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АКТИВАТОРЫ ПЛАЗМИНОГЕНА И ИХ ФУНК-
Ц И И 

Львовское отделение Института биохимии им. А. В. Паллади-
на АН Украины 

Среди многочисленных регуляторных фермент-
ных систем в организме человека важное место 
занимают активаторы плазминогена (АП) про-
теиназы системы фибрииолиза. Молекула плаз-
миногена массой около 90 кДа представляет 
собой мономер, который состоит из 791 ами-
нокислотного остатка и содержит около 2 % уг-
леводов. 

Считается, что основным источником плазми-
ногена в организме являются клетки печени, од-
нако синтез этого профермента выявлен т а к ж е 
в других типах клеток, в том числе и клет-
ках эмбрионов на начальных этапах их раз-
вития. 

Активация плазминогена происходит при уча-
стии АП путем разрыва в пол и пептиде связи 
Arg560—Va 1561 (рис. 1). Образованный таким 
образом плазмии состоит из двух пол ипептидов 
с мол. м. 25 и 65 кДа , связанных двумя 
д и с ул ьф и д н ы м и м ост и к а м и. 

Плазминоген может существовать в Glu- и 
Lys-форме, причем первая отличается от вто-
рой добавочным, так называемым активаториым 
пептидом на N-конце цепи с мол. м. 8 кДа , 
который отщепляется при действии плазмииа. 
Такое преобразование Glu-плазминогена спо-
собствует дальнейшей более быстрой его акти-
вации А П. 

Рис. 1. Активация плазминогена. 
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Образование плазмина контролируется систе-
мой ингибиторов, в первую очередь а 2 -антиплаз-
мином. После образования фибринового сгустка 
плазминоген связывается с ним и активируется 
АП. Последний т а к ж е ассоциируется с фибрином 
и з а щ и щ а е т с я от ингибиторов фибр и новой сет-
кой. Образование Lys-плазминогена облегчает 
превращение его в Lys-плазмин, который имеет 
большее сродство к фибрину, нежели Glu-плаз-
мин. Lys-плазмин слабее инактивируется а 2 -аити-
плазмином. После расщепления фибрина плаз-
мин быстро инактивируется ингибиторами. Неко-
торые жирные кислоты в низких концентрациях 
оказывают стимулирующее действие и на процес-
сы активации плазминогена, тогда как в более 
высоких концентрациях они иигибируют этот 
процесс |6, 75). 

На мембранах плазминоген связывается со 
специфическими рецепторами. Показано, что срод-
ство плазминогена, очищенного из плазмы крови 
быка, овцы, свиньи и крысы, к рецепторам 
на поверхности клеток глиомы С6 и гепатоцитов 
человека приблизительно одинаковое, что свиде-
тельствует о высокой эволюционной консерватив-
ности участников, которые узнаются клеточными 
рецепторами [36]. У больных, склонных к тром-
бозам вен, выявлен особый тип плазминогена, 
который характеризуется пониженной фибриноли-
тической активностью (70]. 

Характеристика АП 

Различают два типа АГ1: урокиназный тип 
(уАГ!), присутствующий в значительных количе-
ствах в моче, и тканевый тип (тАП) , который 
характерен для плазмы крови. И первый, и 
второй свойственны различным типам клеток 
и жидкостей организма, однако они могут 
встречаться совместно в одних и тех же тканях. 
Например, в почках на долю тАП приходится 
до 25 % общей активности АП, семя содержит 
преимущественно уАП, в слюне и слезной жид-
кости выявляется только тАП [78 | . Что каса-
ется распределения А ГI в отдельных тканях и 
органах, то наиболее богатыми этими фермен-
тами считаются легкие, матка, мозг, почки. 
Эндокринные железы содержат их меньше, а лим-
фоидные клетки очень мало [18]. и Р Н К для 
тАП выявлена во многих типах клеток живот-
ных, тогда как и Р Н К для уАП обнаружена 
только в клетках печени и яичников [101]. 

уАП и тАП — высокоспецифические нейтраль-
ные сери новые протеин азы с мол. м. 54 и 
70 кДа соответственно. В отношении некоторых 
синтетических субстратов (тозил-Ь-аргииин мети-
лового эфира, N, а-ацетил-глицил-Ь-лизин этило-
вого эфира, Val-Gly-Arg-п-нитроанилида и др.) 
АП проявляют амидазную и эстеразную актив-
ность, расщепляя связи, образованные кар-
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боксильной группой аргинина или лизина. Опти-
мум рТ1 действия уАП — 7,2, тАП — 8,2. 
Их активность угнетается диизопропилфторфос-
фатом и и-иитрофениловым эфиром гуанидинбен-
зойной кислоты, однако известные ингибиторы 
сериновых протеиназ белковой природы из сои, 
картофеля, подчелюстной железы не влияют 
на их активность. уАП и тАП являются про-
дуктами разных генов, но в первичной структуре 
их молекул выявлено около 40 % гомологии. 
Активная форма уАП состоит из двух субъеди-
ниц с мол. м. 24 и 30 кДа, соединенных дисуль-
фидными мостиками. Меньшая А-субъединица 
содержит аминокислотную последовательность, 
аналогичную ЭФР, а также богатые цистеино-
выми остатками пептидные ферменты («кринг-
ли»), которые имеются также в тАП, плаз-
мииогене и некоторых других сериновых про-
теиназах (рис. 2) [5]. «Крингли» представляют 
собой участки, к которым присоединяется фибрин. 

Активный центр уАП локализован на В-субъ-
единице и в значительной степени гомологичен 
активному центру других сериновых протеиназ 
|19]. Двухцепочечный уАП может подвергаться 

дальнейшему ограниченному протеолизу с обра-
зованием активной формы с мол. м. 33 кДа, 
в которой А-цепь содержит только 21 амино-
кислотный остаток [22]. 

Одноцепочечный уАП считается ироэнзимной 
формой, которая превращается в активный ди-
мерный фермент путем расщепления связи Lys -
Не при участии плазм ина. В его активации 
важную роль играет также связанная с Т-клетка-
ми сериновая протеииаза-1, которая свойствен-
на только активированным при иммунной реак-
ции Т-лимфоцитам [13]. Выявлено также уча-
стие трипсина и калликреина в активации этого 
профермента |44]. В нормальных и злокачест-
венных клетках в основном выявляется неак-
тивная форма уАП. При воспалительных повреж-
дениях, наоборот, наблюдается секреция преиму-
щественно его активной димерной формы [24]. 

Активная форма тАП является одноцепочеч-
ным пол и пептидом с мол. м. около 70 кДа, 
гликозилированным в трех местах (на Asп 1 17, 
Asn184 и Asn448) [95]. В клетках некоторых 
опухолей имеет место частичное гликозилирова-
ние молекулы тАП (только на Asn 117 и Asn448), 
и предполагается, что гликозилирование его на 
Asn 184 значительно снижает фибринзависимую 
стимуляцию активатора [124|. Имеются сообще-
ния, что фибрин и фибриноген не влияют 
на активность димерного тАП, тогда как моно-
мерная его форма этими белками активируется 
[117]. 

При обработке плазм ином в мономерном тАП 
разрывается связь Lys 158—11 е 159 и образуется 
фермент, состоящий из А- и В-субъедиииц. 
Тромбин гидролизуег одноцепочечную форму тАП 
по связи Arg l56 Phel57, однако образован-
ный таким образом фермент не обладает ката-
литической активностью [ 67, 74]. Интересно, 
что изолированная А-субъединица тАП также мо-
жет в некоторой степени содействовать актива-
ции плазминогена [103]. 

Гепарин связывается с обеими формами АП 
и оказывает стимулирующее действие на превра-
щение одноцепочечных форм в двухцепочечиые. 

уАП 

уАП 

Плазминоген 

]\фибронентиноподобный пальцевый домен 
<- фан тор роста (ЭФР) 

Рис. 2. Структура N-коица полипептидной цепи АН и плазмино-
гена. 

Фибрин ослабляет эффект гепарина на тАП 
и потенциирует влияние последнего на уАП [28]. 

Высказываются предположения, что АП, по-
мимо плазминогена, гидролизуют также другие 
белки (фибронектин, дифтерийный токсин) и при-
нимают участие в экспрессии злокачественного 
фенотипа клеток. Так, выявлено, что морфоло-
гические изменения, вызванные активатором в 
трансформированных вирусом саркомы Рауса 
фибробластах, не угнетаются ингибитором плаз-
мина апротинином. Моноклон ал ьные антитела 
к каталитическому центру уАП выключают 
морфологические изменения этих клеток и дегра-
дацию белков околоклеточного матрикса, свя-
занную с трансформацией, в частности деграда-
цию белка с мол. м. 60 кДа 150, 97 | . Известно, 
что уАП в присутствии апротинина интенсифи-
цирует также пролиферацию клеток эпидерм ал ь-
ной опухоли. Поэтому возможно, что опухоле-
вые клетки, которые секретируют значительные 
количества уАП, могут сами аутокрипным путем 
стимулировать свой рост и увеличивать свой 
метастатический потенциал [52). 

Физиологические функции АП 

Фибринолиз. Считается, что тАП, секретиро-
ванный эндотелием кровеносных сосудов челове-
ка, фактически полностью ответствен за фибри-
иолитические процессы в организме. Поэтому низ-
кий уровень этого фермента в крови может со-
действовать тромбозам, а высокий — приводить 
к увеличению времени свертывания крови. 

гНужно отметить, что тАП сам по себе про-
являет только слабую активность к плазмино-
гену, но добавление фибрина увеличивает ско-
рость образования плазмина в несколько сотен 
раз. Поэтому считается, что активация плазми-
ногена имеет место только на поверхности фиб-
ринового сгустка после образования комплекса 
активатора, фибрина и плазминогена [35, 65]. 
Комплекс АП фибрин является менее ак-
тивным в присутствии аналога лизина траис-
эксамовой кислоты, которая блокирует высоко-
аффинные лизинсвязывающие центры в плазми-
ногене |2] . Такой специфический механизм ли-
зиса фибрина, опосредованный тАП, является 
очень важным при лечении инфарктов миокар-
да, коронарных тромбозов. В противоположность 
другим тромболитическим агентам тАП имеет 
короткий период полужизни и не индуцирует 
продолжительное фибринолитическое состояние, 
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что делает его ценным терапевтическим препа-
ратом [29, 34]. 

Овуляция, сперматогенез, эмбриональное раз-
витие. АП принимают участие в созревании заро-
дышевых клеток, оплодотворении и развитии эмб-
риона и плаценты. Выход ооцита из фолликула 
опосредуется плазмином, который снижает напря-
жение фолликулярной стенки. Он принимает уча-
стие в расщеплении протеогликанов фолликуляр-
ной жидкости и тем самым разжижает среду, 
где продвигается яйцеклетка. В фолликулярной 
жидкости количество АГ1 регулируется люте-
инизирующим и фолликулостимулирующим гор-
монами и увеличивается во время овуляции 
[9, 99, 105]. 

Освобождение первичных сперматозоидов с ба-
зальной пластинки семявыводящих канальцев 
во время сперматогенеза также осуществляется 
при участии АП, который образуется в клетках 
Сертоли [105]. АП в головке зрелого сперма-
тозоида, активируя плазминоген, содействует миг-
рации половой клетки [43]. 

Миграция и пролиферация эндотелиал ьных 
клеток эмбрионов кур в ответ на ангиогениче-
ские стимулы коррелируют с увеличением секре-
ции АП урокиназного типа и латентной колла-
геназы, которая активируется плазмином [92]. 
Имеются сообщения, что при нейрональной ми-
грации также происходит секреция фибрииолити-
ческой протеиназы окончаниями нейритов, глией 
и шваиновскими клетками [49]. Считается, что 
увеличенная активность АП в секреторном эндо-
метрии женщин может быть одной из причин 
их бесплодия [57]. АП в яичниках и грану-
лезных клетках представлен урокиназным типом, 
а в интерстициальных клетках внутренней обо-
лочки фолликул — тканевым типом [68]. 

Инволюция молочной железы после лактации. 
С цитобиохимических позиций данный процесс 
представляет собой интенсивную деградацию 
различных клеточных компонентов железы, в пер-
вую очередь секреторного эпителия и базальных 
мембран, и коррелирует с образованием ее эпи-
телиальными клетками уАП [87]. Можно предпо-
лагать, что секреция в них уАП контролируется 
гормонами, которые регулируют лактацию. В клет-
ках лактирующей железы уАП не выявлен. 
Другим примером инволюции железы является 
уменьшение размеров ткани простаты после каст-
рации животных. При этом также выявлена ин-
тенсификация синтеза АП в ее клетках [100]. 

Процессинг прогормонов. Считается, что АП мо-
гут принимать участие в ограниченном протеолизе 
прогормонов. Плазмин, например, превращает 
проформу лактогена плаценты в активный гор-
мон |104]. Имеются сообщения, что они при-
нимают участие и в активации проинсулина, 
поскольку продукция АП в [3-клетках поджелу-
дочной железы возрастает при стимуляции в 
них секреции этого гормона. В культурах кле-
ток гипофиза при отсутствии плазмина секрети-
руется прогормон проопиомеланокортин, а 
АКТГ появляется только, когда в среду клеток 
добавляется этот фермент [32]. Латентная форма 
трансформирующего фактора роста (ТФР-р) , 
которая представляет собой неактивный комплекс 
его проформы и активного фактора с белком, 
также может активироваться этими ферментами 

[72| . Плазмин принимает участие и в процес-
синге другого ТФР-|3-подобного фактора 
ингибирующего вещества мюллерового протока 
[91]. Имеются данные и об уАП-опосредован-
ной активации латентного ТФР-р в кондицио-
нированной среде культуры фибробластов [63| . 

Дифференцировка клеток. Под влиянием рети-
ноевой кислоты, форболовых эфиров или фактора 
роста нервов SH БУ5У-клетки превращаются 
в нейроноподобные клетки. Эти индукторы диф-
ференцировки вызывают также повышение содер-
жания АП и иРгНК АН в клетках. Поскольку 
индукция дифференцировки клеток коррелирует 
с индукцией тАП в большей степени, нежели 
с индукцией уАП, предполагают, что именно 
первый из них играет специфическую роль в 
морфологической дифференцировке нейронопо-
добиых клеток [83]. Считается, что тАП прини-
мает участие также в дифференцировке клубоч-
ков при морфогенезе нефронов [108]. 

Нужно заметить, что зрелые остеобласты по 
сравнению с их предшественниками секретируют 
в среду меньше АП и больше специфических 
ингибиторов этих ферментов (АПИ) . Следова-
тельно, дифференцировка остеобластов сопровож-
дается снижением соотношения количеств секре-
тироваиных АП и АПИ [93]. 

Участие АП в патологических процессах. Об-
разование АП макрофагами и лейкоцитами при 
воспалительных процессах может быть связано 
с миграцией этих клеток к участкам воспаления 
и деградации поврежденных тканей, а также 
с патогенезом хронических воспалительных про-
цессов, таких, как язвенный колит, васкулит [19]. 
Имеются сообщения, что при ревматическом 
артрите уровень АП в клетках резко возра-
стает и может оказывать влияние на деграда-
цию протеогликанов хрящей [79]. В хрусталике 
глаза тАП играет роль при катарактогенезе 
и других патологических процессах [116]. В клет-
ках щитовидной железы больных базедовой 
болезнью активность уАП вдвое выше, нежели 
в нормальных клетках [94]. В плазме крови 
курильщиков выявлен более высокий уровень тАП 
по сравнению с нормой [66]. Изменение про-
дукции АП отмечено при некоторых патологи-
ческих процессах в коже, таких, как псориаз 
[19]. Имеются сведения, что при буллезном 

дискератозе также значительно увеличивается 
синтез и секреция АП. Избыточная продукция 
АП в ткани увеличивает местную активность 
плазмина, что в свою очередь является одной 
из причин утраты межклеточных связей, что 
характерно для этих заболеваний. Интересно, 
что при псориазе в клетках эпителия основ-
ным типом АП является тканевый, тогда как 
в клетках здоровых людей превалирует уАП [38]. 

