г о) э н д о ц птоз а м од и ф и ц и р ов а н -
ных Л П Н П или надмолекулярных ЛПНП-со-
держащих комплексов, когда специфический ре-
цепторопосредованный путь эндоцитозного захва-
та Л П Н П ингибируется по принципу обратной 
связи высокими концентрациями эфиров ХС 
(ЭХС) |1, 9, 19, 221. При этом в условиях мак-
симального субстратного насыщения может воз-
никнуть недостаточность отдел ьных л изосомал ь-
ных ферментов, расщепляющих ЭХС (в част-
ности, кислые липазы), что приводит к даль-
нейшей аккумуляции ЭХС и ТГ в клетках крови и 
повышению риска атеросклероза [23, 34]. 

П о л у ч е н н ы е р ез у л ьт а т ы с в и д ет ел ьс т в у ют о це-
лесообразности исследования л изосомал ьных ли-
политических ферментов как высокочувствитель-
ных биохимических показателей атероеклеротиче-
ского процесса у больных ИБС в целях ранней 
диагностики и оценки эффективности лечебных 
диет при данном заболевании. 
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ВИТАМИНЫ И КОЭНЗИМЫ В ОФТАЛЬМО-
Л О Г И И 

Одесский НИИ глазных болезней и тканевой терапии 
им. В. П. Филатова 

Взаимосвязь функционального состояния орга-
на зрения и витаминов отмечалась во многих 
исследованиях. Обычно эти исследования каса-
лись нарушений функций сетчатки и прозрачности 
хрусталика при ограниченном поступлении в орга-
низм человека или животного отдельных витами-
нов. 

В последние годы особое внимание привлекают 
вопросы выяснения роли витаминов в процессе 
образования катаракты. 

Несмотря на то что хрусталик не относится 
к числу тканей с интенсивным метаболизмом, про-
текающие в хрусталике взрослого человека био-
химические процессы весьма напряжены и связаны 
в первую очередь не с размножением и ростом 
тканевых структур, а с обеспечением их стабиль-
ности. 

В общем виде процессы, ответственные за на-
тивность хрусталиковых компонент, могут быть 
представлены в следующем виде: биоэнергети-
ческие процессы (окислительно-восстановитель-
ные процессы, накапливающие энергию АТФ и 
других высокоэнергетических соединений); транс-
порт ионов и метаболитов (транспортные и барь-
ерные функции цилиарного тела и капсулы хру-

сталика) ; процессы биосинтеза; активность фер-
ментных систем защиты белков и липидов, а т акже 
регенерации восстановленной формы глутатиона. 

Во всех этих процессах важную роль играет 
трипептид глутатион. Функции этого коэнзима в 
хрусталике связаны как с тиоловой группой, так 
и с остатком у-глутамата. 

В осуществлении важных функций глутатиона, 
связанных с его тиоловой группой, ведущая роль 
принадлежит окислительно-восстановительной си-
стеме глутатиона, позволяющей поддерживать вы-
сокий уровень восстановленной формы глутатиона 
за счет регенерации его окисленной дисульфид-
ной формы с помощью НАДФН. 

Этот важнейший для тканей глаза, особенно 
для хрусталика, процесс катализируется глута-
тионредуктазой флавиновым ферментом, функ-
ция которого в значительной степени определя-
ется метаболическим статусом рибофлавина в хру-
сталике. Последний зависит от целого ряда общих 
и местных факторов. В числе первых наиболее 
существенными представляются поступление ри-
бофлавина в организм и транспортировка его в 
органы и ткани. Среди местных факторов в хру-
сталике определяющими являются система синте-
за флавинмононуклеотида (ФМН) и флавинди-
нуклеотида ( Ф Д Н ) . 

В настоящее время ферменты синтеза флавино-
вых нуклеотидов в хрусталике тщательно изуча-
ются | 4 | . 

При исследовании поступления рибофлавина в 
хрусталик было, в частности, показано, что этот 
процесс не является энергозависимым и что белки 
хрусталика обладают способностью связывать 
свободный рибофлавин [5]. 

По всей вероятности, рибофлавин поступает 
в хрусталик вследствие простой диффузии, ча-
стичное же связывание свободного рибофлавина 
белками, а т акже синтез нуклеотидов из вита-
мина способствуют созданию метаболически эф-
фективных концентраций коферментных форм ри-
бофлавина в хрусталике. 

Интересно отметить, что ферменты синтеза фла-
виновых коферментов ФМН-синтетаза и ФАД-
пирофосфорилаза выявлены в белках хруста-
ликовых волокон, но не обнаружены в капсуле 
и эпителии. Это обстоятельство является допол-
нительным свидетельством в пользу того, что вита-
мин при прохождении через аквохрусталиковый 
барьер не подвергается метаболической модифи-
кации. 

При изучении процессов расщепления флави-
новых нуклеотидов нами установлено, что эпите-
лиально-капсульные компоненты обладают выра-
женной гидролитической активностью в отноше-
нии ФМН и ФАД. 

По всей вероятности, указанные коферменты 
не могут поступать в хрусталик в виде нуклеоти-
дов, а предварительно расщепляются с освобож-
дением рибофлавина, который, поступая в хруста-
лик, подвергается фосфорилированию до ФМН, 
а затем посредством пирофосфорилазной реак-
ции — до ФАД. 

Интересно заметить, что аналогичные процессы 
происходят и в кишечнике, где коферменты, как 
правило, расщепляются до предшественников 
витаминов, всасываются в таком виде, а затем 
уже в эпителиальных клетках кишечника и печени 
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Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
Распределение глаз экспериментальных животных но степени 
помутнения хрусталика в зависимости от уровня ФАД-эффекта 
к динамике развития катаракты, индуцированной сочетанным 
применением аминотриазола и CCI.i 

Стадия 
помутне-

ФАД-эффект 

Срок наблюде-
Стадия 

помутне- нормальный повышенный 
Р ния, нед ния хру-

сталика КОЛ LL-
il ест но 
глаз 

% 
коли-

чество 
глаз 

% 
Р 

До начала 
экспери-
мента 28 100 30 100 — 

3 0 12 43 4 13 
I 16 57 20 67 
II 
III 
IV 

— — 6 20 < 0 , 0 1 II 
III 
IV 

6 0 6 22 — 

I 20 71 22 73 < 0 , 0 5 
II 
III 
IV 

2 7 8 27 II 
III 
IV 

9 0 2 7 — 

I 14 50 6 20 < 0 , 0 2 5 
II 8 29 10 33 
III 4 14 8 27 < 0 , 0 1 

12 
IV 
0 
I 2 7 

6 20 

< 0 , 0 1 
II 10 36 4 13 

III 12 43 12 40 < 0 , 0 1 
IV 4 14 14 47 

используются для синтеза соответствующих ко-
ферментных форм. 

В настоящее время доказано, что наиболее 
объективным критерием обеспеченности витами-
нов в организме является метаболическая обес-
печенность коферментами энзиматических систем, 
которая определяется обычно степенью активации 
коферментзависимого фермента при добавлении 
экзогенного кофермента [6]. 

С целью выяснения роли флавинового статуса 
в устойчивости экспериментальных животных к 
действию катарактогенных факторов нами иссле-

Т а б л и ц а 2 

ФАД-эффект в кроки кроликов в динамике развития экспери-
ментальной катаракты 

Срок взятия 
крови, нед 

Статисти-
ческий Контроль AT AT+CCI« 

Срок взятия 
крови, нед 

иоказател i> 

Д о начала п 24 13ч 20 
экспери- М 1,195 1,221 1,190 
мента пг 0,046 0,049 0,041 

Р • — > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 

3 п 23 18 18 
М 1,1220 1,216 1,312 
т 0,059 0,030 0,039 
Р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

6 п 22 17 18 
М 1,247 1,347 1,451 
т 0,026 0,052 0,064 
Р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 

9 п 22 15 17 
М 1,245 1,330 1,580 
т 0,035 0,041 0,058 
Р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 

12 п 21 15 17 
М 1,303 1,357 1,624 
т 0,063 0,047 0,046 
Р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 <0 ,001 

П р и м е ч а н и е. AT аминотриазол. 