Считается, что злокачественные клетки, в об-
щем, содержат и секретируют увеличенные ко-
личества протеолитических ферментов, нежели со-
ответствующие нормальные клетки. В 70-х годах 
было установлено, что высокая фибринолитиче-
ская активность при вирусной трансформации 
клеток обусловлена увеличением активации в них 
плазминогена, и выявлена положительная кор-
реляция между опухолегенностыо и секрецией 
АП. При этом увеличивается главным образом 
секреция клетками тАП [59, 102]. В опухоле-
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вых клетках активированный при участии АП 
плазминоген интенсивно расщепляет, кроме фиб-
рина, также фибронектин и ламинин, которые 
содержатся и в базальных мембранах, и в око-
локлеточном матриксе, разъединяя таким образом 
отдельные клетки. Коллаген при этом рас-
щепляется коллагеназами, которые секретируются 
клетками в латентной форме и активируются 
плазмином. Иммуноцитохимические исследова-
ния первичных опухолей и метастазов карциномы 
легких Лыоиса с использованием антител к уАП 
показывают, что последний локализуется в основ-
ном в местах инвазивного роста опухолей и 
деградации нормальных тканей |110]. Антитела 
к активному центру уАП угнетают метастази-
рование клеток карциномы НерЗ человека у эмб-
рионов кур, однако не ингибируют рост опухо-
левых клеток в местах инокуляции | 88 | . 
Преинкубация клеток высокометастатической ме-
ланомы В16 мышей до их введения животным 
с антителами к уАП также значительно снижает 
интенсивность их метастазирования |39] . 

Структурная дезорганизация актина в клетках 
пренеопластических аденом толстой кишки чело-
века может указывать на переход от ранней 
неинвазивной стадии роста к более поздним его 
стадиям и, вероятно, связана с увеличением 
образования АГ1 [63]. Имеются, однако, сообще-
ния об отсутствии высокого уровня АП в неко-
торых типах опухолевых клеток, которые харак-
теризуются низкой инвазивностыо |19, 82, 119]. 
^Например, установлено, что в высокоинвазив-
ных гепатокарциномах человека активность АП 
намного выше, нежели в нефромах, которые 
не способны к инвазивному росту |115 | . 

Локализация АП в клетках и их секреция 

Считается, что в клетках АП существуют 
в основном как неактивные проферменты, а ак-
тивация их происходит, или на поверхности 
мембран клеток, или после выхода их во внекле-
точную среду. ^Некоторая часть АП из среды 
связывается с рецепторами клеток [119]. 

В клетках проАП локализованы в секретор-
ных везикулах и мембранной фракции, где со-
держится до 80 % всей связанной с клетками 
активности АП [1| . В мембранах они выяв-
ляются на внешней стороне и слабо с ними 
связаны [90]. 

В ЗТЗ-клетках активность АП заметно увели-
чивается при задержке роста в Gi-фазе, а фак-
торы, которые инициируют рост, резко ее сни-
жают. Изменение активности АП на протяже-
нии клеточного цикла выявлены также в клетках 
А 529 и ZHC. Так, в первых максимальная 
активность наблюдается в С 2 -фазе или после 
перехода из S-фазы в йг-фазу. Полагают, что 
эти ферменты играют определенную роль в мито-
тических делениях и принимают участие в репли-
кации |86]. 

Химостатин ингибирует секрецию АП клетками 
трансформированных вирусом саркомы Рауса 
фибробластов цыплят, а также макрофагами 
человека и увеличивает количество связанных 
с клетками АП. Это свидетельствует о включе-
нии в механизм секреции АП химостатинчувст-

вительнои нейтральной эндопептидазы, которая 
выявлена в мембранах клеток [112]. Имеются 
сообщения и о стимуляции трипсином секреции 
А Г1 фибробластами, что объясняется высвобожде-
нием этой протеиназой связанных с поверхностью 
клетки АГ1 в среду [23J. 

TIa плазматических мембранах различных типов 
клеток выявлены рецепторы для уАП [25, 122]. 
Е. Barna than и соавт. [7] считают, что в клетках 
эндотелия пупочной вены человека имеются ре-
цепторы уАП двух типов с мол. м. 36 и 46 кДа, 
которые различаются наличием или отсутствием 
N-связанного углевода. Рецептор связывает и од-
ноцепочечную, и двухцепочечиую форму уАП, 
причем первая может активироваться уже в комп-
лексе [37]. гНестимулированные тромбоциты со-
держат около 120 тыс. рецепторных молекул 
на клетку, а активированные тромбином около 
290 тыс. Связывание уАП не иигибируется фиб-
риногеном, однако плазминоген проявляет свой-
ства конкурентного ингибитора [120]. Ганглиози-
ды внешней поверхности мембран клеток могут 
также ингибировать связывание уАП с рецеп-
тором [77]. Согласно данным P. Iensen и соавт. 
[45| , связывание уАН микроворсинками мембран 
плаценты человека в значительной степени бло-
кируется антителами к АГ1И-2, что указывает 
на сродство связывающих белков к указанному 
ингибитору. Образованный комплекс не интерна-
лизируется, а уАГ! сохраняет свою протеолити-
ческую активность на поверхности мембран. 
Клетки хориокарциномы линии IAR человека 
содержат рецепторы уАП, которые связывают 
свободный активатор, а также его комплексы 
со специфическими ингибиторами. После связы-
вания происходит интенсивное расщепление 
комплекса рецептор уАП ингибитор, тогда 
как интенсивность деградации не связанного 
с ингибитором активатора на плазматических 
мембранах клеток низкая | 46 | . 

В последние годы высказываются предполо-
жения о возможности существования на плазма-
тических мембранах клеток также рецепторов 
для тАП [37]. ^Например, выявлено, что эндо-
телиальные клетки пупочной вены человека свя-
зывают тАП и это связывание иигибируется 
лизином, аминокаприловой кислотой, фенилала-
нинпропиларгининхлорметилкетоном [8]. 

Секретированный АП может взаимодействовать 
также с другими компонентами плазматических 
мембран клеток, в первую очередь с протеазо-
нексином, а также с фибронектином и его 
фрагментами. 

Специфические АПИ 

Описано два основных типа специфических 
ингибиторов АП из группы серпинов — эндоте-
лиальный тип (АПИ-1) и плацентарный тип 
(АПИ-2) [11, 111]. Ингибирование ими фермент-
ной активности осуществляется путем образо-
вания ковалентных комплексов 1:1 между фер-
ментом и ингибитором. 

АПИ-1 образуется эидогелиальными клетками 
гладких мышц сосудов, клетками гепатомы и 
фибросаркомы, гепатоцитами, гранулезными клет-
ками, а также выявляется в плазме крови 
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и тромбоцитах [111]. Основная часть АПИ-1 
секретируется клетками в неактивной форме, а его 
активация включает коиформационное изменение 
молекулы [40]. Иммунологические свойства ла-
тентной и активной форм ингибиторов иден-
тичны, а мол. м. их около 48 кДа [10]. Фосфати-
дилинозитол и фосфатидилсерин активируют ла-
тентную форму ингибитора, а С а 2 + исключает 
эту активацию |64 | . Инактивация ингибитора 
осуществляется путем образования комплексов 
между АПИ-1 и АП. При этом от С-конца 
полипептидной цепи ингибитора отщепляется не-
большой пептид с мол. м. около 4 кДа [84]. 
Тромбин также катализирует частичный протео-
лиз ингибитора с образованием неактивной его 
формы с молекулярной массой 42 кДа [211. 

АПИ-2 с мол. м. 43 кДа очищен из плаценты 
и эпидермиса. Он ингибирует и уАП, и тАП и, 
по-видимому, не действует на другие иротеиназы 
[42]. Комплекс АП АПИ-2 образуется также 
после отщепления от полипептида АПИ-2 фраг-
мента с мол. м. 4 кДа [53]. АПИ-2 накоп-
ляется в клетках преимущественно в негликозили-
рованной форме и гликозилируется во время 
его секреции клетками. В плазме крови беремен-
ных женщин с нормальным течением беремен-
ности АПИ-2 выявляется в виде двух форм 
с мол. м. 75 и 130 кДа, которые представляют 
собой агрегаты молекул ингибитора [11]. 

В моче и в плазме крови человека и живот-
ных выявлена еще одна форма специфиче-
ского ингибитора АП АПИ-3. Он также обра-
зует ковалентные комплексы с активатором, од-
нако роль его в организме еще недостаточно 
выяснена [37]. Из клеток эпидермиса 2-дневных 
крыс выделен еще один белковый ингибитор 
АП с мол. м. 60 кДа. Он ингибирует более эф-
фективно уАП, нежели тАП [811. 

Среди секретированных клетками ингибиторов 
протеаз, которые способны ингибировать также 
АП, имеется протеазонексин-1 (ГЪН-1) с мол. м. 
43 кДа [23]. Он образует ковалентные связи с 
уАП и некоторыми другими сериновыми протеи-
назами (трипсином, тромбином, плазмином) и 
опосредует их поглощение клетками [55, 125). 
Высказываются предположения, что ГЪН-1 являет-
ся основным регуляторным белком активности 
уАП в фибробластах [23]. 

АПИ играют важную роль в регуляции фиб-
ринолиза в организме человека и животных. 
Уровень их возрастает у людей, которые стра-
дают болезнями печени, панкреатитами,сердечно-
сосудистыми заболеваниями, злокачественными 
перерождениями, при тяжелых травмах, беремен-
ности (60]. 

Регуляция синтеза и секреции АП и АПИ 

Половые стероиды, вазопрессин, кальцитонин, 
релаксин, пролактин, паратироидный, лютеинизи-
рующий и фолликулостимулирующий гормоны, 
тиротропин, вазоактивный кишечный пептид уве-
личивают активность АП в различных типах 
клеток [14, 20, 69, 93]. Таким же образом 
действуют конканавалин А, р-адренергические 
агенты, цАМФ [54, 56 - 58, 85]. Следует, од-
нако, отметить, что в некоторых типах клеток, 
например в гранулезных клетках яичников кур, 

под влиянием лютеинизирующего гормона и 
форсколина (активатора адеиилатциклазы), а 
также 3-изобутирил-1-метилксантина (ингибитора 
фосфодиэстераз) наблюдается снижение актив-
ности АП [47, 114]. В остеогенических сарком-
ных клетках крысы паратиреоидный гормон, 
простагландин Ег, кальцитонин могут опосредо-
ванно активировать тАП путем увеличения уров-
ня цАМФ [3]. 

ЭФР стимулирует секрецию уАП и тАП в фиб-
робластах легких эмбрионов человека, а умень-
шение количества рецепторов ЭФР после обработ-
ки ими клеток А 431 эпидермальной карци-
номы коррелирует с увеличением активности АП 
(см. таблицу) [33]. Правда, в некоторых линиях 
нормальных и злокачественных клеток не выявле-
но изменений секреции АП при действии ЭФР, 
хотя и имеет место пролиферация клеток [61]. 
Нужно заметить, что ЭФР не только увеличи-
вает секрецию АП клетками, но и индуцирует 
синтез их ингибиторов, в частности ПН-1 [23]. 
Он также регулирует в клетках линии rHep G2 
гематомы экспрессию АПИ-1 [71]. 

В эндотелиальных клетках кровеносных сосу-
дов эффективным стимулятором синтеза уАП 
и АПИ-1 является оФРФ [96, 106]. Такая 
одновременная индукция и активатора, и инги-
битора в клетках может отображать регулятор-
ную систему, в которой АПИ ограничивает 
интенсивность протеолиза. Из тканей плаценты 
очищен также одноцепочечный ангиогенический 
фактор с мол. м. 18,7 кДа с высоким сродст-
вом к гепарину, который стимулирует образо-
вание активаторов плазминогена и латентной 
коллагеназы в эндотелии сосудов [80]. 

Стимуляторами синтеза и секреции АП явля-
ются фактор, стимулирующий образование ко-
лоний клеток, фактор роста из тромбоцитов 
и интерлейкин-ip [15, 26, 105]. Имеются сведе-
ния, что инсулин стимулирует синтез и секре-
цию АПИ-1 в эндотелиальных клетках, а ги-
перинсулинемия у больных стенокардией может 
способствовать развитию инфаркта миокарда пу-

Влииние ростстимулирующих полипептидов на секрецию 
АП и АПИ клетками 

Влияние на 
Фактор 
роста Тии клеток 

секрецию 

уАП тАП АПИ 

Э Ф Р Фибробласты легких эмб-
рионов 
Клетки аденокарциномы 
(А 431) 

+ 
+ 

+ + 

Т Ф Р - а Фибробласты легких эмб-
рионов + + + 

о Ф Р Ф Эндотелиальные клетки + + + 
ТФР-р Фибробласты кожи + + 

Фибробласты легких эмб-
+ рионов — — + 

Клетки аденокарциномы 
(А 549) + 
Клетки фибросаркомы — + 
Предшественники остео-
бластов — + 

Тром би и Эндотелиальные клетки + + + 
П р н м е ч а н и е. о Ф Р Ф фактор роста фибробластов 

основного типа. 

6 



тем индукции Л ГIИ -1 (48). Увеличение актив-
ности АГ1И-1 под влиянием инсулина выявлено 
также в клетках линии гИер G2 гематомы 
человека |4] . Что касается фактора некроза 
опухолей, то он увеличивает и синтез АПИ-1, 
и его секрецию клетками эндотелия |109, 118, 
123]. 

ТФР-р изменяет интенсивность секреции уАП 
и тАП в нормальных и опухолевых клетках. 
В большинстве типов клеток он оказывает ин-
гибирующее влияние на секрецию АП, однако 
в некоторых, например в клетках аденокарцино-
мы легких, он стимулирует и синтез, и секре-
цию этих ферментов [51, 62]. При этом эффект 
угнетения активности АП в фибробластах под 
действием ТФР-р является результатом как сни-
жения синтеза ферментов, так и увеличения 
секреции его ингибиторов [89, 93]. Необходимо 
отметить, что ТФР-р блокирует также стимули-
рующее влияние оФРФ на активность АП в 
клетках эндотелия капиллярных сосудов [106]. 
Интересно, что в некоторых опухолевых клетках, 
например в клетках глиобластомы, в которых 
происходит интенсивный синтез ТФР-р, актив-
ность АП относительно низкая [411. 

Таким образом, можно считать, что ТФР-р 
принадлежит к группе важных ростовых факто-
ров, которые модулируют активность АП в клет-
ках и околоклеточной среде. Синтез этого 
фактора злокачественными клетками обусловли-
вает аутокринную регуляцию ими собственного 
протеолитического потенциала. В свою очередь 
АП влияют на латентную форму ТФР-р, содей-
ствуя его активации [72|. 

Секреция уАП в некоторых типах эмбрио-
нальных и опухолевых клеток особенно зависит 
от глюкокортикоидов [76]. Действие этих гор-
монов, по всей вероятности, не влияет на 
скорость синтеза ферментного белка и кон-
центрацию его ингибиторов [108, 121]. Имеется, 
однако, сообщение, что в клетках семенников 
быка в ответ на действие глюкокортикоидов 
индуцируется синтез ингибитора АГ1 плацен-
тарного типа [16]. 

Тестостерон, прогестерон и лютеинизирующий 
гормон также значительно снижают уровень и 
связанных, и секретированных гранулезными 
клетками кур АП |113 | . В гранулезных клетках 
яичников крыс фолликулостимулирующий гор-
мон вызывает увеличение уровня АГ1, а добавле-
ние глюкокортикоидов усиливает стимулирующее 
влияние этого гормона. 

Форболовые эфиры, которые считаются стиму-
ляторами злокачественного роста, также значи-
тельно увеличивают в различных типах клеток 
синтез и секрецию АП, а также секрецию 
АПИ-2 [30, 981. Это действие зависит от при-
сутствия Са2 1-фосфолипидзависимой протеиики-
назы С, указывая на важную роль последней 
в регуляции активности АП в клетках [17, 114|. 
Некоторые авторы, однако, считают, что влияние 
форболовых эфиров на уровень АП может осу-
ществляться и без участия протеинкиназы С [73| . 
Секреция обоих типов АП в эндотелиальных 
клетках стимулируется также иолиаминами [31], 
а в макрофагоподобных клетках RAW264. 7 
гепарином [27]. 

АП — ферменты фибринолиза - выявляются 

во многих типах клеток организма человека 
и животных и участвуют в различных физио-
логических и патологических процессах: овуля-
ции и оплодотворении яйцеклеток, имплантации 
бластоциста, эмбриональном развитии, регенера-
ции и дифференцировке тканей, злокачественном 
росте, тромболизе и др. Они катализируют также 
другие реакции, в том числе ограниченный про-
теолиз прогормонов. 

АП синтезируются в виде предшественников, 
процессинг которых происходит в основном либо 
на мембранах клеток, либо после секреции в 
околоклеточном пространстве. Регуляция их ак-
тивности осуществляется специфическими и не-
специфическими ингибиторами и находится под 
контролем гормонов и других биорегуляторов. 
Важная роль АП в процессах фибринолиза, и 
широкое применение их в терапевтической прак-
тике требуют дальнейшего изучения их свойств, 
действия и регуляции активности. 
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Пиразолоновые соединения применяют в меди-
цине как ж а р о п о н и ж а ю щ и е средства и анальге-
тики. К этой группе относятся антипирин, ами-
допирин (4-Ы,Ы-диметиламиноантипирин, АМП, 
пирамидон), анальгин, бутадион. Другое произ-
водное, 4-аминоантипирин (4-ААП), используют в 
качестве хромогена при определении глюкозы и в 
иммунохимических тестах [2, 12, 21] . Известна 
амидопириновая проба для выявления скрытой 
крови [13, 15]. В настоящее время в диагности-
ческих реакциях пиразолоны применяют вместо 
высококанцерогенных соединений: бензидина, ор-
тотолуидина, ортодианизидина. Эти канцерогены 
представляют реальную опасность, их применение 
д а ж е в лабораторных условиях д о л ж н о строго 
регламентироваться [8, 17, 22, 23] . Поэтому 
реакции с применением пиразолоновых соедине-
ний находят широкое применение. 

При пероксидазном или пер'оксидазоподобном 
(гемоглобин) окислении АМП образуется нестой-
кий, окрашенный в фиолетовый цвет продукт. 

Такой продукт не выявляется при аналогичном 
окислении 4-ААП. Известно, что аминозамещен-
ные производные пиразолонов могут окисляться 
с образованием окрашенных димеров типа про-
изводных рубазоновой кислоты (так называемого 
антипиринового красного) [19, 2 0 | . 

X NH2 + H2N X X - N = X, 

где X группировка антипирина с замещенным 
протоном в положении 4: 

ЩС 

Метилрубазоновая и рубазоновая кислоты обра-
зуются в организме из АМП в процессе его метабо-
лизма [25]. 

Хорошо известно также , что амины могут вза-
имодействовать с фенолами. При этом в ряде 
случаев получаются окрашенные соединения. 
В частности, именно взаимодействие 4-ААП с фе-
нолом и его производными используется в упомя-
нутых выше диагностических тестах [2, 12, 21) : 

X - M i 7 -ь 
о -

н?о? 
О Н — - - - - -

Пероксидаза является мощным катализатором 
такой реакции. 

4-ААП вступает в реакции с другими аминами. 
При этом т а к ж е могут получаться окрашенные 
продукты |19] . Окисление различных ароматиче-
ских аминов и фенолов в условиях пероксидазного 
катализа исследовано ранее [16], но окисление 
пиразолонов не рассматривалось . К а з а л о с ь оче-
видным, что аминогруппа в положении 4 пиразо-
лонового ядра не должна быть замещенной, а в 
реагирующем с 4-ААП ароматическом амине дол-
жны быть свободны пара- или орто-положения 
[4, 5, 19]. Однако исследования показали, что во-
преки сложившемуся мнению об отсутствии реак-
ционной способности у производных 4-ААП с за-
мещенными протонами аминогруппы возможны 
реакции с аминами при их совместном окисле-
нии с образованием окрашенных соединений [6]. 
Так, был предложен комбинированный реактив 
азопирам, который применяется в настоящее вре-
мя при диагностике скрытых кровотечений, опре-
делении степени гемолиза, ферментативном опре-
делении глюкозы в биологических жидкостях 
[7, 11, 14]. 
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Очевидно, что важнейшим этапом указанных 
реакций является окисление перекисью водорода 
пиразолонов. Рассмотрению этого вопроса посвя-
щена настоящая статья. 

М е т о д и к а . Оптические измерения проведены на спек-
трофотометре «Specord» («Karl Zejss», Германия) . Спектры 
ЭПР регистрировали на спектрометре Х-диапазона SE-X/2544 
(«Radiopan», Польша) , протонные спектры ЯМР ( П М Р на 
протонах) на спектрометре BS-467 («Tesla», Чехо-Слова-
кия). Статическую магнитную восприимчивость растворов 
измеряли по [9, 1()| на модифицированном спектрометре 
ЯМР BS-487C («Tesla») . 

Концентрацию свободных радикалов амидопирина опре-
деляли, сопоставляя двойные интегралы спектров радикала 
и спектров пиперидиновой спиновой метки, служившей этало-
ном. Концентрацию метки, в свою очередь, определяли с по-
мощью прецизионного измерения магнитной восприимчивости 
[10]. 

Использовали пероксидазу корней хрена («Reanal» , 
Венгрия), бычий гемоглобин (Олайнский завод биохимиче-
ских препаратов, Рига) . Остальные химреактивы советского 
производства, не хуже ч. д. а. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Окисление 
перекисью водорода АМГ1 протекает с образова-
нием иитермедиата, имеющего характерную фио-
летовую окраску = 5 7 0 нм), исчезающую пос-
ле завершения реакции окисления (рис. 1). 

Реакция резко ускоряется в присутствии перок-
сидазы, гемоглобина, ионов железа. Тот же интер-
медиат получается при заведомо одноэлектронном 
окислении АМГ1 перманганатом в кислой среде. 

Учитывая преимущественно одноэлектронный 
характер окисления органических субстратов с 
участием пероксидазы [16, 26], следует заключить, 
что фиолетовый интермедиат может представлять 
собой радикал АМП*. Действительно, фиолетовая 
окраска коррелирует с наличием синглетиого сиг-
нала Э П Р (см. рис. 1) с g-фактором 2,00274= 
±0 ,0003 . Измерение магнитной восприимчивости 
раствора, в котором протекает реакция, показы-
вает значительный вклад парамагнитной состав-
ляющей. На рис. 1 представлены кинетические 
кривые, полученные с помощью спектрофотомет-
рии, измерения интенсивности Э П Р и магнитной 
восприимчивости раствора. 

Нисходящие ветви кинетических кривых, соот-
ветствующие фазе гибели радикалов после 
исчерпания перекиси, описываются кинетическими 

Ю<[ЛМЛ*](М) 
8jf 

500 600700800 
Длина волнькнм 

10 12 
Время, мин 

Рис. I. Первичный продукт окисления АМП и анальгина-
свободный радикал. 
а — оптические спектры радикалов амидопирина и анальгина. Спектр радика-
ла АМП* ( ! ) получен в 0,05 М фосфатном буфере рН 7,0. АМП 4,33 мМ, 
перекись водорода 4,75 мМ, нсроксидаза 0,0036 мМ, 18,5 °С. Далее описанные 
условия считаются стандартными, указываются лишь отличия от стандарта. 
Спектр радикала анальгина (2) получен в 0,05 М ацетатном буфере рН 4,5, 
концентрация анальгина стандартная; б — спектр ЭПР радикала АМП*. Запись 
каждые 2 мин, номера соответствуют очередности записи. СВЧ 15 дБ, моду-
ляция I Гс; в кинетические кривые образования и гибели радикалов АМН*, 
полученные при отслеживании оптической плотности на волне 570 нм ( / ) 
интенсивности сигнала ЭПР (2), статической магнитной восприимчивости (3). 

уравнениями второго порядка. Это говорит о том, 
что механизм гибели радикалов диспропорцио-
нирование или димеризация: 

2 АМГ1*-

2 AMII*-

—^АМП + П; 

- ( А М П — А М П ) ; 

( 1 ) 

( 2 ) 

где П — продукт полного окисления АМП. 
Другие 4-аминопроизводные пиразол он а: 

4-ААГ1 и анальгин (4-Ы-метил-Ы-сульфометилен-
амииоантипирин) также окисляются перекисью в 
присутствии пероксидазы и гемоглобина. Анальгин 
при окислении в слабокислом растворе рН 4,0—5,0 
образует интенсивно-синий интермедиат, обладаю-
щий свойствами, аналогичными радикалу АМП*. 
Его видимый спектр смещен в красную сторону 
относительно спектра АМП* (А1|К1Х=595 нм, см. 
рис. 1). 4-ААП при окислении образует продукт 
бордового цвета (А,т а х=535 нм), медленно обес-
цвечивающийся (в течение суток и более). По-
явление окраски в этом случае не связано с накоп-
лением свободных радикалов. По-видимому, окра-
шенное соединение образуется после гибели ради-
калов и представляет собой димер типа антипири-
нового красного, хорошо известного как продукт 
окисления 4-ААП хлорным железом [19, 20] 
(рис. 2). 

4-ААП — более сильный восстановитель, чем 
АМП. При окислении перекисью их смеси в присут-
ствии пероксидазы свободные радикалы АМП* 
появляются лишь после полного окисления 4-ААП, 
внесение 4-ААП в раствор радикалов АМП* при-
водит к их мгновенному исчезновению (см. 
рис. 2) . 

Пиразолон, не имеющий 4-аминогруппы — анти-
пирин, не вступает, по-видимому, в реакцию при 
аналогичных обстоятельствах. Не наблюдается из-
менений в оптических спектрах и спектрах ЯМР, 
отсутствуют следы свободных радикалов. 

Мы считаем, что наличие 4-аминогруппы прин-
ципиально необходимо для участия пиразолонов 
в реакции окисления перекисью водорода в мяг-
ких условиях. При этом относительная стабиль-
ность радикалов амидопирина и анальгина (по 
сравнению с 4-ААП) непосредственно связана с 
наличием 4-1М-заместителей. 

Д л я краткости и удобства в дальнейшем будем 
называть реакцию окисления перекисью водорода 
в мягких условиях с пероксидазным катализом 
(истинной пероксидазой или гемоглобином) ре-
акцией пероксидазного окисления. 

Спектр Э П Р радикала АМП* (см. рис. 1) не 
имеет выраженного сверхтонкого расщепления. 
Мы считаем, что это обусловлено интенсивным 
химическим обменом между радикалами и моле-
кулами АМП: 

АМП* + АМП - - АМП + АМП*. (За) 

АМП* + АМП*ч * (АМП*:АМП*) • . АМП* + АМП*. 
( 3 6 ) 

Здесь (За) описывает миграцию радикального 
состояния по всему пулу АМП, а (36) — обменное 
взаимодействие радикалов в паре. Исчезновение 
сверхтонкого расщепления в результате обменного 
взаимодействия подробно рассмотрено ранее 
[3]. Прямым указанием на обмен типа (За) слу-
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Рис. 2. Окисление 4-АЛП в чистом виде и в присутствии АМН. 
а — спектры продуктом окисления 4-ААП: / -окисление избытком хлорного 
железа в подкисленной воде рН 2,0 -3,0, 2 - окисление перекисью с по-
мощью пероксидазы. Спектры сняты через I мин после начала реакции; б 
влияние 4-AAI1 на кинетику образования АМН*. Концентрации 4-ЛАИ: 
/ — нулевая, 2 0,22 мМ, 3 - 0,86 мМ, 4 0,22 мМ, но 4-ААП внесен по хо-
ду реакции (момент обозначен вертикальным пунктиром). 

жит спектр П М Р амидопирина в стационарной 
фазе реакции пероксидазного окисления (рис. 3): 
все группы линий АМП при этом парамагнитно 
уширены в одинаковой степени, в то время как 
линии веществ-свидетелей (вода, третбутанол) не 
уширяются. Этот эффект говорит не только о миг-
рационном обмене (За) , но также о делокализации 
неспаренного электрона по ароматической струк-
туре АМП* [18]. 

Миграционный обмен (За) возможен не только 
между молекулами и радикалами АМП, но и меж-
ду АМП* и другими органическими субстратами 
как пиразолонового ряда, так и ароматическими 
аминами: анальгином, 4-ААП, анилином, пара- и 
ортофеиилендиаминами и т. п. Вторичные радика-
лы могут взаимодействовать друг с другом или с 
АМП* в зависимости от их относительной актив-
ности (см. рис. 2). Миграционный обмен, по всей 
видимости, играет существенную роль в цветной 
реакции окисления индикатора азопирам (смесь 
АМП и солянокислого анилина), применяемого 
для обнаружения скрытой крови по ее перокси-
дазной активности 11 1, 14]. 

На рис. 1 видно, что концентрация радикалов 
АМП*, по данным ЭПР и магнитной восприимчи-
вости, на 35—50 % больше, чем по данным спек-
трофотометрии. Учитывая наше особое внимание 
и тщательность при количественных измерениях, 
мы склонны считать эту разницу достоверной. 
В таком случае она может объясняться лишь спи-
новой поляризацией неспаренных электронов в ра-
дикалах АМП*. По совокупности свойств (поло-
жительный эффект поляризации, отсутствие линий 
эмиссии) поляризационный эффект можно объяс-
нить обменом в радикальных парах (36) [1]. 

Вопросу определения коэффициента оптической 
экстинкции радикала АМП* было уделено особое 
внимание, поскольку от надежности определения 
коэффициента экстинкции зависела корректность 
выводов о механизмах реакций с участием 
АМГ1*. Определение коэффициента экстинкции 
проводилось двумя способами: с использованием 
реакций восстановления радикала АМП* до АМГ1 
двухвалентным железом и, наоборот, окисления 
АМП до АМП* трехвалентным железом по сле-
дующей схеме: 

В отсутствие комплексонов, рН 2,0—3,0 

АМН -J- F e 3 + АМП* Fe2 + 

Рис. 3. Спектры П М Р амидопирина. 
Растворы в тяжелой воде, внутренний эталон 10 % третбутанол, АМП 17 мМ, 
фосфатный буфер и пероксидаза — стандартно, а спектр снят перед добавле-
нием перекиси; б - через 30 с после добавления перекиси: / фенильная 
группа, 2 - метильная группа у азота N2, 3 метильные группы у азо-
та N5, 4 метильная группа C3, RI ротационная линии воды (I IDO), 
R2 ротационная линия третбутанола. 

В присутствии комплексонов (4) 

Мы обнаружили, что радикал АМП* может 
быть получен прямым окислением АМГ1 ионами 
трехвалентного железа в подкисленной воде 
рН 2,0—3,0, однако непременным условием являет-
ся отсутствие активных комплексообразователей, 
в том числе компонентов буферных смесей (даже 
таких простейших, как фосфат, ацетат и т. д . ) . 

Восстановление радикала АМП* двухвалент-
ным железом отмечено на стадии гибели радикала. 
Сразу после исчерпания перекиси в пероксидазной 
реакции окисления АМП мы вводили аликвоту 
раствора соли Мора FeSO^ (NH4) 2SO4 • 6 Н 2 0 , сер-
нокислого закисиого железа F e S 0 4 - 7 H 2 0 или жел-
той кровяной соли K4Fe(CN) 6 -3H 2 0 . Коэффициент 
мольной экстинкции определяли по ступенчатому 
уменьшению оптической плотности на нисходя-
щей кинетической кривой (рис. 4) . Средний ко-
эффициент экстиикции, найденный в этих опытах, 
Е570 = 2 2 3 0 ± 100 М - ' . с м " 1 . 

Окисление АМГ1 до АМП* трехвалентным желе-
зом проводили в подкисленной воде рН 2,0 3,0. 
В раствор AMII известной концентрации, подкис-
ленный соляной кислотой, добавляли избыток 
FeCU. Зарегистрировав изменение оптической 
плотности, определяли коэффициент мольной экс-
тинкции как предел расчетного коэффициента при 
бесконечном разведении раствора АМП и хлорного 
железа (см. рис. 4). Такой подход необходим, так 
как при большой концентрации амидопирин и про-
дукты его окисления, по-видимому, образуют ком-

D570 

0.5 

0 J 
6 мин 1.0 Ю4'[АМП],М 

Рис. 4. Определение коэффициента мольной экстинкции Е 5 7 0 ра-
дикала АМН*. 
а при восстановлении АМП* до АМП двухвалентным железом на ста-
дии диспропорционировайия. Стрелкой / отмечен момент введения в опти-
ческую кювету 0,1 М сернокислого закисного железа, стрелкой 2 0,1 М 
хлорного железа (трехвалентного); б при окислении АМП до АМН* ионами 
трехвалентного железа в подкисленной воде (0,02 М IICI, рН 2,0- 3,0). 
Буферная система, перекись и фермент отсутствуют. Врезка иллюстрирует 
один из опытов, отмеченный кружком на экспериментальной кривой. Кон-
центрация АМП 0,02 мМ. Стрелкой / отмечен момент внесения в раствор 
0.1 мМ FeCl.t, стрелкой 2 момент внесения 0,01 мМ ЭДТА. 
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Рис. 5. Стехиомстрические соотношения в реакции окисления 
АМП перекисью водорода с участием пероксидазы. 
а соотношение между перекисью и АМП* при значительном избытке 
амидопирина; 6 соотношение между перекисью и количеством окислен-
ного АМН в условиях полного окисления. Незачерненные кружки ре-
зультаты, полученные для концентрации АМП, в 5 раз большей, чем 
стандартная; в количество радикалов, образующихся за время полного 
окисления аликвоты амидопирина (обозначено как |АМП* | | ) . В раствор 
вводили по 0,475 мМ перекиси до полного прекращения реакции. 