доваиа скорость развития патологических изме-
нений в хрусталике в зависимости от состоя-
ния метаболической обеспеченности рибофлави-
ном. 

М е т о д и к а . Для этого нами была исследо-
вана группа животных из 29 особей, у 14 из кото-
рых обеспеченность рибофлавином до начала экс-
перимента была в пределах нормы (ФАД-эффект 
равен 1,2), и 15 животных, у которых этот 
показатель превышал 1,2. 

Все животные получали сочетанное воздействие 
амииотиразола и четыреххлористого углерода на 
протяжении 12 нед по разработанной нами схеме 
[7]. 

Ежедневно производилась биомикроскопия хру-
сталика. 

Клинические наблюдения позволили установить, 
что первые катаракта л ьные изменения в хрустали-
ках при нормальной обеспеченности рибофлави-
ном появились через 2 нед воздействия, при не-
достаточной обеспеченности - спустя 1 нед, т. е. 
значительно раньше. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Через 3 нед 
сочетаиного воздействия аминотриазола и четы-
реххлористого углерода 43 % хрусталиков глаз 
с нормальной величиной ФАД-эффекта остава-
лись прозрачными, в то время как среди живот-
ных с повышенным ФАД-эффектом их было лишь 
13 %. В этот период начальные катаракгальные 
изменения, соответствующие I и II стадиям по-
мутнения хрусталика, при нормальной величине 
ФАД-эффекта наблюдались у 57 % глаз экспери-
ментальных животных, в то время как у животных 
с повышенным ФАД-эффектом они были зареги-
стрированы в 8 7 % хрусталиков глаз (табл. 1). 

Через 6 нед среди глаз животных с нормаль-
ной исходной обеспеченностью организма рибо-
флавином прозрачными оставались хрусталики 
22 % глаз, в то время как среди животных с 
недостаточной исходной обеспеченностью рибо-
флавином прозрачных хрусталиков не было вооб-
ще, а изменения I и II стадий у животных с 
нормальным и повышенным ФАД-эффектом со-
ставляли соответственно 78 и 9 7 % (табл. 2) . 

Через 9 нед 7 % глаз экспериментальных жи-
вотных с нормальным ФАД-эффектом оставались 
прозрачными, а изменения I и II стадий были 
обнаружены в 7 9 % хрусталиков глаз, III ста-
дии в 14 % хрусталиков глаз, в то время 
как изменения I и II стадий в хрусталиках глаз 
животных с повышенным ФАД-эффектом были 
обнаружены в 5 3 % , а изменения III и IV ста-
дий в 47 %. 

Через 12 нед в обеих группах отсутствовали 
животные с прозрачными хрусталиками. 

Глаза с изменениями хрусталиков I и 11 стадий 
составили 43 %, a III и IV стадий — 57 % у жи-
вотных с нормальным исходным ФАД-эффектом, 
в то время как в хрусталиках с повышенным 
ФАД-эффектом изменения I стадии не наблюда-
лись вообще, изменения II стадии составили 13 %, 
а III и IV стадий 8 7 % (рис. 1). 

Таким образом, результаты проведенного срав-
нительного анализа свидетельствуют о том, что 
исходный уровень обеспеченности организма ри-
бофлавином является важным звеном в механиз-
мах устойчивости к действию катарактогенных 
факторов и имеет существенное значение для 
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сроков возникновения и скорости развития ката-
ракты. Полученные данные показывают, что при 
наличии метаболического дефицита витамина В2 
в организме экспериментальных животных ката-
рактальные изменения развиваются раньше и про-
грессируют быстрее по сравнению с животными 
с нормальной метаболической обеспеченностью ри-
бофлавином. Метаболическая недостаточность ри-
бофлавина снижает устойчивость животных к дей-
ствию катарактогенных факторов. 

Кроме этого, была изучена метаболическая ак-
тивность обеспечения рибофлавином в крови 133 
больных с различной скоростью прогрессирова-
ния возрастной катаракты. Анализ ФАД-эффекта 
показал, что величина этого показателя у боль-
ных с быстропрогрессирующей катарактой зна-
чительно выше по сравнению с соответствующим 
показателем как у лиц с прозрачными хруста-
ликами, так и у больных с медленнопрогрессирую-
щей катарактой (рис. 2). 

Полученные данные свидетельствуют о наличии 
метаболической недостаточности флавина у боль-
ных с быстропрогрессирующей катарактой. Изуче-
ние ФАД-эффекта у больных с различной ско-
ростью прогрессирования возрастной катаракты 
позволило предположить, что метаболическая 
обеспеченность рибофлавином может наряду с 
активностью глутатионредуктазы служить важ-
ным прогностическим биохимическим критерием, 
позволяющим с большой объективностью прогно-
зировать скорость развития возрастной ката-
ракты. 

По нашему мнению, увеличение ФАД-эффекта 
более чем до 1,371 позволяет установить диаг-
ноз быстропрогрессирующей катаракты, снижение 
величины ФАД-эффекта более чем до 1,263 оце-
нивается нами как биохимический признак мед-
леннопрогрессирующей катаракты. Результаты 
ФАД-эффекта у больных с различными клини-
ческими формами возрастной катаракты пока-
зывают, что метаболическая обеспеченность у 
больных с корковой и субкапсулярной катарак-
тами является неадекватной и выявленные вы-
сокие показатели величины ФАД-эффекта указы-
вают на наличие метаболического дефицита ри-
бофлавина у этих больных. Кроме того, наруше-
ние метаболической обеспеченности глутатионре-
дуктазы ФАД в крови при развитии экспери-
ментального гепатита сопровождалось дефицитом 
флавината по отношению к глутатионредуктазной 
системе хрусталика. Аналогичные результаты по-
лучены в клинико-биохимических исследованиях: 
повышение ФАД-эффекта глутатионредуктазы в 
эритроцитах коррелировало с величинами соот-
ветствующих активационных коэффициентов хру-
сталиков, удаленных оперативно. 

Результаты наших экспериментальных и клини-
ко-биохимических исследований дают основания 
предполагать, что метаболическая обеспеченность 
флавиновым коферментом глутатионредуктазы 
хрусталика в значительной степени определяет его 
устойчивость к действию катарактогенных факто-
ров и, по всей вероятности, возникновение воз-
растной катаракты и скорость ее созревания за-
висят от метаболического статуса флавинов в 
хрусталике, так как выявлена отчетливая кор-
релятивная зависимость между ФАД-эффектом в 
эритроцитах и клиническими характеристиками 

о б 

Рис. 1. Степень помутнения хрусталика экспериментальных 
животных с аминотриазоловой и СО-гИНдуцированной ка-
тарактой в зависимости от нормального и повышенного 
ФАД-эффекта . 

а нормальный, б — повышенный ФАД-эффект, %. / до эксперимента; 
2 3 нед эксперимента; 3 6 нед, 4 9 нед, 5 12 нед. Без штрихов-
ки без изменения хрусталика; косая штриховка 0 стадия, горизон-
тальная I стадия, двойная косая II стадия, вертикальная 111 стадия, 
двойная прямая IV стадия. 

Рис. 2. Относительные изменения значений ФАД-эффекта 
(в %) в крови больных с различными формами началь-
ной катаракты. 
Косая штриховка кортикальная форма катаракты, горизонтальная 
субкапсуляриая, вертикальная ядерная. 

статуса хрусталика и скоростью развития помут-
нений при возрастной катаракте. 

Скорость ресинтеза восстановленной формы глу-
татиона наряду с состоянием фермента глута-
тионредуктазы определяется также концентрацией 
и доступностью НАДФН одного из никотин-
амид н ы х к о ф е р м е и то в. 

Б целом роль никотинамидных коферментов 
обусловлена их участием в окислительных про-
цессах (апотомический цикл), а также в целом 
ряде восстановительных процессов (восстановле-
ние глутатиона, синтез жирных кислот, восста-
новительное аминирование, реакции детоксика-
ц и и ) . 

Наиболее существенной функцией никотинамид-
ных кофер ментов в хрусталике в аспекте обес-
печения стабильности его белковых и мембран-
ных компонент является регенерация восстанов-
ленной формы глутатиона за счет НАДФН, об-
ладающего гораздо большим сродством к глута-
тионредуктазе по сравнению с НАДИ. 