плексы с ионами Fe2 + , что ведет к обратному 
восстановлению АМП*. Коэффициент экстинкции, 
определенный в этих опытах, составил 2 4 1 0 ± 
± 1 2 0 М - ' - с м " 1 . 

На врезке рис. 4 показано образование радикала 
АМП* под действием избытка F e 3 + и обратное его 
восстановление (до АМГ1) при добавлении фикси-
рованного количества этилендиаминтетраацетата 
(ЭДТА), взятого с недостатком по отношению к 
АМП. Точное соответствие ступенчатого уменьше-
ния оптической плотности и концентрации введен-
ного ЭДТА (с учетом найденного ранее коэффи-
циента экстинкции), а также отсутствие эффекта 
при введении FeCI;* в раствор АМП*, содержащий 
комплексоны (см. рис. 4, Л) , подтверждают пред-
лагаемую нами схему (4). 

Д л я определения стехиометрии мы рассчитыва-
ли количество радикалов АМП*, образующихся по 
мере расходования перекиси и АМП. С этой целью 
регистрировали изменения оптической плотности 
в полосе поглощения АМП* (570 нм). Определив 
константу второго порядка для стадии гибели 
радикалов (после исчерпания перекиси), вычисля-
ли скорость исчезновения радикалов как функцию 
их концентрации. Интегрируя эту функцию от кон-
ца кинетической кривой к началу, мы получали 
общее количество радикалов АМП*, образовав-
шихся при расходовании аликвоты Н 2 0 2 . 

Получить верные стехиометрические соотноше-
ния между АМП* и Н 2 0 2 можно было, лишь по-
следовательно снижая начальную концентрацию 
перекиси. Это необходимо для уменьшения вклада 
псевдокаталазного пути утилизации перекиси с 
выделением кислорода [16, 24]. В пределе стехио-
метрическое соотношение Н 2 0 2 :АМП* приближа-
ется к 1:2 (рис. 5). 

Аналогичный прием использовали и для опреде-
ления стехиометрического соотношения Н202 :АМП 
при полном окислении, но при этом разбавления 
перекиси оказалось недостаточно, потребовалось 
последовательно уменьшать концентрацию АМП, 
иначе соотношение АМП:Н 2 0 2 оставалось значи-
тельно меньше 1, а соотношение полного количе-
ства радикалов и общего количества окисленного 
АМП значительно превышало 2 (ем. рис. 5) . Полу-
ченные в опытах с последовательным разбавле-
нием стехиометрические соотношения Н202 :АМП* = 
= 1:2, Н 2 0 2 :АМП = 1 : 1 и АМП*:АМП = 2:1 пол-
ностью согласуются со схемой диспропорциониро-
вания радикалов, а не со схемой димеризации. 

Этим пероксидазное окисление АМП решительно 
отличается от окисления 4-ААП, где, судя по 
всему, происходит димеризация (см. рис. 2) . 

При пероксидазном окислении АМП, а т а к ж е 
при окислении трехвалентным железом в подкис-
ленной воде образование АМП* сопровождается 
поглощением ионов водорода из раствора. После 
исчерпания перекиси, во время диспропорциони-
рования АМП*, наблюдается выделение ионов 
Н + в раствор. 

В нейтральном растворе рН 6,6, как удалось 
установить, количество ионов водорода, потреб-
ленных из раствора на стационарной стадии ре-
акции (плато кинетической кривой, см. рис. 1), 
соответствует стационарной концентрации радика-
лов АМП*. По-видимому, имеет место кислотный 
катализ, заторможенный благодаря относительной 
стабильности радикалов: 

Н2О2, фермент (или F e 3 + ) 

АМГ1 + Н + АМП*Н + 

А М П * Н + ч ^АМП* + Н+ (5) 

АМГ1* + АМП*Н + * А М П + П + Н + . 

В схеме (5) АМП*Н+ — стабилизированный 
радикал АМП*, содержащий ион водорода, П 
продукт(ы) дальнейшего окисления АМП. Пред-
ложенная схема тем более вероятна, что скорость 
образования и стабильность радикалов АМП* рас-
тет с уменьшением рН. 
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FREE RADICALS O F AMINOPYRAZOLONE IN OXIDATION 
REACTIONS C A U S E D BY HYDROGEN PEROXIDE. 

M. G. logannsen, A. S. Petrov, A. M. Kachurin 

N. N. Petrov Inst i tute of Oncology, Ministry of Public 
Health of the USSR, B. P. Konstant inov Inst i tute of 
Nuclear Physics, USSR, Academy of Sciences, Leningrad. 

Oxidation of amidopyrine, analgin and 4-aminoantipyrin 
by means of H 2 0 2 was studied in presence of peroxidase and 
hemoglobin. As shown by NMR, EPR and spectrophotometry 
the oxidation was of single electron type accompanied by free 
radical format ion. The radicals of amidopyrine and analgin were 
stable, colored, participated in chemical exchange with initial 
molecules and disproport ionated as demonst ra ted by stoichio-
rnetry. Radicals of 4-aminoantipyrin were unstable and dime-
rized to antipyrin red. Aminopyrazolone radicals were also 
formed af ter direct oxidation by F e 3 + in acidified water contai-
ning no complexones. The Fe-complexes developed shifted the 
equilibrium towards reduction of radicals with formation of 
the initial molecules. Presence of 4-amino groups was respon-
sible for oxidation of pyrazolones under mild conditions. Alkyl 
derivat ives of 4-amino group protons stabilized the radicals 
and al tered their subsequent t r ans format ion form dimerization 
to disproport ionat ion. Proton catalysis of aminopyrazolone 
oxidation occurred. 
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Л. E. Панин, Г. С. Русских, Н. В. Ату чина, 
Т. А. Третьякова 

О КООПЕРАТИВНОМ ЭФФЕКТЕ ГИДРО-
КОРТИЗОНА, АДРЕНАЛИНА И ЛИПОПРО-
ТЕИДОВ ВЫСОКОЙ ПЛОТНОСТИ В РЕГУЛЯ-
ЦИИ АКТИВНОСТИ МНОЖЕСТВЕННЫХ 
ФОРМ ГЕКСОКИНАЗЫ В ПЕЧЕНИ 

Институт биохимии Сибирского отделения РАМН, Новосибирск 

Изучение молекулярных механизмов гормональ-
ной регуляции гексокиназы (ГК) при остром 
стрессе показало, что снижение активности фер-
мента в печени и других тканях осуществляется 
под влиянием глюкокортикоидов и катехолами-
нов. Этот эффект адаптивных гормонов воспроиз-
водится цАМФ [6 | . Множественные формы ГК 
неодинаково реагируют на действие циклического 
нуклеотида: активность ГК-2 и ГК-3 снижается, 
а ГК-1 не изменяется [8]. Дальнейшее изучение 
регуляторной роли адаптивных гормонов выявило 

возможность их кооперативного взаимодействия с 
липопротеидами высокой плотности ( Л П В П ) и 
появление эффектов, не характерных для каждого 
отдельно взятого компонента. Так, кооперативный 
эффект адаптивных гормонов и Л П В П проявляет 
себя в индукции синтеза глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназы (Г-6-ФДГ), хотя сами гормоны ингиби-
руют активность фермента [9]. Показана т а к ж е 
важная роль кооперативного эффекта в индукции 
синтеза белка в печени [5]. 

Продолжая ранее начатые исследования, в дан-
ной работе мы предприняли попытку выяснить 
влияние гидрокортизона, адреналина и Л П В П на 
активность множественных форм ГК в печени. 
Участие Л П В П сравнивается с аналогичным влия-
нием лйпопротеидов низкой ( Л П Н П ) и очень низ-
кой ( Л П О Н П ) плотности. 

М е т о д и к а . Работа выполнена на переживающих сре-
зах печени крыс-самок Вистар массой 180— 200 г. После дека-
питации животных печень извлекали, промывали холодным 
физиологическим раствором и готовили срезы толщиной 
0,3 мм, которые инкубировали в кребс-рингер-бикарбонатном 
буфере рН 7,4, содержащим 2 % альбумина, при 37 °С и 
постоянном покачивании в течение 2 ч. Как показали преды-
дущие исследования, данные условия опытов позволяют 
сохранить свойства интактной ткани | 6 | . Д л я реализации ко-
оперативного эффекта в среду инкубации добавляли 
3• 10— 6 М гидрокортизон, 1 0 " ь М адреналин и один из под-
классов липопротеидов плазмы — Л П В П , Л П Н П или 
Л П О Н П в количестве 0,2 мг белка на 1 мл инкубационной 
среды. В специальных исследованиях осуществляли разделе-
ние Л П В П на ЛПВП'2 и Л П В П з и оценивали вклад каждого 
из них в кооперативный эффект. Д л я выявления отдельных 
звеньев этого механизма использовали ингибиторный анализ. 
Д л я подавления ДНК-зависимого синтеза РНК добавляли 
в среду инкубации 10 / М актиномицин D, для оценки роли 
клеточной мембраны в передаче эффекта в клетку использова-
ли ингибитор кластеризации 10 мМ метиламин. Процессы 
внутриклеточного перемещения подавляли виибластином в кон-
центрации 10 6 М. Дли ингибирования лизосомальных про-
теиназ использовали 10 мМ хлористый аммоний или 
5- 7 ЕД гордокса на 1 мл инкубационной среды. Два по-
следних ингибитора применяли для того, чтобы показать 
участие лизосомальных ферментов в этом механизме. 

Липопротеиды получали методом изоплотностного ультра-
центрифугирования в растворе КВг на центрифуге «Sprinco 
L-75B» (США), диализировали в течение 1 сут против 
0,05 М фосфатного буфера рН 7,4, приготовленного на физио-
логическом растворе [11]. 

После окончания инкубации срезы отмывали холодным 
физиологическим раствором. Гомогеиат готовили в 0,04 М 
трис-НС1-буфере рН 7,4. В надосадочной фракции (20 000 g) 
определяли общую активность ГК при концентрации глюко-
зы 1 мМ с использованием Г-6-ФДГ в качестве вспомога-
тельного фермента [12]. Активность выражали в наномолях 
НАДФН в 1 мин на 1 мг белка. Разделение изоферментов ГК 
проводили с помощью дискэлектрофореза в полиакриламидном 
геле [10]. Активность изоформ выражали в процентах от 
общей активности и в наномолях НАДФН в 1 мин на 1 мг белка. 

Достоверность результатов оценивали с помощью критерия 
/ Стьюдента для разностных вариационных рядов, имеющих 
одинаковое количество вариант. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Вклад мно-
жественных форм ГК в общую активность фермен-
та в переживающих срезах печени составлял для 
ГК-1 45,6 %, для ГК-2 36,7 %, для ГК-3 17,7 %. 
Добавление в среду инкубации адреналина и гид-
рокортизона приводило к снижению общей актив-
ности ГК на 28 % преимущественно за счет инги-
бирования ГК-2 и ГК-3 (табл. 1). При этом про-
центное распределение активности множествен-
ных форм составляло соответственно 54, 32 и 14. 
Ранее нами было показано, что ингибирующее 
действие адаптивных гормонов связано с повыше-
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 

Изменение общей активности ГК и активности изоферментного спектра ГК (в нмоль/мин мг белка) в переживающих срезах 
печени после инкубации их с адреналином, гидрокортизоном, инсулином и ЛПВП 

Условия опыта Общая 
активность ГК 

Активность 
Условия опыта Общая 

активность ГК ГК-1 ГК-2 гк-з 

Контроль 3 ,00±0 ,22 1 ,37±0,09 1 ,10±0,12 0 , 5 3 ± 0 , 0 6 

А + Г 
(45,6) (36,7) (17,7) 

А + Г 2 ,17±0,32* 1,17±0,15* 0 ,70±0 ,13* 0 ,30±0 ,06* 

Л П В П 
(54) (32) (14) 

Л П В П 3 ,09±0 ,28 1,474-0,12 1,08 ± 0 , 1 3 0 , 5 4 ± 0 , 0 6 
А + Г + Л П В П 4 ,23±0,37* 1,93±0,18* 1,54н-0,16* 0 ,76±0 ,08* 

(45,6) (36,4) (18) 
А + Г + Л П В П + инсулин 4 ,89±0,55** 2 ,23±0,21 ** 1,79±0,20** 0 ,86±0,10** 
А + Г + Л П В П + а к т и н о м и ц и н q 2 ,78+0,25** 1,37±0,15** 0 ,97±0,10** 0,444-0,05** 

(49,2) (34,9) (15,8) 
А + Г + Л П В П - f винбластин 2 ,73±0,29** 1,36=1=0,14** 0 ,95±0,15** 0 ,42±0,05** 
А + Г + Л П В П - ] - г о р до кс 2 ,78±0,29** 1,31 ±0 ,16** 1,02±0,13** 0 ,45±0,05** 
А + Г + Л П В Г 1 +метилами н 2 ,34±0,24** — 

A-f- Г-f-Л И ВП-f-хлористый аммоний 2 ,44±0,23** 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3: А адреналин, Г гидрокортизон ( я = 1 0 ) ; одна звездочка — /?<С0,05 по 
отношению к контролю и срезам, инкубированным с гормонами, две р < 0 , 0 5 по отношению к кооперативному эффекту. 
В скобках активность изоформ, выраженная в процентах от общей активности фермента. 

нием содержания цАМФ в ткани печени и снима-
лось белковым ингибитором цАМФ-зависимой 
протеинкиназы |6, 7] . Полностью механизм этого 
явления остался невыясненным. Возможно, он 
связан с повышением концентрации глюкозо-1,6-
дифосфата — мощного ингибитора* ГК. 

Анализ кооперативного эффекта адреналина, 
гидрокортизона и Л П В П в отношении множест-
венных форм ГК в печени осуществлялся нами 
впервые. Оказалось, что Л П В П модулируют дей-
ствие адаптивных гормонов, приводя к повыше-
нию активности ГК на 41 % по отношению к кон-
тролю и на 95 % по отношению к действию одних 
гормонов. Увеличение общей активности фермента 
осуществлялось за счет всех множественных форм 
равномерно, так что соотношение активностей 
было практически таким же, как и в контроле,— 
соответственно 45,6, 36,4 и 18 %. Собственно 
Л П В П , добавленные в среду инкубации без гормо-
нов, не изменяли активности множественных форм 
ГК (см. табл. 1). 

Повышение активности множественных форм 
ГК связано с усилением биосинтеза ферментного 
белка и снимается актиномицином D. Важную 
роль в индукции фермента играет система внутри-
клеточного перемещения. Дезинтеграция ее с по-
мощью винбластина препятствовала реализации 
этого эффекта. 

Ранее нами на переживающих срезах печени 
крыс в аналогичных условиях было показано, 
что кооперативный эффект адаптивных гормонов 
и Л П В П развивается на фоне лимитированного 
протеолиза отдельных гистоновых белков, таких, 
как HI, Н2А и Н2В [2 | . Это обусловлено транс-

локацией лизосомальных протеиназ в ядра клеток. 
В данном исследовании также показана заинтере-
сованность лизосомальных ферментов в активации 
хроматина. Добавление в среду инкубации гор-
докса — ингибитора сериновых протеиназ или 
хлористого аммония, изменяющего рН внутри 
лизосом, препятствовало индукции множествен-
ных форм ГК. В последнем случае общая актив-
ность фермента составляла 2 ,44±0 ,23 нмоль/минХ 
X мг белка. 

Модулирующее действие Л П В П по отношению 
к адаптивным гормонам реализуется, вероятно, 
уже в клетке, куда липопротеиды проникают с 
помощью рецепторно обусловленного эндоцитоза. 
Этому предшествует формирование кластера на 
поверхности клеточной мембраны. Применение 
метиламина — ингибитора трансглютаминазы, 
принимающей участие в процессах кластериза-
ции, предотвращало повышение активности ГК. 
В этом случае ее активность составляла 
2 , 3 ± 0 , 2 4 нмоль/мин• мг белка. В последнее время 
удалось выявить и активное начало Л П В П . Им 
оказался ario-Al — основной белок Л П В П . Он 
был обнаружен нами с помощью иммунофермент-
ного метода во фракции транскрипционно-актив-
ного хроматина печени [4]. 

Известно, что инсулин играет роль контргормона 
по отношению как к глюкокортикоидам, так и ка-
техоламинам. Например, было показано, что ин-
сулин препятствует повышению содержания 
цАМФ в печени, обусловленному действием гид-
рокортизона и адреналина [3]. Однако в механиз-
ме, обусловленном кооперативным эффектом, ин-
сулин проявляет себя как синергист адаптивных 

T а б л и ц а 2 

Влияние адаптивных гормонов и Jl II ВП > и ЛПВП, на общую активность КГ и активность изоферментного 
спектра (в нмоль/мин • мг белка) в переживающих срезах печени крыс 

Условия опыта Общая активность Активность 
Условия опыта Г к ГК-1 ГК-2 гк-з 

Контроль 
А + Г + Л П В П 2 
А + Г + Л П В П з 

3 ,28±0 ,42 
3 ,34±0 ,48 
3 ,72±0,58* 

1 ,80±0,04 
1 , 88±0 ,06 
2 ,02±0 ,08* 

0 ,98±0 ,02 
0,94 ± 0 , 0 4 
1,124-0,04* 

0 ,50±0 ,04 
0 , 5 2 ± 0 , 0 2 
0 ,58±0 ,04* 
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Влияние адаптивных гормонов, ЛПНГ1 и Л П О Н П на общую активность ГК и активность изоферментного 
спектра (в нмоль/мин-мг белка) и пережинающих срезах печени крыс 

Общая Актиоиость 
Условии опыта актииность Условии опыта 

г К ГК-1 ГК-2 гк-з 

Контроль 3 ,54±0 ,45 1,61 ± 0 , 1 8 1 ,30±0,24 0 ,63±0 ,12 
Л П О Н П 3 ,84±0 ,33 1 ,76±0,13 1,41 ± 0 , 1 7 0 ,66±0 ,10 
А + Г + Л П О Н П 3 , 2 ± 0 , 5 8 1 ,48±0,23 1,21±0,31 0 ,59±0 ,16 
Л П Н П 4 ,02±0 ,36 1 ,84±0,15 1,42±0,20 0 ,69±0,11 
А + Г + Л П Н П 3 ,6±0 ,27 1,67±0,1 1 1 ,34±0,15 0 ,62±0 ,08 

гормонов (см. табл. 1). Это указывает на совер-
шенно иную природу данного механизма, неизвест-
ного ранее. 

Из двух подклассов Л П В П только Л П В П з при-
нимают участие в кооперативном эффекте, ЛПВП2 
не оказывают влияния на действие адаптивных 
гормонов (табл. 2). Эти различия говорят о высо-
кой специфичности Л П В П 3 , которая осталась не-
ясна. Возможно, она связана с присутствием в 
них лецитинхолестеринацилтрансферазы, которая 
приводит к структурным изменениям липопротеи-
дов, вызывающим освобождение апо-А1. Не ока-
зывали влияния на действие адаптивных гормонов 
Л П Н П и Л П О Н П (табл. 3). 

Таким образом, описан новый механизм индук-
ции ГК в печени, обусловленный кооперативным 
взаимодействием Л П В П з и адаптивных гормонов. 
Он связан с повышением активности всех мно-
жественных форм фермента. Известный механизм 
инсулиновой индукции изофермеитов ГК приво-
дит к повышению активности только ГК-2 | 1 | . 
В условиях кооперативного эффекта инсулин спо-
собствовал повышению активности всех множест-
венных форм ГК в печени. Глюкокортикоиды 
и катехоламины ингибируют фермент. Кроме того, 
глюкокортикоиды рассматривают как супрессоры 
синтеза фермента в печени. По-видимому, коопера-
тивный эффект Л П В П и адаптивных гормонов 
является выражением процессов восстановитель-
ной регенерации, имеющей место в период после 
прекращения действия на организм чрезвычайного 
раздражителя. Он связан с усилением биосинтеза 
множества белков, в том числе и изофермеитов ГК. 

Таким образом, по нашим данным, адреналин 
и гидрокортизон в переживающих срезах печени 
крыс снижают общую активность ГК за счет инги-
бирования ГК2 и ГКз. 

Обнаружен кооперативный эффект адреналина, 
гидрокортизона и Л П В П , в результате которого 
наблюдается повышение активности ГК, обуслов-
ленное индукцией синтеза всех множественных 
форм фермента. Специфическую роль в нем играют 
ЛПВПз, тогда как Л П В П 2 , Л П Н П и Л П О Н П 
влияния не оказывают. Индукция ГК под влиянием 
Л П В П и адаптивных гормонов подавляется инги-
битором кластеризации, внутриклеточного пере-
мещения, лизосомальных протеиназ, что указыва-
ет на сложную природу исследованного явления. 
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COOPERATIVE E F F E C T O F HYDROCORTISONE, ADRENA-
LINE AND HIGH DENSITY L I P O P R O T E I N S IN REGULA-
TION O F M U L T I P L E HEXOKINASE FORMS IN LIVER 
T I S S U E . 

L. E. Panin, G. S. Russkikh, N. V. Atuchina, T. A. Tretyakova 

Inst i tute of Biochemistry, Siberian Branch of the USSR, 
Academy of Medical Sciences, Novosibirsk. 

High density lipoproteins (HDL) were shown to modula te 
the effect of hydrocort isone and adrenal ine on activity of 
hexokinase in surv iv ing liver t issue slices. The hormones 
inhibited the enzymat ic activity while in presence of HDL the 
hormones exhibited an opposite effect. The phenomenon observed 
was termed a "cooperat ive effect"; it could not be reproduced 
by any single components of the system studied. Mechanism 
of the effect involved induction of all the multiple hexokinase 
forms which was abolished by actinomycin D. A specific function 
could be ascribed only to HDL3; HDL2, low and very low 
density lipoproteins did not exhibit any effects. The cooperative 
effect of HDL and of the adapt ive hormones was also inhibited 
in the surviving liver t issue slices by vinblastine, gordox and 
methylamine thus demons t ra t ing the sophisticated na tu re of 
the mechanism. 
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ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЯ ИНСУЛИНА ПРИ ТЕР-
МИЧЕСКИХ И КОМБИНИРОВАННЫХ РА-
ДИАЦИОННО-ТЕРМИЧЕСКИХ ПОРАЖЕНИЯХ 
И ИНСУЛИНМОДУЛИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ 
СРЕДНЕМОЛЕКУЛЯРНЫХ ПЕПТИДОВ КРОВИ 

Челябинский медицинский институт 

Важным фактором регуляции метаболизма в ди-
намике патологических изменений является уро-
вень инсулина в организме. Некоторые заболева-
ния, например, ожирение, инсулин независимый 
диабет, голодание, ацидоз и др., характеризуются 
повышенной концентрацией инсулина в плазме и 
нормальным или повышенным содержанием глю-
козы [5]. Аналогичные данные были получены 
при изучении ожоговой болезни и комбинирован-
ных поражений |9, 10, 12, 13, 15], что может ука-
зывать на относительную инсулярную недоста-
точность, связанную с уменьшением порога чув-
ствительности периферических тканей к инсулину 
с соответствующей стимуляцией В-клеток подже-
лудочной железы, дополнительного синтеза и вы-
броса в кровь инсулина. Согласно другим данным 
[11, 14], в первые сутки после термической травмы 
происходит снижение, а в последующие сроки 
увеличение содержания иммунореактивного инсу-
лина ( И Р И ) . В некоторых исследованиях [2, 3] 
обнаружено снижение сокращения ИРИ у легко-
обожженных пациентов и отсутствие достоверных 
изменений у больных с термическими ожогами 
20—49 % поверхности тела в период шока. В по-
следующие периоды заболевания уровень И Р И 
медленно нарастал, приближаясь к контрольному 
[3], или резко уменьшался у тяжелообожженных 
в период токсемии [2]. Отмечается, что наруше-
ние гомеостаза глюкозы при легких ожогах связа-
но преимущественно с увеличением резистентности 
к инсулину, тогда как у больных с тяжелыми ожо-
гами важную роль играет гигтерглюкагонемия. 
Многие исследователи считают, что резистент-
ность к инсулину является следствием дефекта 
клеток-мишеней на рецепторном и пострецептор-
ном уровнях, что приводит к толерантности к глю-
козе и ослабленному ответу на действие гормона. 

В настоящей работе исследуется влияние тер-
мической травмы и комбинированного радиацион-
но-термического поражения (KPTI1) на содержа-
ние инсулина в плазме крови и рассматривается 
инсулинмодулирующее действие среднемолекуляр-
ных пептидов (СМИ) крови. 

М е т о д и к а . Термический ожог I l i a - I I 1 6 степени (10— 
12 % деэпилированной поверхности тела) наносили белым 
беспородным мышам под эфириым наркозом с помощью квар-
цево-галогеновой лампы. Облучение животных проводили за 
15—20 мин до нанесения ожога на установке ИГУР l 3 7Cs в 
дозе 3,4 Гр при мощности дозы I сГр/с . Подобное моделиро-
вание КРТП соответствует травме средней тяжести и реко-
мендуется для изучения особенностей метаболизма [7). 

Выделение среднемолекулярных компонентов плазмы крови 
осуществляли с помощью последовательной ультрафильтра-
ции на мембранных фильтрах УАМ-400, УАМ-150 и УАМ-50 
(«Владипор»). Ультрафильтрат, сконцентрированный на 
мембранах УАМ-50, наносили на колонку с сефадексом 
G-15 ( 5 , 6 X 5 0 см). Элюцию проводили дистиллированной 
водой со скоростью 80 90 мл/ч при помощи перистальтиче-
ского насоса, оптическую плотность элюата регистрировали 
на «У в и корде» (LKB, Швеция) при длине волны 206 нм 
с помощью одноканального самописца. 

Определение содержания инсулина в плазме крови экспе-
риментальных животных и больных с термическими ожогами 
проводили радиоиммунным способом с использованием набо-
ров, выпускаемых Минским институтом биоорганической 
химии. Содержание глюкозы в крови определяли гексокиназ-
ным методом с использованием наборов фирмы «Boehr inger» 
(Германия) . Данные всех экспериментов обрабатывали мето-
дом вариационной статистики с использованием таблиц 
Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Исследова-
ния показали, что нанесение экспериментальным 
животным термического ожога приводит к досто-
верному увеличению по сравнению с контролем 
(4 ,64:0 ,3 ммоль/л) концентрации глюкозы в плаз-
ме крови (10,24=0,6 ммоль/л) через сутки после 
травмы, некоторому снижению гипергликемии на 
3-й сутки (7,1 ± 0 , 8 ммоль/л) и повторному повы-
шению концентрации глюкозы через 7 дней после 
ожога (9,6 + 0,6 ммоль/л) . 

Изучение содержания глюкозы у больных с тер-
мической травмой связано с определенными труд-
ностями, так как проводится на фоне интенсив-
ной терапии, включающей, как правило, инсулино-
терапию совместно с иифузией растворов глюкозы. 
Поэтому не вызывает удивления тот факт, что как 
у больных с тяжелой термической травмой (ин-
декс Франка больше 60), так и у легкообожжен-
ных в условиях комплексного лечения был обнару-
жен нормальный уровень глюкозы в крови ( 3 , 6 5 ± 
± 3 , 8 3 ммоль/л) . В то же время содержание инсу-

Т а б л и ц а I 

Содержание инсулина (в мкЕД/л) у больных с термической травмой и у экспериментальных животных в различные периоды 
ожоговой болезни и КРТГ1 

Больные с термической Экспериментальные животные 
травмой термический ожог КРТП 

номер 
фракции 

индекс 
Франка 

инсулин, 
мкЕД/л 

сутки 
после 

воздействия 
инсулин, 
мкед/л 

сутки 
после 

воздействии 
инсулин, 
мкед/л 

10 20 
(/7 = 8) 

6 0 — 1 0 0 
( я = 18) 

( л = 18) 
100 

(п=4) 

5 5 , 5 ± 8 , 8 

103,0± 19,5 
р< 0,02 

2 0 , 4 ± 6 , 6 

Контроль 
(л = 8) 

1-е 
(/2 = 6) 

4-е 
(/2 = 6) 

7-е 
( / г=6) 

3 6 , 2 ± 4 , 2 

9 2 , 8 ± 10,2 
р < 0 , 0 0 1 
52 ,5±3 ,1 
р < 0 , 0 1 

5 2 , 3 ± 10,3 

7-е 
(п—12) 

14-е 
( / г=12) 

2 0 , 7 ± 1 , 0 

24 ,7±0 ,4 
р< 0,05 
19,8±1,2 

17,0±1,2 
/?<(),05 



Т а б л и ц а 2 
Влияние внутривенного введения СМП (2—3 мкг/г) на кон-
центрацию инсулина в плазме крови мышей 

Источник СМП 
Номер фракции СМП 

Источник СМП 
2 4 

Кровь здоровых животных 16,2±4,2 10 ,3±5,3 12,7±3,8 
Кровь обожженных животных 5,8=ь2,4 18,3±2,1 9 , 2 ± 4 , 2 

р < 0 , 0 1 
Кровь животных после КРТП 9 , 8 ± 1 , 6 5 , 7 ± 1 , 5 5 , 3 ± 0 , 9 

П р и м е ч а н и е . Содержание инсулина в плазме крови здо-
ровых мышей составляет 8 , 6 ± 1 , 7 м к Е Д / л (п = 6) . Число жи-
вотных в каждой группе равно 12. 

лииа в крови у тяжелообожженных в стадии 
ожоговой токсемии было почти в 2 раза выше, чем 
у легкообожженных, а у больных, находящихся 
в крайне тяжелом состоянии, содержание гормона 
оказалось в 2,5 раза меньше, чем у больных с 
легкой формой ожоговой болезни (табл. 1). 

Экспериментальные исследования позволили 
установить, что наряду с отмечающейся в первую 
неделю у обожженных животных гипергликемией 
наблюдается существенное увеличение концентра-
ции инсулина (см. табл. 1). После КРТП отмеча-
ется достоверное увеличение концентрации инсу-
лина в плазме крови животных через сутки после 
травмы и постепенное снижение содержания гор-
мона к 14-м суткам эксперимента. 

Как известно, проявление биологического эф-
фекта инсулина является функцией концентрации 
свободного гормона, свободного рецептора и срод-
ства гормона к рецептору. Одной из причин наблю-
даемой гипергликемии и гииеринсулинемии в опре-
деленные периоды ожоговой болезни и КРТП мо-
жет быть нарушение инсулинрецепторного или 
пострецепторного взаимодействия на уровне кле-
ток-мишеней. Изучение взаимодействия инсулина 
с его рецепторами в плазматических мембранах 
лимфоцитов при термической травме у крыс пока-
зывает уменьшение инсулинрецепторного взаимо-
действия через 1 сут и особенно через 3 сут после 
травмы |6, 8] . Сродство рецепторов к инсулину 
может уменьшаться вследствие кооперативных 
взаимодействий между субъединицами рецептора 
или уменьшения числа рецепторов из-за наруше-
ния их синтеза и ускорения деградации [5]. 