Константа Михаэлиса глутатионредуктазной ре-
акции с использованием НАДН почти на 2 по-
рядка выше таковой при использовании НАДФ 
[8]. 

Принимая во внимание интенсивный расход вос-
становленного глутатиона в хрусталике, стано-
вится очевидной чрезвычайная важность обеспече-
ния эффективных концентраций НАДФН. 

В хрусталике восстановление фосфорилирован-
ного НАД происходит в апотомическом цикле 
за счет окисления глюкозо-6-фосфата и 6-фос-
фоглюконата соответствующими ферментными си-
стемами [9]. 

Вполне очевидно, что нарушение этих фермент-
ных систем может приводить к снижению восста-
новительного потенциала никотинамидных кофер-
ментов и глутатиона. 

В ряде исследований показано, что одним из 
наиболее ответственных моментов в НАДФ-гене-
рирующей системе является состояние фермента 
гексокиназы, активность которого в хрусталике 
существенно снижается при старении организма 
[10]. 
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Следует учитывать, что пиридиновые нуклеоти-
ды не только играют важную роль как кофактор 
в целом ряде окислительно-восстановительных эн-
зиматических систем, но и являются регулято-
рами скорости и направленности метаболических 
процессов в тканях [11]. 

Понятен тот значительный интерес, который уде-
л я етс я оп редел е н и ю соде ржа и и я их отдел ьн ы х 
форм (окисленных и восстановленных) в хруста-
лике в норме и при нарушениях его прозрач-
ности. 

Следует отметить значительную противоречи-
вость ранних исследований относительно содер-
жания отдельных форм никотинамидных кофер-
ментов в тканях глаза. Использование методов 
энзиматического анализа [12] позволило уста-
новить истинную концентрацию этих нукдеоти-
дов в отдельных тканях глаза. 

И тем не менее в работах последних лет нет 
четкости относительно уровня отдельных никотин-
амидных нуклеотидов в окисленном и восстанов-
ленном состоянии в хрусталиках животных и че-
ловека, в частности эти данные трудно сопоста-
вимы для отдельных участков хрусталика (коры 
и ядра) , в особенности при различных типах 
катаракт. По нашему мнению, это может быть 
о б у с л о в л е 11 о р а з л и ч и ы м и условиями обр а бот к и 
ткани при приготовлении экстрактов, и в частно-
сти с нарушением температурного режима. 

Более высокая концентрация никотинамидных 
коферментов отмечается в хрусталике, при этом 
в эпителии их концентрация превышает таковую 
в других тканях глаза [13]. 

При моделировании световой катаракты у кро-
ликов соотношение Н А Д Ф / Н А Д Ф Н сдвигалось 
в сторону окисленных форм, тогда как отношение 
Н А Д / Н А Д Н существенно не изменялось. 

В опытах с индуцированием токсических ката-
ракт (нафталин, стрептозотоцин, аминотриазол) 
также отмечалось некоторое уменьшение восста-
новительного потенциала пары Н А Д Ф / Н А Д Ф I I , 
при этом довольно значительно снижается общий 
уровень НАД при нафталиновой катаракте (14]. 
В механизме отмеченных сдвигов в уровне ни-
котинамидных коферментов при действии ката-
рактогенных факторов существенную роль может 
играть снижение активности глюкозо-6-фосфатде-
гидрогеназы, наблюдаемое рядом исследователей 
[15, 16| , а также обнаруженное нами в этих 
условиях снижение скорости синтеза НАД, обус-
л о вл е н н ое повреждением н и кот и н а м и дм о н о н у -
к л сот и д а де н и л т р а и с ф е р а з ы. 

Особый интерес, по нашему мнению, представ-
ляют данные о концентрации пиридиннуклеоти-
дов в хрусталике глаза человека при различных 
типах катаракт, когда при снижении общего уров-
ня нуклеотидов восстановительный потенциал па-
ры Н А Д Ф / Н А Д Ф повышен в среднем в 2 раза 
и концентрация восстановленной формы НАДФ 
в хрусталиках с катарактой в большинстве случаев 
повышена | 17 | . Падение концентрации восстанов-
ленного глутатиона в этих условиях невозможно 
объяснить нарушением восстановительного потен-
циала фосфорилироваиных пиридиннуклеотидов. 

Возможно, что в механизмах снижения уровня 
восстановленного глутатиона при возрастной ката-
ракте играют роль необратимое связывание глу-
татиона модифицированными белками хрусталика, 

повышенная диффузия окисленного глутатиона с 
нуклеофилами, усиление у-транспептидазных ре-
акций | 1 7 | . Следует отметить, что в поддержании 
эффективной концентрации глутатиона в а ж н а я 
рол ь п р и надл еж ит состоя и и ю м у л ьтиэнз и м ного 
комплекса, осуществляющего биосинтез этого три-
пептида | 1 8 | . Полагают, что именно инициирую-
щий фермент синтеза глутатиона у-глутамил-
цистеинсинтетаза, лимитирующий уровень которой 
с возрастом еще более снижается, является наи-
более существенным фактором, ответственным за 
снижение уровня лентикулярного глутатиона при 
старении и развитии катаракты [19]. Различия 
в качественном составе питания могут влиять на 
уровень аминокислот, участвующих в синтезе глу-
татиона [20]. 

В хрусталике функционирует ряд витаминза-
висимых ферментов, таких, как транскетолаза и 
трансаминазы (соответственно тиамин- и пиридок-
сальзависимые) . В эксперименте и клинике было 
показано, что при развитии катаракты отмеча-
ется снижение активности хрусталиковой транске-
толазы, коррелирующее с клиническими прояв-
лениями заболевания: нарастание помутнений хру-
сталика сопровождалось дальнейшим понижением 
активности фермента |21] . Сравнительный ана-
лиз результатов определения активности транске-
толазы в хрусталике и крови больных с ката-
рактой дает основания считать, что сдвиги в 
активности витаминзависимого фермента носят в 
значительной степени генерализованный характер. 
Об этом также свидетельствуют и результаты 
экспериментов с окситиамииом [22 | . 

Результаты проводимых нами исследований ме-
таболического статуса тиамина и пиридоксаля 
при моделировании катаракт у кроликов и раз-
витии возрастной катаракты у человека свиде-
тельствуют о наличии коррелятивных связей меж-
ду метаболической обеспеченностью кофермент-
ными витамина и процессом возникновения и раз-
вития помутнений в хрусталике. Нами показана 
взаимосвязь между величиной кофермент-эффек-
тов в хрусталике и крови. В хрусталике обнару-
жена активность ферментных систем, синтезирую-
щих ТПФ, ПАЛФ, а также расщепляющих ука-
занные коферменты. По всей вероятности, в хру-
сталик тиамин и пиридоксаль поступают (так же, 
как и рибофлавин) в неэстерифицированной фор-
ме; в хрусталике осуществляется автономный син-
тез коферментных форм витаминов. 

Коферменты участвуют в регуляции уровня аио-
ферментных белков посредством воздействия на 
реакции их ограниченного протеолиза. Снижение 
уровня коферментов обычно приводит к снижению 
содержания витаминзависимых апоферментов в 
печени и других органах [23]. 

Результаты исследований, проведенных у жи-
вотных в условиях авитаминоза [241, а т а к ж е зна-
чительные величины коферментактивационных ко-
эффициентов свидетельствуют об относительной 
стабильности уровня апоферментных белков при 
гипокоферментозах и возможности реактивации 
их функций при повышении уровня кофермен-
тов [25 | . 

Полагают, что уровень коферментов в хруста-
лике является одним из существенных звеньев 
механизма устойчивости его компонентов при ста-
рении и действии различных катарактогенных фак-
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торов | 2 6 | . Метаболическая обеспеченность хру-
сталика коферментами тесно связана с витамин-
ным статусом организма, поступлением и всасы-
ванием витаминов и их последующей транспорти-
ровкой в органы и ткани. 