Нарушение сродства инсулина к рецепторам 
может быть следствием различных причин, в том 
числе и результатом конкурентных отношений 
гормона с некоторыми химическими соединениями. 
Особое внимание при этом привлекают среднемо-
лекулярные пептиды (СМП) крови, являющиеся 
важным фактором развития метаболических и ток-
семических расстройств при ожоговой болезни и 
КРТП [1]. Внутривенное введение мышам выде-
ленных нами наиболее активных в биологическом 
отношении фракций СМП из крови здоровых и 
обожженных животных показало, что через 
20 мин после инъекции уровень ИРИ оставался 
в пределах нормы, за исключением фракции № 3 от 
обожженных животных, действие которой приво-
дит к увеличению более чем в 2 раза содержания 
ИРИ (табл. 2). Отсутствие эффекта при введении 
большинства фракций СМП может быть следстви-
ем быстрого протеолиза, деградации и последую-
щей элиминации пептидных компонентов, входя-
щих в их состав. О принципиальной возможности 

таких реакции свидетельствуют накопление радио-
активной метки в микросомной фракции печени 
уже через 2 мин после введения 1251-инсулина и 
короткий период его полуэлиминации (6—8 мин) 
| 4 | . Однако нельзя исключать и того, что постоян-
ная и повышенная продукция СМП в посттравма-
тический период, продемонстрированная в некото-
рых исследованиях [1 | , может превышать ско-
рость их распада и создавать необходимые усло-
вия для реализации их действия. Проведенные 
нами исследования показали, что с увеличением 
тяжести ожога в период токсемии повышается 
не только уровень ИРИ, но и содержание СМП 
(табл. 3). Отсутствие в некоторых экспериментах 
повышения концентрации СМГ1 в крови не исклю-
чает возможность латентного усиления интенсив-
ности процессов образования СМГ1 после травмы 
и последующего взаимодействия этих пептидных 
фракций с мембранами эритроцитов, рецепторами 
инсулина и др. Таким образом, реальная концен-
трация СМП будет складываться из свободных и 
связанных пептидов. Можно предположить, что 
любые воздействия, способствующие освобожде-
нию СМП, например, из комплекса с рецептора-
ми, могут привести к увеличению концентрации 
СМП. Это предположение базируется на том, что 
для максимального биологического эффекта необ-
ходима занятость лишь 2 % рецепторов [5], т. е. 
существуют «запасные» рецепторы, способные слу-
жить в качестве депо СМП при усилении интенсив-
ности их образования. 

О потенциальной возможности СМП взаимо-
действовать с рецепторами инсулина свидетель-
ствуют данные специальных экспериментов, когда 
в стандартную инкубационную среду для опреде-
ления ИРИ вместо исследуемой крови были до-
бавлены возрастающие концентрации исследуе-
мых фракций СМП из крови обожженных живот-
ных (см. рисунок). Оказалось, что все фракции 
СМП примерно в равной степени обладали высо-
ким сродством к антисыворотке инсулина. Это сви-
детельствует о принципиальной возможности кон-
курентного взаимодействия эндогенно образую-
щихся СМП с инсулииом за рецепторные участки 
клеточных мембран. В свою очередь увеличение 
концентрации инсулина в крови может привести к 
уменьшению числа рецепторов по принципу «от-
рицательной кооперативности» в связи с увеличе-
нием скорости диссоциации гормона из комплекса 

Т а б л и ц а 3 

Уровень СМИ у больных с термическими ожогами разной 
степени тяжести 

Больные 
с термической 

тринмой 

Концентрация 
Индекс Время после СМП, 
Франка ожога, сут усл. ед. 

опт. пл. 

И. 60 7 0,265 
м. 75 7 0,210 
л . 90 7 0,470 
Ив. 105 4 0,636 
Ф. 105 2 0,600 
П.* 120 6 1,180 
ш.* 120 7 1,300 

П р и м е ч а н и е . Звездочка случаи с летальным 
ИСХОДОМ. 
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Влияние СМП из крови крыс с термической травмой на свя-
зывание |2Г)1-инсулина с антисывороткой. 
2, 3, 4 фракция СМП. Заштрихованные с т о л б и к и - - 20—30 мкг/мл, не-
заштрихованные 40- 60 мкг/мл пептидов. Представлены средние данные 
3- 4 измерений. 

инсулин рецептор. Таким образом, величина 
инсулинорезистентности в определенные периоды 
ожоговой болезни и КРТП может находиться в 
прямой зависимости от уровня СМП в крови. 

В целях коррекции этого состояния обоснован-
ным можно считать проведение гемокарбоперфу-
зии, способствующей элиминации СМП, и внутри-
венное введение глюкозы с гиперкоррекцией ин-
сулина, снимающее конкурентное ингибирование 
среднемолекулярными пептидами инсулиновых ре-
цепторов. 
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ALTERATION OF INSULIN CONTENT IN THERMAL AND 
C O M B I N E D RADIATION-THERMAL BURNS AND THE 
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Experimental and clinical s tudies demonst ra ted the 
occurrence of insulin resis tance within the initial period of 
bu rns and combined radiat iori- thermal impairment as well as 
dur ing the burns produced toxemia. Blood medium-weight 
molecular peptides may be essential in the regulat ion of insulin 
content as they exhibited a high affinity for insulin an t i serum 
and were able to cause competitive interaction with insulin 
for the receptor sites of cell membranes . 
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ВЛИЯНИЕ ВИТАМИНА D НА ДИФФЕРЕНЦИ-
РОВКУ КРОВЕТВОРНЫХ КЛЕТОК, СОДЕР-
ЖАНИЕ ЛИМФОЦИТОВ И ДРУГИХ КЛЕТОК 
КОСТНОГО МОЗГА И ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ У МЫШЕЙ 

Институт ядерных исследований АН Украины, Институт 
проблем онкологии им. Р. Е. Кавецкого АН Украины, Киев 

Известно, что витамин D, введенный в организм 
животных или образовавшийся в коже из 7-дегид-
рохолестерина фитохимическим или другим путем, 
в печени и почках претерпевает ряд последо-
вательных превращений с образованием биологи-
чески активных метаболитов, выполняющих в 
организме важные специфические функции [2, 
3, 8, 10, 12, 18—20]. Главный из них — гормон 
1,25-дигидроксивитамин D3 [ 1,25(ОН)2D3] — не 
только участвует в поддержании кальций-фос-
форного гомеостаза в организме, но и является 
мощным регулятором пролиферации и дифферен-
та ровки иммуиокомпетентных клеток, в частности 
лимфоцитов, клеток м оноцитар но-м а крофа га л ыю-
го ряда, продукции и секреции гормонов [ 4 7 , 
8, 15]. Он также оказывает нормализующее 
действие на фенотипические и функциональные 
особенности некоторых типов лейкозных кле-
ток |6] . 

Механизм действия витамина D3 в организме 
как гормона в основном ясен, а его рецепто-
ры обнаружены в большинстве тканей [4, 5, 8, 12]. 

В то же время в условиях достаточной обе-
спеченности витамином D и нормокальциемии в 
почках синтезируется преимущественно альтерна-
тивный метаболит — 24,25-дигидроксивитамин D3 
[24,25(ОН)2D3] |9, 15]. Его образование из 
25-оксивитамина D3 (250HD 3 ) стимулируется 
l ,25(OH)2D3 , гиперкальциемией и гиперфосфа-

темией |12, 13]. Роль альтернативного метаболи-
та 24,25(014)2D3 П О Л Н О С Т Ь Ю не выяснена. Этот 
метаболит удовлетворяет некоторым критериям 
гормона и обладает стимулирующей активностью 
в отношении образования и минерализации кост-
ной ткани [8, 9] . 24,25(OH) 2D 3 , особенно в 
сочетании с 1,25(ОН)2ПЬ, проявляет высокую 
эффективность при профилактике и лечении экс-
периментальной патологии [9]. Обнаружение спе-
цифических рецепторов этого метаболита в неко-
торых тканях, в частности эмбриональных, уста-
новление особенностей изменения транскрипции 
генов и продукции белков под его влиянием, 
выявление модулирующего действия этого метабо-
лита на рецепторное связывание l , 25 (OH) 2 D 3 



Т а б л и ц а 2 

Изменение показателей костномозгового кроветворения у нор-
мальных мышей линии BALB/c после введения витамина D ( 

Клетки костного 
мозга (10 9 /л ) Контроль Витамин D;) 

О б щ е е количество миелокарио-
цитов 1 5 , 6 0 ± 0 , 7 10 ,25±0 ,55* 

Незрелые нейтрофилы 0,11 ± 0 , 0 1 0 , 6 7 ± 0 , 1 4 * 
Зрелые нейтрофилы 5 , 0 5 ± 0 , 4 б 3 , 7 5 ± 0 , 4 1 * 
О б щ е е количество гранулоцитов 5 , 9 2 ± 0 , 5 3 4 , 9 0 ± 0 , 4 1 
Моноциты 0 , 1 5 ± 0 , 0 5 0,51 ± 0 , 0 2 * 
Лимфоциты 4 , 2 8 ± 0 , 4 4 3 , 1 8 ± 0 , 3 6 
Эритроидные клетки 2 , 4 8 ± 0 , 5 6 0 , 7 6 ± 0 , 1 1 * 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2 звездочка стати-
стически достоверные различия между показателями ( р < 0 , 0 5 ) . 

[8, 9, 11| позволяют обсуждать возможный 
механизм действия 24 ,25(OH) 2 D 3 в организме. 

В задачу настоящего исследования входило 
изучение влияния витамина D3 в повышенных 
дозах на дифференцировку кроветворных клеток, 
содержание лимфоцитов и других клеток костного 
мозга и периферической крови у иитактных 
мы шей. 

М е т о д и к а . Исследования проведены на 28 мышах ли-
нии B A L B / c и 20 гибридах B A L B / c X C 5 7 B I , полученных 
с экспериментальной базы Института проблем онкологии 
им. Р. Е. Кавецкого АН УССР. Масса тела животных 
20 22 г. В работе использовали синтетический витамин D3 , 
растворенный в масле. Этот препарат вводили перорально 
троекратно. Р а з о в а я доза составляла 3000 ME. Контроль-
ным животным вводили только масло. Материалом для ис-
следования служили клетки костного мозга, периферической 
крови и селезенки мышей. Показатели периферической крови 
определяли с помощью стандартных гематологических методов. 
При исследовании костного мозга содержание миелока-
риоцитов пересчитывали на объем бедренной кости. В окрашен-
ных по Романовскому- Паппенгейму мазках подсчитывали 
миелограмму. Д л я изучения действия витамина D.) на поли-
потентные стволовые кроветворные клетки костного мозга 
мышей применяли метод функционального их выявления 
по определению количества селезеночных колоний ( К О Е с ) по 
известному методу [211. Статистическую обработку получен-
ных данных производили на ЭВМ СМ-3 с использованием 
соответствующих программ. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В результа-
те проведенных исследований было обнаружено, 
что содержание стволовых кроветворных клеток 
(КОЕ с) (на 105 введенных клеток костного моз-
га) у мышей линии BALB/c после введения ви-
тамина D3 в указанных выше дозах составляет в 
контроле 23 ,60±2,75, а в опыте 34 ,70±4,73 . 
Это свидетельствует о некотором усилении коло-
ниеобразующей способности клеток костного моз-
га интактных мышей под влиянием повышенных 
доз витамина D3. 

Изучение гемограмм и миелограмм показало, 
что введение витамина D3 в таких дозах вызы-
вает незначительную лейкопению, а также некото-
рое снижение общего содержания клеток костного 
мозга у мышей (табл. 1). 

Кроме того, отмечается повышение числа незре-
лых нейтрофилов в костном мозге животных, 
получавших витамин D3. Однако общее содер-
жание гранулоцитов как в крови (табл. 2) , так и 
в костном мозге (см. табл. 1) практически 
не изменяется по сравнению с контрольными зна-
чениями. 

В то же время следует отметить, что введе-
ние витамина D3 вызывает существенную стиму-

ляцию моноцитопоэза, о чем свидетельствует 
повышение содержания моноцитов в костном мозге 
и периферической крови исследуемых животных 
(см. табл. 1 и 2) . Вероятно, витамин D3, вводи-
мый в указанных дозах, стимулирует дифферен-
цировку моноцитов. 

Изучение костномозгового кроветворения у мы-
шей показало, что высокие дозы витамина D3 
вызывают уменьшение эритроидного ростка кост-
ного мозга (см. табл. 1). При этом отме-
чается также тенденция к снижению числа лимфо-
цитов в костном мозге и крови исследуемых 
животных, что подтверждает известные данные об 
иммунусуирессивном действии массивных доз ви-
тамина D [7, 16, 17, 22]. 

Рассматривая возможный механизм действия 
повышенных доз витамина D3 в организме ин-
тактных животных, отметим, что факт участия 
гормона 1,25 (ОН) 2D3 в стимуляции роста и 
дифференцировки полипотентных костномозговых 
клеток, а также в усилении процесса образо-
вания макрофагальных (но не гранулоцитарных) 
колоний в стимуляции как пролиферации, так и 
фагоцитарной активности мононуклеаров |4- 6 | 
не вызывает сомнений. 

Однако из литературных данных [9, 15] из-
вестно, что при введении избыточных количеств 
витамина D3 интактпым животным, обеспеченным 
этим витамином, концентрация гормональной фор-
мы витамина D3 — l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 в организме 
не возрастает, а образуется преимущественно 
альтернативный метаболит — 24 ,25(ОН) 2 D 3 и про-
дукты его дальнейших превращений [9 | . 

Поэтому можно допустить, что эффект усиле-
ния колониеобразующей способности клеток кост-
ного мозга, а также моноцитопоэза интактных 
животных под влиянием избыточных количеств 
витамина D3 обусловлен реализацией специфиче-
ских функций метаболита 24 ,25(ОН) 2 D 3 , образую-
щегося в организме. При анализе механизмов, ле-
жащих в основе регуляторного действия 
24,25 (ОН) 2D3 на процессы дифференцировки 
кроветворных клеток, следует принять во внимание 
его свойство в почках превращаться в 
1,24,25(ОН)2D3 , который имеет сроство к рецеп-
торам l , 25 (OH) 2 D 3 , только в несколько раз ниже, 
чем сам гормон [8, 9] , а также способность 
24 ,25(OH) 2 D 3 В В Ы С О К И Х к о н ц е н т р а ц и я х с т и м у л и -
ровать увеличение концентрации клеточных рецеп-
торов l , 25 (OH) 2 D 3 , как это было показано в опы-
тах in vitro в культуре фибробластов [11]. 
Важно заметить, что 24,25 (ОН) 2D3 (диокси-
вит) [9] показал высокую эффективность в лече-
нии нарушений обмена Са и иммунитета при 

Т а б л и ц а 2 

Изменение показателей периферической крови у мышей линии 
B A L B / c после введения витамина D3 

Клетки крови 
(К)9/.") Контроль Витамин D.i 

О б щ е е количество лейкоци-
тов 8 , 4 2 ± 0 , 4 1 7 , 7 4 ± 0 , 7 9 

Палочкоядериые нейтрофилы 0 , 5 8 ± 0 , 0 8 0 , 3 3 ± 0 , 0 3 * 
Сегмеитоядерные нейтрофилы 1 ,53±0 ,11 1 ,03±0 ,2* 
Эозинофилы 0 , 1 2 ± 0 , 0 3 0 , 0 6 ± 0 , 0 1 * 
Моноциты 0 , 3 2 ± 0 , 0 5 0 , 9 4 ± 0 , 1 4 * 
Лимфоциты 5 , 7 3 ± 0 , 3 5 , 1 8 ± 0 , 8 2 



заболеваниях почек в стадии хронической почеч-
ной недостаточности. Необходимо указать, что 
биологические эффекты метаболитов витамина 
D3 24,25(OH) 2D 3 , 25QHD3 , 25,26 (ОН ) 2D 3 
в значительной степени обусловливаются их аф-
финностью в отношении рецептора l , 25 (OH) 2 D 3 
[5, 6, 8, 14]. Иммунотропной активностью обла-

дает не только гормональная форма витами-
на D3, но и 24,25(ОН) 2D 3 , как это было впер-
вые показано ранее [1 | . Не исключена возмож-
ность, что для оптимальной регуляции процес-
сов пролиферации и дифференцировки поли-
потентных костномозговых клеток, иммунокомпе-
тентных клеток моноцитарно-макрофагального 
ряда необходимо совместное действие по крайней 
мере двух основных дигидроксилированных мета-
болитов витамина D l , 25 (OH) 2 D 3 и 
24,25(ОН) 2D3. Такое взаимодействие указанных 
метаболитов возможно на уровне клеточных 
рецепторов [5, 6, 9] . 

Таким образом, можно заключить, что влияние 
повышенных доз витамина D3 на гемопоэз нор-
мальных мышей проявляется в некоторой стиму-
ляции кроветворения, в основном за счет уси-
ления моноцитопоэза и в незначительной степени 
гранулоцитопоэза, а также в выраженной тен-
денции к угнетению лимфоцитопоэза. 
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EFFECT OF VITAMIN D ON DIFFERENTIATION O F 
HEMOPOIETIC CELLS, ON CONTENT O F LYMPHOCYTES 
AND OTHER C E L L S IN MICE BONE MARROW AND 
P E R I P H E R A L BLOOD 

V. I. Palamarchuk, N. L Nikolaenko 

Inst i tute of Nuclear Invest igat ions, R. E. Kavetsky Inst i tute 
of Oncological Problems, Academy of Sciences of the LJkrainian 
SSR, Kiev 

Effect of vitamin D administered thrice in a dose of 
3,000 IU per injection, on hemopoiesis in healthy mice 
was expressed as a slight modera te st imulat ion of hemopoiesis, 
mainly due to an increase in content of monocytes and 
only slightly of granulocytes while lymphocytopoiesis w a s 
distinctly inhibited. 
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В 1988 г. было опубликовано, что в нашей стране 
за последние 10 лет число больных сахарным 
диабетом увеличилось в 2 раза |1] . В настоящее 
время проблема диабета стала одной из острых 
в современной медицине. 

Явление роста заболеваемости диабетом свиде-
тельствует о возникновении определенных усло-
вий, способствующих понижению резистентности 
организма к факторам риска, провоцирующим 
диабет. В связи с этим возник вопрос о возмож-
ном значении изменения характера питания в раз-
витии указанного явления. Известно, что при 
инсулинзависимом диабете в организме живот-
ных |7, 8] и людей |9] и при гиповитаминозе А у 
животных [3] возникает одно и то же явление 
депрессия функции противосвертывающей си-
стемы. Упомянутые обстоятельства послужили ос-
нованием для экспериментального изучения влия-
ния пищевого фактора — витамина А — на про-
цесс возникновения инсулинзависимого диабета 
у животных. 

М е т о д и к а . Работа была проведена на 140 беспород-
ных самцах крыс массой 250—300 г. Диабет вызывали 
путем внутривенного введения аллоксана (фирма «Спофа», 
Чехо-Словакии) в дозе 40,0 мг/кг в 0,85 % растворе NaCl. 
Взятие крови осуществлялось из яремной вены. Кровь 
стабилизировали 3,8 % раствором цитрата натрия в соотно-
шении 9:1. Определение сахара в крови производили 
методом |2] . Активность естественного диабетогенного фак-
тора устанавливали методом [6]. Уровень содержания ге-
парина в крови определяли по методу [11]. Д л я внутриже-
лудочного введения зондом витамина А использовали ком-
мерческий препарат ретинола ацетат, содержащий в 1 мл 
масляного раствора 100 000 ME витамина А. В эксперимен-
те был использован синтетический рацион [10], не содержав-
ший витамина А. Результаты опытов подвергали стати-
стической обработке по методу Фишера Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Предвари-
тельные эксперименты были проведены на кры-
сах, находившихся на естественном лаборатор-
ном рационе. 
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Выжившие животные (Л) и сохранившие нормальный 
уровень сахара в крови (Б) после внутривенного введении алло-
ксана, содержавшиеся на естественном лабораторном ра-
ционе и при введении витамина А (в %) 

Период после введения аллоксана, дни 
Условия 7- й 14 -й 21 -й эксперимента й 14 21 

Д Б А Б А Б 

Естественный лабора-
торный рацион 57,2 12,5 50,0 14,3 50,0 14,3 

Естественный лабора-
торный рацион + ви-
тамин А 100 57,1 85,8 47,7 85,8 50,0 

В первом опыте (см. таблицу) 14 крысам в 
течение 20 дней ежедневно вводили в желудок 
подсолнечное масло в количестве 0,5 мл/200 г. 
Другой такой же группе крыс в тех же усло-
виях вводили 0,5 мл подсолнечного масла, но с 
добавлением в него витамина А в дневной дозе, 
равной 750 ME. На 20-й день опыта всем 
животным обеих групп была сделана внутривен-
ная инъекция аллоксана в дозе 40 мг/кг. Было 
установлено, что в группе крыс, не получав-
ших дополнительной дозы витамина А к рациону, 
на 7, 14 и 21-й дни после инъекции аллоксана 
выживало 57, 50 и 50 % животных соот-
ветственно. В группе же животных, получавших 
дополнительно к рациону витамин А, на 7, 14 и 21-й 
дни после инъекции аллоксана выживало соот-
ветственно 100, 86 и 86 % животных. 

В тех же условиях был проведен второй опыт, 
направленный на изучение степени развивающей-
ся гипергликемии после инъекции аллоксана в 
зависимости от добавления к естественному рацио-
ну витамина А. Из данных таблицы видно, 
что у животных, находящихся на естественном 
лабораторном рационе с добавлением витамина А, 
наблюдается сохранение физиологического уровня 
сахара в крови 57,1, 47,7, 50,0 % соответственно 
на 7, 14 и 21-й дни после введения аллоксана. 
В тех же условиях у животных, не получав-
ших витамин А, это явление наблюдалось только 
у 12,5, 14,3, 14,3% соответственно. 

Результаты опытов, представленных в табли-
це, свидетельствуют, что добавление к естественно-
му лабораторному рациону витамина А в 1,7 раза 
повышает выживаемость животных после введе-
ния аллоксана и более чем в 3 раза устой-
чиво предохраняет от развития гипергликемии. 

Наиболее показательный результат был получен 
в опыте на животных, предварительно нахо-
дившихся 10 дней на синтетической диете, не со-
державшей витамина А. Животные были с 11-го 
дня опыта разделены на две равные группы, в 
одной из которых крысам начали ежедневно 
вводить желудочным зондом подсолнечное масло 
в количестве 0,5 мл, а в другой то же масло, 
но с добавлением витамина А в суточной дозе 
250 ME в течение 14 дней, после чего при со-
хранении этой процедуры всем животным был 
внутривенно введен аллоксан. Как видно из рис. 1, 
на 4-й день после инъекции аллоксана у крыс обеих 
групп возникла гипергликемия, которая у живот-
ных не получавших витамина А, достигла макси-
мума к 7-му дню и устойчиво сохранялась 
до конца наблюдений, длившихся 28 дней. В то же 

время у крыс, систематически получавших вита-
мин А, также возникшая гипергликемия на 
4-й день после инъекции аллоксана полностью 
исчезла к 7-му дню и нормальное содержание 
сахара в крови устойчиво наблюдалось до конца 
опыта, продолжавшегося 28 дней. 

Полученные данные свидетельствуют о разви-
тии устойчивого диабета у животных, не получав-
ших витамин, и полной профилактике от разви-
тия диабета у крыс, систематически получав-
ших витамин А. Это заключение было под-
тверждено анализом плазмы крови подопытных 
животных на содержание эндогенного естествен-
ного диабетогенного фактора, который, как пра-
вило, выявляется при развитии и течении инсу-
линзависимого диабета [8 | . Из данных рис. 2 сле-
дует, что у животных, не получавших витамин А, 
на 4-й день после инъекции аллоксана был об-
наружен в плазме крови естественный диабето-
генный фактор, активность которого сохраня-
лась в течение 21 дня наблюдений. В то же время 
у крыс, получавших витамин А, активность диабе-
тогенного фактора полностью отсутствовала в вы-
шеуказанные сроки после введения аллоксана. 
Этот факт свидетельствует, что профилактическое 
действие витамина А защищает организм не толь-
ко от токсического действия аллоксана на 
функцию [3-клеток поджелудочной железы, но и от 
возникновения в организме естественного диабе-
тогенного фактора, присущего инсулинзависимому 
диабету [8 | . 

В последующем эксперименте было установлено, 
что у животных при длительном (2- 8 мес) аллок-
сановом диабете не наблюдалось изменения сте-
пени гипергликемии крови при нахождении в 
течение 28 дней на синтетической диете, обо-
гащенной витамином А. Этот эффект свидетель-
ствует, что только профилактическое обеспе-
чение витамином А защищает организм от дей-
ствия факторов риска, провоцирующих развитие 
диабета. 

Рис. J Рис.2 

Рис. 1. Содержание сахара в крови у животных после инъекции 
аллоксана. 
По оси абсцисс время после введения аллоксана, сут; но оси ординат 
концентрация сахара, мг%. / животные с гиповитаминозом Л; 2 живот-
ные, получавшие витамин Д. 

Рис. 2. Степень гипергликемического ответа на активность 
диабетогенного фактора при внутривенном введении здоро-
вым крысам плазмы крови подопытных животных. 
По оси ординат - концентрация сахара в крови, мг%. и кровь, взятая 
на 4-й день после инъекции аллоксана; б кровь, взятая на 21-й день 
после инъекции аллоксана. / исходное содержание сахара в крови здоровых 
крыс-реципиентов; 2 содержание сахара в крови крыс-реципиентов после 
инъекции им плазмы крови, взятой у животных с гиповитаминозом А; 3 -
содержание сахара в крови здоровых крыс-реципиентов после инъекции им 
плазмы крови, взятой у животных, получавших витамин Д. 
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Возникает вопрос о механизме защитного дей-
ствия витамина А при развитии диабета. Известно, 
что гепарин является агентом, нейтрализующим 
токсическое действие естественного диабетогенно-
го фактора [4, 5, 7—9]. Можно предположить, 
что при действии витамина А в организме 
происходит повышение концентрации эндогенного 
гепарина в крови. Однако это предположение не 
оправдалось при экспериментальной проверке. 
Полученные данные позволяют допустить, что до-
статочное содержание витамина А в организме 
повышает устойчивость [3-клеток к токсическому 
действию диабетогенных факторов риска. 

В итоге полученных экспериментальных данных 
установлено, что гиповитаминоз А обусловливает 
повышенную заболеваемость инсулинзависимым 
диабетом животных при действии аллоксана. 
При систематическом же профилактическом обе-
спечении животных витамином А диабет не воз-
никал, несмотря на действие аллоксана в тех же 
дозах. Это свидетельствует, что при недостатке 
витамина А в организме снижается резистент-
ность к действию токсических диабетогенных фак-
торов риска. 

Исходя из полученных данных, можно допу-
стить, что повышение заболеваемости населения 
инсулинзависимым диабетом обусловлено, воз-
можно, недостаточной обеспеченностью витами-
ном А. 
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VITAMIN A: P R E V E N T I V E E F F E C T IN A B O L I S H I N G T H E 
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D E N T D I A B E T E S IN A N I M A L S 
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M. V. Lomonosov S t a t e Univers i ty , Moscow. 

Vi tamin A deficiency cont r ibu ted to higher incidence of 
abno rma l i t i e s in exper imenta l a n i m a l s with insu l in -dependen t 
d iabe tes induced by a l loxan . However , the s imi lar closes of 
a l loxan did not c ause d iabe tes in the a n i m a l s ma in ta ined 
on a diet con ta in ing a d e q u a t e a m o u n t s of vi tamin A used 
for prophylac t ic pu rposes for a long time. The n a t u r a l 
d iabe togenic factor specific to in su l in -dependen t d iabe tes w a s 
not found in the blood s e r u m of these an ima l s . 
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СИСТЕМЫ РЕГУЛЯЦИИ УРОВНЯ Са2+, ЦИК-
ЛИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ И ОБРАТНОЕ 
ПОГЛОЩЕНИЕ НЕЙТРОТРАНСМИТТЕРОВ В 
ИЗОЛИРОВАННЫХ НЕРВНЫХ ОКОНЧАНИЯХ 
КОРЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС В УСЛО-
ВИЯХ РАЗВИТИЯ ИНФАРКТА МИОКАРДА 

З а п о р о ж с к и й медицинский ииститут 

Развитие инфаркта миокарда сопровождается 
рядом нарушений высшей нервной деятельности, 
начиная от невротических расстройств и кончая 
психозами [15]. 

В экспериментальных исследованиях показано 
наличие метаболических изменений в головном 
мозге, сопровождающих возникновение очага нек-
роза в сердечной мышце [3, 33, 36]. Учиты-
вая, что среди основных молекулярных меха-
низмов, лежащих в основе ассоциативного пове-
дения, важная роль принадлежит системам 
регуляции уровня С а 2 + и циклических нуклеоти-
дов нервных окончаний коры головного мозга [ 14|, 
нами в условиях моделирования инфаркта мио-
карда были исследованы ряд ферментов, прини-
мающих участие в работе этих систем, потен-
циалзависимое поглощение Са 2 + , а также процесс 
обратного поглощения норадреналина, дофамина 
и серотонина из синаптической щели. Обрат-
ное поглощение является основным механизмом 
удаления нейротрансмиттеров из синаптической 
щели [22] и наряду с процессами, влияющими 
на высвобождение, определяет количество нейро-
трансмиттера, воздействующего на синаптические 
рецепторы. 

В отдельной группе животных инфаркт миокар-
да воспроизводили после перенесенного стресса, 
играющего важную роль в этиологии и пато-
генезе данного заболевания [16]. 

М е т о д и к а . В работе использовали самцов крыс линии 
Вистар массой 150—180 г. Животных разделили на следую-
щие группы: 1-я интактные; 2-я — крысы с инфарктом 
миокарда, исследования у которых проводили через 48 ч 
после перевязки коронарной артерии, выполненной под 
эфирным наркозом по методу |32 ) ; 3-я крысы с инфарктом 
миокарда, оперированные через сутки после перенесенного 
эмоционально-болевого стресса, воспроизведенного в виде 
некроза тревоги по методу [18], у которых исследования 
проводили через 48 ч после перевязки коронарной артерии. 

Э в т а н а з и ю осуществляли путем декапитации. 
Сииаптосомы получали дифференциальным центрифугиро-

ванием в градиенте плотности сахарозы [17]. Синаптические 
мембраны получали после осмотического шока синапто-
сом [12]. Активность аденилатциклазы синаптических мембран 
измеряли по образованию 3 2 Р - ц А М Ф из а - 3 2 Р - А Т Ф по ме-
тоду [21]. Суммарную активность мембранно-связанных и 
растворимых фосфодиэстераз цАМФ синаптосом после их од-
нократного з а м о р а ж и в а н и я в жидком азоте и р а з м о р а ж и в а -
нии измеряли, используя 3гН-цАМФ, по методу |23] в моди-
фикации [1]. Суммарную активность растворимой и 
мембранно-связаниой гуанилатциклазы в синаптосомах опре-
деляли по методу [34]. Инкубационная среда с о д е р ж а л а 
0,1 % тритона Х-100. О б р а з о в а в ш и й с я ц Г М Ф определяли 
радиоиммунологическим методом с помощью наборов «Cyclic 
G M P RIA kit» ( « A m e r s h a m » , Англия) . Число ^-адрено-
рецепторов синаптических мембран оценивали по связы-
ванию 3 Н-дигидроалпренолола ( 3 H - D H A ) согласно | 24 | с 
некоторыми модификациями [10] при насыщающей концентра-
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 

Активность Mg, Са-АТФазы и потенциалзависимое накопление 
Са2 + в синаптосомах коры головного мозга крыс при различ-
ных вариантах воспроизведении инфаркта миокарда 

Показатель Интактные 
животные 

Инфаркт 
миокарда 

Стресс + 
инфаркт 

Mg, Са-АТФаза , 
нмоль Р н на 1 мг 
белка в 1 с 1 7 ± 5 16 ,0±2 2 1 , 0 ± 6 

Потенциалзависимое 
поглощение С а 2 + , 
пмоль на 1 мг белка 

в 1 с 118±55 105±57 194±110 

П р и м е ч а н и е . Число животных в группах 5—7. 

ции лиганда, равной 30 пМ. Определение активности Mg, 
Са-АТФазы синаптосом проводили по методу 17]. Д л я иссле-
дования потенциалзависимого накопления Са2"^" синаптосома-
ми использовали 4 5 С а 2 + согласно [30| при калиевой деполя-
ризации в течение 2 с. Поглощение нейротрансмиттеров 
синаптосомами исследовали по [31], используя 3Н-норадре-
налин, 3Н-дофамин и :,-Н-серотонин. Д л я расчёта сродства 
переносчика к норадреналину (Кгп) и максимальной скорости 
переноса (V r n a x) строили график Лайнуивера- Берка. Содер-
жание лактата в синаптосомах определяли ферментативным 
методом с помощью наборов фирмы «Boehringer» (Германия) . 
Белок определяли по [25] при добавлении дезоксихолата. 
Д л я построения калибровочной кривой использовали бычий 
сывороточный альбумин. 