В патогенезе возрастной катаракты существен-
ное значение в ряде случаев может иметь на-
рушение метаболического статуса витаминов и ко-
фер ментов. Исследование критериев кофермент-
ной обеспеченности метаболических процессов 
позволит не только раскрывать существен-
ные звенья патогенеза катаракты, но и будет 
способствовать рациональному поиску дифферен-
цированных методов патогенетически ориентиро-
ванной терапии и профилактики прогрессирова-
ния возрастной катаракты. 
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Ключевым моментом в защите организма от 
инфекции является способность полиморфоядер-
ных лейкоцитов ( П М Я Л ) убивать микроорга-
низмы. Существенный вклад в этот процесс вно-
сит зависимая от кислорода пероксидазная систе-
ма: пероксидаза НЬСЬ галоид | 2 2 | . лока-
лизованная в пероксисомах лейкоцитов [7, 8 | . 
Один из путей повышения активности антимикроб-
ной пероксидазной системы увеличение син-
теза пероксидазы в созревающих нейтрофиль-
ных лейкоцитах ( Н Л ) , принципиальная возмож-
ность чего была показана нами ранее |2, 9 ] . 
Однако такой способ воздействия на пероксисомы 
требует времени, необходимого для достижения 
лейкоцитом функциональной зрелости. Д л я НЛ 
человека этот период составляет 14,5 дня | 1 2 | . 
Быстрое, в течение десятков секунд повышение 
активности бактерицидной пероксидазной систе-
мы, вероятно, можно получить за счет активации 
НАДФН-оксидазной системы и связанного с этим 
явлением усиленного образования суиерокеида 
( O f ) , продуктом дисмутации которого является 
Н2О2 необходимый компонент пероксидазной 
системы. 

В настоящее время модуляторы пероксидазной 
антимикробной системы лейкоцитов неизвестны. 
Мы полагаем, что одной из групп таких соеди-
нений, возможно, являются малые пептиды 
«наиболее универсальная, разнообразная и эволю-
ционно гибкая группа регуляторных соедине-
ний» | 1 | . Для некоторых пептидов показано свой-
ство усиливать фагоцитозную функцию макрофа-
гов |11, 24], активировать супероксидгенери-
рующую систему макрофагов [3]. Однако влияние 
пептидов на антимикробную функцию НЛ мало 
изучено. Имеются лишь противоречивые данные по 
влиянию тафцина на функцию и метаболизм лей-
коцитов 114, 21 | . 

Задачей нашей работы явилось изучение дей-
ствия in vitro некоторых синтетических пептидов 
на люминолзависимую хемилюминесценцию (ХЛ) 
цельной крови мышей при фагоцитозе. 

Преимущество применения в качестве объекта 
исследования цельной крови при изучении ХЛ 
лейкоцитов было показано ранее |18, 23] . 
В ряде работ [13, 15, 16] было доказано, что уве-
личенная люминолом ХЛ цельной крови опреде-
ляется активностью миелопероксидазной системы, 
вероятно, из-за окисления люминола гипохлорн-
том. Популяция активированных латексом нейтро-
филов вносит преобладающий вклад в ХЛ цельной 
крови 118, 23]. Поэтому метод люминолзависимой 
ХЛ позволяет адекватно оценить степень воздей-
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минолзависимую ХЛ цельной крови мышей 
По осям абсцисс — концентрация пептидов, К) " М; по осям ординат — 
изменение максимальных значений ХЛ (АХЛ), мв. Жирные линии индуци-
рованная ХЛ; тонкие линии - спонтанная ХЛ. Представлены средние зна-
чения 3 измерений ^стандартное отклонение. 

етвия различных модуляторов на активность имен-
но мислопероксидазной антимикробной систе-
мы НЛ. 

М е т о д и к а . Объектом исследования служила цельная 
кровь 40 белых (беспородные самцы) мышей массой тела 
18—20 г. Кровь получали после декапитации животных, 
собирали в общую гепаринизированную емкость и исполь-
зовали в опыте непосредственно после получения. Для из-
мерения ХЛ кровь разбавляли физиологическим раство-
ром (1:9). 

Измеряли изменения ХЛ как косвенного показателя уровня 
активности иероксидазо-оксидазной системы лейкоцитов в по-
кое и при фагоцитозе под влиянием следующих пептидов: 
даларгина (тир-О-ала-гли-фен-лей-арг), L-даларгина (тир-L-
ала-гли-фен-лей-арг), гликопептида Г М П Д (N-ацетилглюкоз-
аминил-Ы-ацетилмурамил-Ь-ала-Э-изоглутамин), N-формиль-
ного пептида (N-формил-мет-лей-фен-ОН). Концентрации пеп-
тидов в кювете уменьшались на порядок в интервале 
10 ~3- 10 13 м. 

Пептиды растворяли в физиологическом растворе в кон-
центрации 10 2 М в силиконизированной посуде с притертой 
пробкой и хранили при - 1 2 °С. Размораживали маточный 
раствор и путем последовательных разведений получали 
растворы нисходящих концентраций ex tempora. Разведения и 
последующие измерения проводили в иолистиреновых кю-
ветах, что исключало возможность прилипания пептида к 
стенкам сосудов. 

Максимальные значения ХЛ цельной крови определяли при 
спокойном состоянии лейкоцитов и после индукции фагоцито-
за добавлением полистирснового латекса диаметром 0,82 мкм 
(44104 на кювету). Измерения проводили на люминометре 
1251 («LKB-Wallac»,. Швеция). Для усиления ХЛ использова-
ли люминол (5-амино-2,3-дигидро-1,4-фталазидион; «Serva», 
Германия), предварительно разведенный в физиологическом 
растворе с добавкой триэтаноламина (8 м к м о л ь / м л ) , хра-
нившийся при температуре —12°С . Конечная концентрация 
люм инола в кювете 10 М. 

Регистрировали интегрированный сигнал ХЛ за 10 с в обеих 
сериях опытов (спонтанная ХЛ и индуцированная фаго-
цитозом ХЛ) при добавлении в кюветы растворов пептида в 
концентрации от 10 2 М до 10 12 М. Измерения проводили в 
трипликатах образцов. Результаты измерений ХЛ анализиро-
вали по максимальным значениям интегрированного сигнала в 
сериях эксперимента при каждой концентрации пептидов 
(ХЛЭКС| |) и в контрольных образцах, куда добавляли эквива-
лентное количество физиологического раствора без пептида 

(ХЛ^онтрЬ Затем вычисляли изменения ХЛ: ДХЛ = ХЛЭКСП 
—ХЛК О | | Т р при всех изученных концентрациях пептидов в покое 
и при фагоцитозе. 

В качестве ингибитора активности пероксидазы использо-
вали NaNn в концентрации 0,1 М. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Предста в-
ленные на рисунке изменения максимальных зна-
чений ХЛ (АХЛ) в нефагоцитирующих и фагоци-
тирующих клетках демонстрируют стимулирующее 
влияние даларгина в концентрациях от 10 3 до 
10 !) М на ХЛ фагоцитирующих клеток. Наиболее 
эффективно действие пептида на интенсивность 
ХЛ фагоцитирующих клеток in vitro проявляется 
при концентрации 10 4 М. Отсутствие выраженно-
го увеличения уровня люминолзависимой ХЛ 
цельной крови при внесении L-даларгина, вероят-
но, объясняется легкостью деградации связи 
-THP-L-АЛА-, что приводит к моментальному раз-
рушению препарата, который в результате этого не 
успевает проявить свою активность в цельной 
крови. ГМДП увеличивает уровень люминолза-
висимой ХЛ в меньшей степени, чем даларгин, 
однако и в этих опытах наблюдали два пика актив-
ности: при концентрациях 10 4 и 10 9 М. Защит-
ное действие ГМДП против вирусных и бактери-
альных инфекций |4, 6] , а также противоопухо-
левое действие ГМДП и его аналогов [10) отча-
сти можно объяснить стимуляцией перокеидазной 
системы нейтрофильных лейкоцитов. Ранее [5] мы 
показали стимулирующее влияние на люминолза-
висимую ХЛ цельной крови мышей другого син-
тетического пептида — (D-ала) 4-дерморфина. По-
добно даларгину и ГМДП ( D-ал а ) 4-дерморфин 
увеличивает ХЛ только фагоцитирующих лейко-
цитов, т. е. эти пептиды, видимо, не являются 
растворимыми стимуляторами сопровождающих 
фагоцитоз реакций, как N-формильный пептид. 
В наших экспериментах N-формильный пептид 
увеличивал уровень люминолзависимой ХЛ не-
фагоцитирующих лейкоцитов. Однако его действие 
на фагоцитирующие клетки было более выражен-
ным при тех же концентрациях (10 7 10 8 М). 

Увеличенная люминолом ХЛ цельной крови в на-
шем опыте полностью подавлялась 0,1 М NaN.<, 
что свидетельствует о зависимости процесса от 
активности миелопероксидазы. Это представление 
согласуется с результатами и выводами авто-
ров |15, 18, 201 , изучавших ХЛ крови, преинку-
бированной с NaN.i в системе с люминолом. Они 
наблюдали снижение уровня ХЛ на 75 % [20] , 
на 93 % [18] и даже полное ее отсутствие [15| . 
По-видимому, вклад нечувствительной к азиду 
супероксидгенерирующей системы в общий уро-
вень увеличенной люминолом ХЛ незначителен 
вследствие низкой концентрации фагоцитирующих 
клеток и большой чувствительности системы с 
люминолом к гипохлориту [15| . Отсутствие ХЛ в 
цельной крови у людей с наследственным дефи-
цитом миелопероксидазы в системе с люмино-
лом [15] также подтверждает зависимость этого 
теста от активности пероксидазгюй системы. 

Механизм стимулирующего действия пептидов 
на ХЛ еще не изучен. Маловероятно усиле-
ние активности перокеидазной системы за счет из-
менения пептидом конформации миелопероксида-
зы. Можно предположить стимуляцию пептида-
ми через специфические рецепторы на мембране 
клетки НАДФН-оксидазной системы и вслед-
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стрие этого усиленное образование О2, Н2О2 и в 
конце концов в результате активности миелоперок-
с ид аз ной системы гипохлорита —- окислителя лю-
минола. Д л я такого естественного пептида, как 
тафцин, на мембране П М Я Л и моноцитов, по 
некоторым данным |17, 18], существуют специфи-
ческие рецепторы. 

Таким образом, с помощью некоторых син-
тетических пептидов возможна активация интегри-
рованной системы пероксидаза — HL>02 галоид 
в нейтрофилах цельной крови in vitro. 

Авторы благодарят Т. М. Андронову (Институт 
биоорганической химии им. М. М. Шемякина 
РАН) за любезно предоставленный для исследо-
вания гликопептид. 
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Synthetically produced peptides increased the luminol-
dependent chemoluminescence of mice whole blood dur ing 
phagocytosis. Using some peptides it is possible to cause an 
increase in the antimicrobial peroxidase system activity of 
neutrophils very rapidly (within seconds) . 
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СОСТОЯ НИ E MOHOOКСИГЕ HA3НОЙ ФЕP 
МЕНТНОЙ СИСТЕМЫ ОРГАНОВ КРЫС И 
КРОЛИКОВ ПРИ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ И 
ВВЕДЕНИИ ИНСУЛИНА 

Ц Н И Л Ташкентского медицинского института 

Микросомальная ферментная система оксигеназ 
смешанной функции (МОС) , основным компонен-
том которой является цитохром Р450, локализована 
практически во всех паренхиматозных и желе-
зистых органах и осуществляет в организме ши-
рокий круг биохимических превращений, направ-
ленных на поддержание его гомеостатических кон-
стант. В настоящее время установлено, что фер-
менты МОС могут существенно изменять свою ак-
тивность под действием разнообразных факторов 
среды, в том числе гормонов и лекарственных пре-
паратов, а также при патологических состояниях 
организма [2]. В ряде работ обнаружено, что 
при диабете, сопровождающемся гормональным 
дисбалансом, наблюдаются изменения активности 
микросомальных ферментов печени [4, 12]. В то 
же время работ, посвященных изучению внепе-
ченочных перестроек активности микросомальных 
ферментов при диабете, а т акже механизмов, ле-
жащих в основе этих перестроек, практически 
нет, что и послужило основанием для проведения 
настоящего исследования. 

М е т о д и к а . Эксперименты проведены на 204 белых кры-
сах самцах смешанной популяции и 28 кроликах-самцах _п°-
роды шиншилла, содержавшихся в виварии на обычном лабо-
раторном рационе. Диабет воспроизводили путем внутривен-
ного однократного введения аллоксана в дозе 150 мг/кг массы. 
У всех подопытных животных определяли уровень сахара 
в крови через 1 день ортотолуидиновым методом. Гипогли-
кемию создавали путем внутримышечного введения животным 
инсулина в течение 6 дней в дозах 10 Е Д / к г для крыс и 5 Е Д / к г 
для кроликов. Дозу инсулина подбирали таким образом, чтобы 
в течение суток уровень сахара в крови составлял 50 % от 
исходного. С целью уточнения роли недостаточности инсули-
на в механизме наблюдаемых при диабете изменений в актив-
ности монооксигеназных ферментов в отдельной серии опы-
тов крысам через 15 сут после воспроизведения аллоксано-
вого диабета также в течение 6 дней вводили инсулин в дозе 
10 ЕД/кг . Через 14 и 21 день после воспроизведения диабета 
и через 6 дней после начала введения инсулина животных 
декапитировали под легким эфирным наркозом в холодной 
комнате. Быстро извлекали печень, почки, участок тощей кишки 
и легкие, отмывали их от крови холодной средой, состоящей 
из 0,15 М KCI в трис-буфере рН 7,8, измельчали ножницами 
и гомогенизировали в гомогенизаторе тина Поттера. Микросо-
мальную фракцию органов выделяли методом дифференци-
ального центрифугирования на центрифугах «Beckman LP-50» 
и VAC-601 при 105 000 В микросомах определяли содержа 
ние цитохромов Р 4 5 0 и Ьг, [10], микросомального белка [8], 
активность N-деметилазы амидопирина [9], гидроксилаз ани-
лина [1], р-нитрофенола [5], НАДФН-цитохром-с-редуктазы 
[9]. Результаты экспериментов обрабатывали методом вариа-
ционной статистики на микро-ЭВМ «ГТравец-16». 
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Т а б л и ц а 1 Таблица 3 
Активность микросомальных ферментов в органах крыс при сахарном диабете и введении инсулина 

Цитохром, нмоль/мг Активность, н м о л ь / м н н / м г белка 

Группа Орган 
P4S0 Ьь N-деметилазы 

амидопирина 
анилингид-
роксилазы 

р-нитрофенол-
гидроксилазы 

НАДФН-цито-
хром-с-редук-

тазы 

Печень 0 ,86±0 ,06 0 ,38±0 ,03 8 ,74±0,47 0 ,50±0,018 0 ,33±0,012 9 9 , 7 ± 3 , 8 
Почки 0,14 ± 0 , 0 0 7 0 ,06±0 ,005 2,584-0,24 0,01, 1 0,007 0,034-0,002 38,0 ± 5 , 2 

КонтролЬ Кишеч ник 0,075-+- 0,006 0 ,06+0,006 1,47±0,12 0,04 1 0,004 0,04 ± 0 , 0 0 7 33,4 t 3,4 
Легкие 0 ,06±0 ,003 0 ,03±0 ,003 1,28±0,2 0,074-0,006 0,07 ± 0 , 0 0 9 33,1 ± 2 , 3 

Печень 0,71 ± 0 , 0 6 * 0,24 ±0 ,02* 7 ,0±0,5* 0,61 ±0 ,24* 0,484-0,02* 9 5 , 3 ± 5 , 2 
Почки 0 ,16±0,01 0,085-4-0,008* 1,53±0,15* 0,04 ±0 ,004* 0 ,02±0,002* 53,7 ± 5 , 2 ' 

Диабет Кишечник 0,07-ь0,007 0,08 ± 0 , 0 0 7 0,524-0,04* 0,017±0,001 * 0,015 ±0 ,001 * 4 Г>, 4 1 Г>, 7-
Легкие 0 ,05±0,005 0,02 ± 0 , 0 0 2 3 ,52±0,42* 0 ,14±0,01 * 0,124:0,003* 3 4 , 2 ± 3 , 8 

Печень 0 ,38±0,03* 0,264-0,02* 7,1 ± 0 , 4 * 0 ,29±0,02* 0 ,23±0,023* 8 8 , 7 ± 5 , 7 
Ы 11 /•> \/ II Г J IJ Почки 0 ,13±0,01 0,064-0,005 2 ,7±0 ,25 0,034-0,003* 0 ,06±0,004* 22,1 ± 3 , 2 ' 
R L M L Y J L H N Кишечник 0,074-0,007 0,064-0,006 1,45±0,11 0 , 0 3 ± 0,003 0 ,06±0,005* 32,1 ± 3 , 7 

Легкие 0,04 ± 0,004* 0 ,02±0,004 1,32 ± 0 , 2 0,07-1-0,006 0 ,12±0,016* 3 9 , 8 ± 3 , 7 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 и 3 звездочка статистически значимые различия с контролем при р < 0 , 0 5 . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как показа-
ли проведенные исследования, при диабете у крыс 
и кроликов наблюдаются практически однознач-
ные сдвиги в активности монооксигеназных фер-
ментов в печени, но не во внепеченочных органах. 
Так, у крыс в печени происходит незначительное 
снижение содержания цитохромов Р 4 5 0 , bs и актив-
ности N-деметилазы амидопирина на фоне повы-
шения активности гидроксилаз, тогда как в легких 
наблюдается увеличение активности N-деметила-
зы амидопирина, гидроксилазы анилина и пара-
нитрофенола. В почках увеличивается содержа-
ние цитохрома bs и активность НАДФН-цитохром-
с-редуктаза на фоне снижения активности осталь-
ных исследованных ферментов, а в кишечнике сни-
жается активность всех ферментов, кроме 
ЫАДФН-цитохром-с-редуктазы, которая, напро-
тив, возрастает (табл. 1). У кроликов с алло 
ксановым диабетом в печени наблюдается рост 
содержания цитохрома Р 4 5 0 , активности обоих гид-
роксилаз на фоне снижения активности N-демети-
лазы амидопирина. Аналогичная картина наблю-
дается в кишечнике, за исключением активности 
р-нитрофенолгидроксилазы и редуктазы, которые 
практически не изменялись (табл. 2). В почках 
снижается активность N-деметилазы амидопирина 
и редуктазы, но возрастает активность гидрокси-
лаз, а в легких существенно снижается лишь 

активность N-деметилазы амидопирина и 
НАДФН- цитохром-с-редуктазы. 

Следовательно, за исключением разнонаправ-
ленных изменений в содержании цитохрома Р 4 5 0 

в печени крыс и кроликов, при диабете обнару-
живаются однонаправленные сдвиги активности 
монооксигеназных ферментов, тогда как во вне-
печеночных органах эти взаимоотношения не столь 
однозначны. Можно думать, что определенную 
роль в этом феномене играет токсическое дей-
ствие аллоксана в сравнительно ранние сроки 
исследования. Для проверки данного предположе-
ния мы провели исследования на крысах через 21 
день после введения им аллоксана, т. е. в сроки, 
когда его токсическое влияние на ферменты моно-
оксигеназ полностью исключается. В этом случае 
мы отметили практически такие же изменения в 
содержании цитохромов и активности маркерных 
ферментов в печени и внепеченочных органах, 
как и те, что описаны при 14-дневном сроке 
наблюдения (табл. 3). Представляло интерес вы-
яснить, в какой степени обнаруженные сдвиги 
обусловлены дефицитом инсулина и каковы сдвиги 
в активности ферментов МОС при избытке этого 
гормона. С этой целью мы вводили инсулин крысам 
с экспериментальным диабетом в течение 6 дней до 
забоя и обнаружили, что в этом случае, так же 
как и при диабете, происходит снижение в печени 

Т а б л и ц а 2 

Активность микросомальных ферментов в органах кроликов при сахарном диабете и введении инсулина 

Цитохром. нмоль/мг Активность, нмоль /мии /мг белка 

Группа Орган 
Р ш ь6 

N-деметилазы 
ам идопирипа 

анилингид-
роксилазы 

р-нитрофенол -
гидроксилазы 

НАДФН-цитохром-
с-редуктазы 

Контроль 

Диабет 

Инсулин 

Печен ь 0,634-0,05 0,35 ± 0 , 0 4 9,1 ± 0 , 4 0 , 6 ± 0 , 0 5 0 ,39±0 ,04 5 2 , 7 ± 1,0 
Почки 0,184-0,02 0 ,26±0 ,02 2,1 4-0,2 0,08 ± 0 , 0 0 7 0,04 ± 0 , 0 0 5 2 1 , 8 ± 2 , 7 
Кишечник 0,104-0,01 0,11 ± 0 , 0 0 5 1,6±0,1 0,07 ± 0 , 0 0 6 0,03 ± 0 , 0 0 4 20,64-2,8 
Легкие 0,08 ± 0 , 0 0 6 0,03 ± 0 , 0 0 5 2 ,5±0,21 0 ,29±0,01 0 ,13±0,01 2 4 , 5 ± 2 , 9 

Печень 0 ,92±0 ,1 * 0 ,47±0,04* 7,1 ± 0 , 6 * 0 ,78±0,07* 0,564-0,05* 66,24-6,1 
Почки 0 ,19±0 ,02 0 ,22±0 ,02 0 ,9±0 ,1 * 0 ,15±0,01 * 0,12 ± 0 , 0 1 * 8,94-0,9* 
Кишечник 0 ,144 0,01 0 , 1 5 ± 0,008* 0,44-0,06* 0,18 ±0 ,02* 0,02 ±0 ,002* 15 ,2± 1,1 
Легкие 0,07 ± 0 , 0 0 7 0,03 ± 0 , 0 0 5 0,7 ±0 ,07* 0,244=0,02 0 ,12±0,01 9 , 5 ± 1,0* 

Печень 0 ,47±0,05* 0,31 ± 0 , 0 4 6 ,7±0 ,7* 0 ,28±0,01 * 0 ,2±0 ,02* 4 8 , 7 ± 5 , 3 
Почки 0,22 ± 0 , 0 2 5 0 ,24±0 ,03 1 ,7±0,2 0,05 ±0 ,008* 0,02 ±0 ,002* 20 ,3±2 ,4 
Кишечник 0,11 ±0 ,01 0 ,12±0,007 1,47 ± 0 , 1 0 ,07±0,007 0,02 ± 0 , 0 0 5 2 2 , 8 ± 2 , 5 
Легкие 0,054-0,007* 0,024-0,006 1,76±0,2* 0 ,08±0,007* 0,084-0,005* 18,2±3,2 



Т а б л и ц а 3 
Активность микросомальных ферментов в органах крыс при сахарном диабете, компенсированном введением инсулина 

11итохром. нмоль/мг Активность, , нмоль/мин/мг белка 

Группа Орган 
Р 4 5 0 bfi 

N-ле мс-
тил азы 

амидопирина 
анилингид-
роксилазы 

р-нитрофенол-
гидроксилазы 

НАДФН-
цитохром-с-
редуктазы 

Контроль Печень 0,61 ± 0 , 0 5 0,37 ± 0 , 0 3 9,7 ± 0 , 5 0,64 ± 0 , 0 4 0,37 ± 0 , 0 3 6 1 , 3 ± 3 , 1 
Почки 0,17-4-0,02 0 , 0 5 ± 0 , 0 2 2 , 2 ± 0 , 2 0 , 0 8 ± 0,009 0,04 ± 0 , 0 0 6 20.0 1 1,0 
Кишечник 0,11 ± 0 , 0 1 0,1 1 ± 0 , 0 0 7 1 ,7±0,1 0,07 ± 0 , 0 0 6 0 , 0 3 ± 0 , 0 0 3 19 ,8±2 ,4 
Легкие 0,07 ± 0 , 0 0 9 0,03 ± 0 , 0 0 5 1,4 ± 0 , 2 5 0,07 ± 0 , 0 2 0 ,12±0 ,01 25,1 ± 2 , 7 

Диабет 21 день 1 Течень 0 ,44±0 ,05* 0,2 7 ± 0 , 0 2 6 , 6 ± 0 , 6 * 0,91 ± 0 , 0 9 * 0 ,59±0 ,03* 6 9 , 5 ± 4 , 6 
Почки 0 , 1 6 ± 0 , 0 2 0 ,07±0 ,01 1,31 ± 0 , 1 * 0,04 ±0 ,002* 0 ,015±0 ,001 * 37, Г) 1 \>;i-
Кишечник 0,09-4-0,01 0,1 ± 0 , 0 0 7 0,51 ± 0 , 0 5 * 0.02 1 0,001 ; 0,01 ±0 ,0001* 3 3 , 6 ± 2 , 1 
Легкие 0 , 0 6 ± 0 , 0 0 3 0,03 ± 0 , 0 0 2 3,7 ± 0 , 5 4 * 0,14 ± 0 , 0 3 * 0,18 ± 0 , 0 1 * 29,4 ± 0 , 9 

Диабет -f- инсулин Печень 0 ,43±0 ,05* 0 , 2 5 ± 0 , 0 3 6 , 7 ± 0 , 7 * 0 , 6 2 ± 0 , 0 4 0,38 ± 0 , 0 4 6 8 , 9 ± 4 , 7 Диабет -f- инсулин 
Почки 0 , 1 5 ± 0 , 0 4 0,07-4-0,006 2,3 ± 0 , 3 0,02 ± 0 , 0 0 1 * 0,04 ± 0 , 0 0 7 2 3 , 5 ± 2 , 1 
Кишечник 0,11-4-0,02 0,11 ± 0 , 0 0 5 1 , 2 3 ± 0 , 2 5 0 , 0 6 ± 0,005 0,03 ± 0 , 0 0 1 21,1 ± 1 , 6 
Легкие 0 ,07±0 ,01 0,03-4-0,001 1,4 ± 0 , 3 0 ,08±0 ,001 0,184 0,001* 2 8 , 6 ± 2 , 1 

содержания цитохрома Р4г>о. Однако повышения 
активности анилин- и паранитрофенолгидроксилаз 
при введении инсулина не наблюдалось. Это же 
относится и к изменениям активности N-деметила-
зы амидопирина во внепеченочных органах, а 
также гидроксилазы анилина в кишечнике и лег-
ких и гидроксилазы р-нитрофенола в почках и 
кишечнике (см. табл. 3). Введение крысам и кро-
ликам инсулина сопровождалось практически од-
нозначными изменениями в активности N-демети-
лазы амидопирина и содержании цитохрома 
Р450 во всех исследованных органах крыс и кроли-
ков, тогда как в отношении активности гидрокси-
лаз между животными имелись определенные раз-
личия. В целом направленность реакции фермен-
тов МОС на инсулин у крыс и кроликов в основном 
совпадала (см. табл. 1 и 2). 

Исследованные нами ферменты МОС отражают 
активность различных форм цитохрома Р 4 5 0 и 
являются общепринятыми маркерами моноокси-
геназной системы [2]. Поскольку исследованные 
нами модели диаметрально противоположны по 
уровню сахара в крови, вполне вероятно, что 
динамика изменений активности ферментов МОС 
может быть обусловлена характером углеводного 
обмена. Анализ результатов исследования сви-
детельствует о том, что у крыс при гипо- и гипер-
инсулинемии однонаправленно изменяются со-
держание цитохромов Р 4 5 0 , Ь.5 во всех исследо-
ванных органах, а также активность N-деметилазы 
амидопирина в печени, почках и кишечнике, но 
не в легких. Активность гидроксилаз анилина 
и р-нитрофенола, а также редуктазы изменя-
лась разнонаправленно, что свидетельствует о ее 
зависимости от уровня сахара в крови и обеспе-
ченности организма инсулином. У кроликов обна-
ружена аналогичная закономерность в регуляции 
активности гидроксилаз, что свидетельствует об 
универсальности данного феномена. Поскольку ак-
тивность гидроксилаз анализа и р-нитрофенола в 
основном обеспечивается каталитической актив-
ностью цитохрома Р 4 5 0 j У крыс и LM3a у кроликов 
[3, 6], индуцируемых алкоголем, ацетоном, голо-

данием и рядом других эндогенных и экзогенных 
факторов, можно допустить, что именно эти формы 
цитохрома Р 4 5 0 ответственны за обнаруженные 
нами изменения активности ферментов МОС при 
диабете и гиперинсулинемии. Это подтверждается 
и тем, что введение животным с диабетом инсу-

лина препятствовало изменениям активности 
гидроксилаз как в печени, так и во внепеченочных 
органах крыс. Полученные нами результаты от-
носительно изменения активности монооксигеназ-
ных ферментов в печени крыс при диабете, 
свидетельствующие о стимуляции цитохрома Р 4 5 0 / , 

согласуются с данными литературы [7]. Что каса-
ется неоднозначных изменений в активности фер-
ментов МОС в печени и внепеченочных тканях 
крыс и кроликов, то это обусловлено качествен-
ными и количественными различиями в содержа-
нии в этих органах изоформ цитохрома Р 4 5 0 , а 
также характером их регуляции. Это же относится 
и к различиям, выявленным у крыс и кроликов 
при исследованных патологических состояниях. 
Поскольку в литературе существует лишь ограни-
ченная информация относительно содержания 
форм цитохрома P4<so во внепеченочных тканях, 
можно допустить, что механизмы, регулирующие 
активность его эганолиндуцируемой формы в поч-
ках и легких, отличны от таковых в печени крыс. 
У кроликов, вероятно, механизмы регуляции этой 
формы цитохрома P^so как в печени, так и во вне-
печеночных тканях во многом сходные. Снижение 
активности р-нитрофенолгидроксилазы в легких 
кроликов при введении им инсулина может быть 
связано как с отсутствием в них цитохрома 
LM3a, на что указывают некоторые авторы [11], 
так и с другими моментами, нуждающимися в 
дальнейшем изучении. Однонаправленные сдвиги 
в активности N-деметилазы амидопирина, обна-
руженные при диабете и введении инсулина, объ-
ясняются тем, что активность этого фермента 
обеспечивается широким спектром изоформ цито-
хрома Р45о, активность которых не связана с 
изменениями углеводного обмена. Это же относит-
ся и к активности НАДФН-цитохром-с-редуктазы, 
которая обусловлена состоянием биомембран, су-
щественно изменяющимся при диабете. 

Таким образом, при диабете и введении инсули-
на у крыс и кроликов наблюдаются неоднознач-
ные сдвиги в активности монооксигеназных фер-
ментов печени и внепеченочных органов, отражаю-
щие специфичность изоферментного состава этих 
тканей. Обнаруженные различия в регуляции ак-
тивности р-нитрофенолгидроксилазы в зависимо-
сти от обеспеченности организма инсулином и со-
держания сахара в крови свидетельствуют о не-
сомненной роли нарушений углеводного обмена в 
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изменениях активности цитохромов Р450 / и LM3a в 
печени и внепеченочных органах, что представляет 
несомненный интерес в связи с широким спектром 
метаболизируемых данными гемопротеинами кан-
церогенных и мутагенных ксенобиотиков. 
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THE MONOOXYGENASE ENZYME SYSTEM IN T I S S U E S 
OF RATS AND RABBITS WITH DIABETES MELLITUS 
AND AFTER ITS TREATMENT WITH INSULIN 

M. E. Krakovsky, A. Kh. Ashirmetov 

Central Research Laboratory, Medical Institute, Tashkent 

Content of cytochromes IV,n and br>, activities of amidopyrine-
N-demethylase, alanine- and p-nitrophenol hydroxylases, 
NADPH-cytochrome с reductase were studied in the liver, 
kidney, small intestine and lung t issues of rats and rabbits 
in insulin-dependent hypoglycemia and alloxan diabetes. The 
diabetes and hypoglycemia caused dissimilar a l tera t ions in 
activity of alanine- and p-nitrophenol hydroxylases, thus 
indicating their dependence on blood sugar levels. The 
activity of monooxygenase enzymes studied was altered simi-
larly in rabbit liver and other tissues, while the enzymatic 
activity was distinctly differentiated in rat tissues. Specific 
properties of cytochromes P 4 5 0 isozyme spectra appear lo be 
responsible for these a l tera t ions detected. 
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A KT И В H О СТЬ А Н Т И О КС И ДА Н Т Н Ы X ФЕ Р-
МЕНТОВ И ХЕМИ Л Ю М И Н Е С Ц Е Н Ц И Я Л И М -
ФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ 
И Н Ф И Ц И Р О В А Н И И ГЛАЗА ВИРУСОМ ПРО-
СТОГО ГЕРПЕСА 

Пермский медицинский институт, Московский медицинский 
стоматологический институт 

Активация перекисного окисления липидов 
( П О Л ) , которая Является одним из звеньев 
патогенеза кератита, вызванного вирусом про-
стого герпеса (ВПГ) , в известной мере определя-
ется снижением активности антиоксидантных фер-
ментов роговицы [4, 5] . Известно также, что 

Рис.1 Рис.2 Рис. J 

Рис. 1. ХЛ лимфоцитов (в импульсах за 10 с на И)7 кле-
ток) периферической крови кроликов до (светлый стол-
бик) и через 2,5—7 и 14 дней (заштрихованные столбики) 
после инфицирования глаза вирусом простого герпеса I типа. 

Рис. 2. Активность Г ПО в лимфоцитах периферической 
крови больных герпетическим кератитом. 
а в лимфоцитах, мкмоль/мин на 10° клеток; б в сыворотке крови, 
н м о л ь / м и н / м л . / - з д о р о в ы е люди; 2 больные герпетическим кератитом 
(здесь и на рис. 3 ) . 

Рис. 3. Активность С О Д в лимфоцитах периферической крови 
больных герпетическим кератитом. 
и в лимфоцитах, ед. на 10е клеток; б в сыворотке крови, ед /мл . 
Остальные обозначения тс же, что на рис. 2. 

ВПГ при вирусемии транспортируется лимфоци-
тами и способен в них реплицироваться [12, 13]. 

С целью выяснения особенностей П О Л лимфо-
цитов при ВПГ-инфекции в данной работе была 
изучена активность антиоксидантных ферментов 
глутатионпероксидазы (ГГ10) и суперокеиддисму-
тазы ( С О Д ) , а т акже интенсивность хемилюми-
несценции (ХЛ) лимфоцитов периферической 
крови. 

М е т о д и к а. Кровь получали из локтевой вены у 33 боль-
пых в возрасте 17 58 лет с острой формой герпетического 
кератита и у 58 здоровых доноров 18 40 лет. Больных об-
следовали до лечения при поступлении в глазное отделение 
Пермской областной больницы. 

Лимфоциты выделяли из 4 мл крови и разделяли в гра-
диенте плотности фи кол л а - верографина [9]. Методики спек-
трофотометрического анализа активности Г110 и СОД, инфи-
цировали глаза кролика ВПГ описаны ранее [5 | . 

Интенсивность ХЛ лимфоцитов определяли у 5 здоровых и 
15 инфицированных ВПГ I типа кроликов. У животных брали 
по 10 мл крови из краевой вены уха через 2, 5 7 и 
14 дней после заражения ВПГ. Выделив лимфоциты из крови 
по методу | 9 | , подсчитывали их в камере Горяева, доводя кон-
центрацию лимфоцитов до 7 - Ю 5 в 1 мл. В сцинтилляционные 
флаконы к 7 мл раствора Хенкса добавляли по 1 мл лимфо-
цитов и выдерживали 30 мин при 37 °С. Затем добавляли 
1 мл 1 % раствора Н..О2 и 1 мл 25 мМ раствора FeSO/j. Сразу 
же регистрировали импульсы за 10 с на сцинтилляционном 
счетчике СБС-2 при одном фотоэлектрическом умножителе, 
как в предыдущей работе [5 | . 

Цифровой материал обработан статистически с помощью 
критерия / Стыодеита. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Через 2 дня 
после инфицирования ВПГ у кроликов были видны 
точечные нарушения эпителия роговицы, перикор-
неальная инъекция сосудов. Через 5—7 дней, в 
разгар заболевания, отмечали выраженное помут-
нение роговицы, частичное эрозирование ее эпи-
телия ' врастание в нее сосудов. Через 14 дней 
патологические проявления в глазу несколько 
сглаживались. 

Соответственно развитию патологического про-
цесса в глазу изменилась интенсивность ХЛ лим-
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фоцитов периферической крови. Через 2 дня после 
заражения она возрастала вдвое, через 5—7 дней 
увеличивалась на порядок, через 14 дней снижа-
лась, но еще вдвое превышала контрольные вели-
чины (рис. 1). Различия на всех сроках исследова-
ния были достоверными при сопоставлении с кон-
тролем ( р < 0 , 0 0 1 0,01). 

Полученные результаты свидетельствуют о зна-
чительной активации ПОЛ в лимфоцитах. Повы-
шение интенсивности ХЛ лимфолейкоцитарной 
взвеси обнаружено и при ожоговой травме глаза 
[8]. Добавление к нейтрофилам вируса Сендай 
или гриппа также усиливает ХЛ [14]. 

Активность ГПО лимфоцитов была резко сниже-
на при разных клинических подвидах герпетиче-
ского кератита (рис. 2). У 8 пациентов с герпети-
ческой язвой роговицы активность ГПО снизилась 
почти в 13 раз, у 14 больных метагерпетическим 
кератитом — в 10 раз, у 1 1 больных дисковидным 
кератитом — в б раз по сравнению с соответствую-
щими показателями у здоровых лиц. 

Активность СОД в лимфоцитах больных офталь-
могерпесом повысилась ( /?<0 ,001) в 2—2,5 раза 
(рис. 3), но существенных различий между разны-
ми клиническими формами герпетического кера-
тита не было. В сыворотке крови больных герпе-
тическим кератитом и у здоровых лиц показатели 
активности ГПО и СОД не различались (см. 
рис. 2 и 3). В этой связи следует напомнить, 
что ВПГ, реплицируя в лимфоцитах [12, 13], пере-
страивает ферментные системы клеток [3] и дей-
ствует на биомембраны с переокислением их ли-
пидного компонента [4]. Это подтверждается ре-
зультатами изучения ХЛ лимфоцитов как в прове-
денной ранее [5], так и в настоящей работе. 

Вероятно, резкое повышение концентрации су-
пероксидных радикалов вызывает индукцию СОД. 
По-видимому, поэтому при обострении герпетиче-
ского кератита возрастает активность СОД в лим-
фоцитах. При ряде патологических процессов, 
характеризующихся активацией ПОЛ (инфаркт 
миокарда, термический ожог, гипероксия, отрав-
ления, вирусный гепатит), активность СОД возра-
стала в эритроцитах |1, 2, 6, 10, 15]. Повышение 
активности СОД при острых патологических про-
цессах можно рассматривать как адаптивную ре-
акцию, направленную на защиту клеточных струк-
тур и нормализацию ПОЛ [2]. СОД участвует 
при этом в поддержании стабильности мембраны и 
формы эритроцита [11]. 

Таким образом, при офтальмогерпесе в лимфо-
цитах периферической крови активируется ПОЛ, 
изменяется активность антиоксидантных фермен-
тов. Активация ПОЛ в лимфоцитах может в из-
вестной мере обусловливаться снижением актив-

ности ГПО, что представляется важным, так как 
характер метаболизма лимфоцитов определяет 
иммунологическую реактивность организма [7]. 

Высокую чувствительность ХЛ и активности 
антиоксидантных ферментов лимфоцитов к ВПГ-
инфекции можно использовать в эксперименталь-
ных исследованиях и клинических наблюдениях 
в целях характеристики данной инфекции, тем бо-
лее что интенсивность ХЛ коррелирует с выра-
женностью патологического процесса. 
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ACTIVITY O F ANTIOXIDATIVE ENZYMES AND CHEMO-
LUMINESCENCE IN P E R I P H E R A L LYMPHOCYTES AFTER 
CONTAMINATION OF EYE WITH H E R P E S SIMPLEX VIRUS. 
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Activation of lipid peroxidation in ophthalmoherpes may be 
estimated by ari increase in the rate of chemoluminescence in 
peripheral lymphocytes within 2, 5-7 and 14 days af ter injection 
of herpes simplex virus into the rabbit retina. In the peripheral 
lymphocytes of patients with natura l ly developed herpetic 
keratitis the activity of glutathione peroxidase was decreased, 
while that of superoxide dismutase was increased 2-2.5-fold in 
the ophthalmoherpes as compared with the normal state. 
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