Статистическую обработку проводили используя критерий I 
Стыодента. 

Реактивы: <х-32Р-АТФ, *Н-цАМФ, 3H-DHA, 3гН-норадрена-
лин, 3Н-5-гидрокситриптамин, 3Н-дофамин («Amersham», 
Англия) , 4бСаС1г («Изотоп», С С С Р ) , иропранолол, АТФ, 
трис-HCl, цАМФ MgCI-2 в экспериментах по определению 
аденилатциклазы и при изучении связывания 3H-DHA («Sig-
ma», США) , АТФ, трис, серотонии, ЭДТА («Reanal», 
Венгрия), L-норадреналин, паргилин-HCl («Serva», CILIA), 
аскорбиновая кислота («Мегск», Германия), изобулметил-
ксантин («Calbiochem»), дофамин-HCI («Loba Chemie», 
Австрия), креатинкиназа, креатинфосфат («Boehringer», 
Германия) . 

Остальные реактивы производства «Реахим» (СССР) ква-
лификации х. ч. и ч. д. а. Сахарозу дополнительно очищали 
перекристаллизацией из этанола. При изучении связывания 
3H-DHA и накопления Са использовали фильтры G F / C «What-
man» (Англия), при изучении поглощения норадреналина 
фильтры «Синпор» (Чехо-Словакия) , d 0,40 мкм, при изуче-
нии поглощения дофамина и серотонина фильтры 
«Владипор» ( С С С Р ) , d 0,70 мкм. 

Концентрацию ионов С а 2 + , M g 2 + и Мп2"1" уточняли титро-
ванием с ЭДТА в присутствии индикатора эриохрома 
черного. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Установле-
но, что при развитии инфаркта миокарда не 
происходит изменений потенциалзависимого на-
копления С а 2 + синаптосомами мозга крыс по 
сравнению с интактными животными (табл. 1). 

Исследование ферментативных систем, участ-
вующих в процессах транспорта С а 2 4 из нервного 
окончания во внеклеточное пространство, пока-
зывает, что активность Mg, Са-АТФазы на 
2-е сутки после воспроизведения инфаркта мио-
карда также не отличается от таковой интактных 
животных (см. табл. 1). В то же время ранее 
было показано, что активность Na, К-АТФазы, 
создающей градиент N a + , используемый для 
N a + / С а 2+-обмена, направленного на выброс Са 2 + 
из клетки [20], на 2-е сутки после инфаркта 
миокарда достоверно снижается на 25 % по срав-
нению с интактными крысами [6], что создает 
предпосылки для повышения концентрации С а 2 + 

внутри клетки. Повышение концентрации этого 
иона выше критических значений инициирует 
каскад реакций, ведущих к расстройствам мета-
болизма вплоть до гибели клетки [28]. 

Наряду с ионами С а 2 + важная роль в молеку-
лярных основах поведения и памяти принадле-
жит системе циклических нуклеотидов. Модели-
рование инфаркта миокарда сопровождалось тен-
денцией к снижению содержания |3-адреноре-
цепторов синаптических мембран, являющихся 
начальным звеном аденилатциклазного комплек-
са. Базальная активность аденилатциклазы, а так-
же суммарная активность фосфодиэстераз цАМФ 
достоверно не изменялись (табл. 2). Наблю-
дался рост активности гуанилатциклазы, хотя это 
изменеиие не было достоверным (см. табл. 2) . 

Нарушения метаболизма нервных окончаний 
при инфаркте миокарда отражаются и на погло-
щении отдельных нейротрансмиттеров. Обратное 
поглощение норадреналина достоверно не изме-
няется (табл. 3). В то же время инфаркт мио-
карда сопровождается резкой активацией процес-
са обратного поглощения дофамина и серото-
нина (см. табл. 3) . 

Совокупность отмеченных изменений в систе-
мах регуляции транспорта С а 2 + в нервных 
окончаниях коры мозга и нарушения обратного 
поглощения нейротрансмиттеров, тесно связанных 
с поведенческими реакциями [26| , вносят свой 
вклад в развитие нарушений ВИД, отмечен-
ных нами в экспериментах на крысах [4| . 

Оценивая роль перенесенного стресса в наруше-
нии метаболизма синаптосом при инфаркте 
миокарда, следует отметить, что развитие инфарк-
та миокарда после стресса не изменяет потенциал-
зависимого накопления Са2 + (см. табл. 1). Про-
веденные ранее эксперименты показали, что при 
данном варианте развития инфаркта миокарда 
наблюдается достоверная, на 30 % активация 
Na, К-АТФазы по сравнению с его традицион-
ным вариантом [6], что должно способствовать 
усилению выброса С а 2 + из нейрона за счет 
системы N a + / С а 2 + - о б м е н а . Этому же способ-
ствует тенденция к росту активности Mg, Са-
АТФазы (см. табл. 1). 

Таким образом, предшествующий стресс создает 
условия для усиления выхода С а 2 + из нервного 

Т а б л и ц а 2 

Количество p-Адренорецепторов, активность аденилатциклазы 
синаптических мембран, гуанилатциклазы и фосфодиэстеразы в 
синаптосомах коры головного мозга крыс при различных ва-
риантах воспроизведения инфаркта миокарда 

Показатель Интактные 
животные 

Инфаркт 
миокарда 

Стреес-f 
-f инфаркт 

р - Ад р е но ре це ri то р ы, 
фмоль 3H-DHA на 
1 м г бел ка 334 ± 1 8 2 8 4 ± 6 9 2 4 3 ± 4 3 

Аденилатциклаза, 
пмоль цАМФ на 
1 мг белка в 1 мин 51,3 ± 4 , 0 6 8 , 7 ± 6 , 9 81 ,6±3 ,3* 

Гуанилатциклаза, 
пмоль цГМФ на 
1 мг белка в 1 мин 16,3±2,0 

Фосфодиэстераза, 
нмоль цАМФ на 1 мг 
белка в I мин 2 3 2 ± 3 0 

3 1 , 0 ± 7 , 0 11 ,8±2,5 

245 ± 3 2 155 ± 4 3 

П р и м е ч а н и е . Число животных в группах 4—6. Звездоч-
ка р < 0 , 0 1 в сравнении с интактными. 
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Т а б л и ц а 3 
Поглощение нейротрансмиттеров синаптосомами коры головно-
го мозга крыс при 
инфаркта миокарда 

р аз л и ч н ы х в а р и а н та х вое 11 ро из веде н и я 

Нейротрансмиттер Интактные 
ж и потные 

Инфа ркт 
миокарда Стресс -f- инфа ркт 

Норадреналин 
(V ), нмоль 
на 1 мг белка 
в I м и н 

Дофамин, пмоль 
на I мг бел-
ка в 1 мин 

Серотонин, 
пмоль на 1 мг 
белка в 1 мин 

7 ,36±1 ,2 

1,15±0,1 

7 ,87±2,1 7,02 =t 1,9 

2 , 4 ± 0,26** 1,16±0,27* 

0 ,18±0 ,02 0 ,94±0,07** 0 ,86±0 ,11 ** 

П р и м е ч а н и е . При расчете величин К т и V m a x для 
норадреналина использовали следующие его концентрации: 
0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 мкМ. Значения К т (1,3 мкМ у интактных 
крыс) не показаны. Обратное поглощение серотонина исследо-
вали при его концентрации 20 пМ, дофамина 0,1 мкМ. 
Число животных в группах 4 6. Одна звездочка — /?<0,05 
в сравнении с инфарктом миокарда, две - /?<(),() 1 в сравнении 
с интактными животными. 

окончания и способствует снижению его внутри-
клеточной концентрации в отличие от традицион-
ного варианта развития инфаркта миокарда. 

Следует отметить, что предшествующий стресс 
углубляет наблюдаемые при традиционном ва-
рианте инфаркта миокарда тенденции в измене-
нии активности аденилатциклазы. Активация 
данного фермента с тенденцией к снижению ак-
тивности цАМФ-фосфодиэстеразы будут созда-
вать условия для повышения уровня цАМФ в 
нервных окончаниях. Активность гуанилатцикла-
зы, синтезирующей цГМФ, который по своим 
эффектам в ряде случаев является антаногистом 
цАМФ [37| , снижалась, хотя и не достигала 
статистически достоверных различий (см. табл. 2) . 

Известно, что стресс приводит к снижению 
уровня АТФ в коре мозга [11, 19], что связа-
но, скорее всего, с гипоксией. Показано также, 
что гипоксия приводит к накоплению цАМФ в 
нейронах головного мозга [35]. Исходя из данных 
работы [9| о повышении резистентности нейронов 
к гипоксии при увеличении в них уровня 
цАМФ, можно предположить, что активация 
аденилатциклазы в наших экспериментах будет 
способствовать защите нейронов от гипоксиче-
ского повреждения, возможно, за счет снижения 
их возбудимости [13] или же иных механизмов. 
Принимая во внимание данные о том, что 
одним из основных факторов повреждения нейро-
нов при гипоксии является ацидоз с накопле-
нием лактата [27], мы исследовали его содер-
жание в синаптосомах. Правомерность исследо-
вания лактата в синаптосомах, так же как и ряда 
показателей энергетического обмена, доказывают 
данные о тесной корреляции между указанными 
показателями в синаптосомах и ткани моз-
га [29]. 

Развитие инфаркта миокарда сопровождалось 
значительным подъемом содержания молочной 
кислоты в синаптосомах, которое на 68 % пре-
вышает показатели интактных животных (см. ри-
сунок). Это согласуется с обнаруженным ранее 
увеличением утилизации пирувата в лактатдегид-
рогеназной реакции при инфаркте миокарда [5]. 

Л а к т а т синаптосом (в нмоль/мг белка) мозга крыс при 
различных вариантах воспроизведения некроза миокарда 
(М±т). 
I - интактные; 2 — инфаркт миокарда; 3 с трссс - fинфаркт . Звездочка 
р<.0,05 в сравнении с интактными крысами. 

При воспроизведении инфаркта миокарда после 
перенесенного стресса наблюдалась выраженная 
тенденция к снижению содержания лактата в 
синаптосомах (см. рисунок), что согласуется с 
высказанным предположением о защитной роли 
активации аденилатциклазы. 

Перенесенный стресс, предшествующий инфарк-
ту миокарда, оказывает влияние и на обрат-
ное поглощение нейротрансмиттеров. Отмечены 
нормализация поглощения дофамина и повыше-
ние обратного захвата серотонина (см. табл. 3) . 

Таким образом, наибольшие изменения исследо-
ванных показателей метаболизма синаптосом на-
блюдаются в остром периоде традиционного ва-
рианта развития инфаркта миокарда. Эти изме-
нения выражаются в нарушении систем, опре-
деляющих уровень Са 2 + , резком повышении содер-
жания молочной кислоты и нарушении обратного 
поглощения нейротрансмиттеров в отличие от раз-
вития инфаркта после перенесенного стресса. 

По-видимому, отмеченная нормализация ряда 
показателей, характеризующих состояние пре-
синаптических нервных окончаний коры головного 
мозга, является следствием адаптации нейронов 
головного мозга к воздействию неблагоприят-
ных факторов [8]. В случае развития инфаркта 
миокарда такими факторами наряду с другими 
являются эмоциональный и болевой раздражите-
ли, а также циркуляторная гипоксия мозга, 
связанная с возникновением сердечной недоста-
точности или нарушениями ритма сердца, часто 
осложняющими данное заболевание |2] . В этой 
связи следует отметить полученные нами ранее 
данные о более быстрой нормализации содер-
жания АТФ в коре мозга к концу острого периода 
инфаркта миокарда в случае развития его после 
стресса в сравнении с традиционным вариан-
том [11]. Детальное выяснение механизмов влия-
ния перенесенного стресса на метаболизм нервных 
окончаний коры головного мозга при развитии 
инфаркта миокарда, а также на показатели 
ВИД, течение и прогноз заболевания требуют 
проведения дальнейших исследований. 

Авторы выражают глубокую признательность 
И. С. Филиной за техническую помощь, ока-
занную при выполнении данной работы. 
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T H E SYSTEMS REGULATING THE LEVELS O F C a 2 + , 
CYCLIC NUCLEOTIDES AND REVERSE ABSORPTION O F 
N E U R O T R A N S M I T T E R S IN ISOLATED NERVE E N D I N G S 
O F RAT BRAIN CORTEX IN D E V E L O P E D MYOCARDIAL 
INFARCTION. 

V. P. Skurygin, V. V. Davydov 

Medical Institute, Zaporozhye 

The systems regula t ing the levels of C a 2 + - M g 2 C a 2 + -
A T P a s e and potential-dependent absorption of C a 2 + as well 
a s content of cyclic nucleotides, р-adrenoreceptors , activities 
of adenylate- , guanyla te cyclases and phosphodiesterase were 
s tudied in the synaptosomes of ra t brain cortex in evolving 
myocardia l infarction. In addition, reverse absorption of noradre-
naline, dopamine and serotonin was studied. In one of the animal 
g roups myocardial infarction was s imulated af ter s t ress . 
The myocardial infarction, affect ing the sys tems of C a 2 + regula-
tion, caused an increase in reverse absorption of dopamine 
a n d serotonin s imultaneously with accumulat ion of lactate 
in the synaptosomes. In myocardial infarction developed 
a f t e r s t ress adenylate cyclase was activated, reverse absorp-
tion of dopamine was decreased and the content of lactate 
tended to decrease as compared with the infarction formed 
without s t ress effects. 
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С. В. Тришкин, В. А. Кузнецов, К. Б. Винницкая 

ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ XOJ1И НАЦЕТИЛ-
ТРАНСФЕРАЗЫ В ТКАНЯХ СЕРДЦА 

Научный центр хирургии РАМН, Москва, Московская меди-
цинская академия им. И. М. Сеченова 

Ацетил-КоА: холин-О-ацетилтрансфераза, или 
холинацетилтрансфераза (ХАТ; КФ 2.3.1.6) 
фермент, специфически синтезирующий in vivo 
один из основных нейромедиаторов — ацетил-
холин (АХ) — путем катализа обратимой реак-
ции переноса ацетильной группы с ацетилкофер-
мента А (АцКоА) на холин, которая в равнове-
сии сдвинута в сторону образования АХ: 

А ц К о А + х о л и н = К о А + А Х . 

Механизмы реакции рассмотрены в [15, 20). 
Возможное обратимое действие ХАТ показано в 
[13, 14]. 

ХАТ присутствует в центральной и перифери-
ческой нервной системах, в органах с холинер-
гической иннервацией (скелетные мышцы, сердце, 
желудок и кишечник) и в некоторых тканях, не 
имеющих иннервации (плацента, тромбоциты, 
сперма) [8, 9, 16, 17, 20]. В органах с холинер-
гической иннервацией ХАТ сосредоточена в соот-
ветствующих нервных окончаниях. Гистохимиче-
ские исследования и анализ субклеточных фрак-
ций нервной системы показывают, что ХАТ 
преимущественно локализована в цитоплазме, 
однако может легко присоединяться к мембра-
нам, в частности к наружной поверхности мембран 
синаптосом, вследствие разницы зарядов и нахо-
диться в растворимой и мембранно-связанной 
формах [6, 7, 20]. Мембранно-связанная форма 
ХАТ солюбилизируегся при ионной силе и рН сре-
ды, близких к физиологическим значениям, и в 
присутствии детергентов. Физико-химическими ме-
тодами (электрофорез в полиакриламидном ге-
ле, жидкостная хроматография, изоэлектрофоку-
сирование) показано существование нескольких 
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Рис. I. Хроматограмма | 4С-радиоактивности инкубированных 
проб гомогената цельного сердца на колонке с 300 мкл 
смолы Дауэкс 1X4 (100 200 меш) в Ац -форме. 
Здесь и на рис. 2 и 3: по оси абсцисс — дистиллированная вода, мл, по оси 
ординат- радиоактивность, ими/мин; / -пробы инкубированы с субстрат-
ным раствором I, 2 — пробы инкубированы с субстратным раствором 2 
(см. методику) 

молекулярных форм ХАТ и ее агрегатов у не-
которых видов животных и человека [7, 20]. 

Активность ХАТ может являться одним из кри-
териев комплексной оценки уровня активности 
холинергической системы и использоваться для ис-
следования взаимодействия симпатических и пара-
симпатических воздействий на органы и ткани, 
что необходимо для изучения патогенеза нару-
шения их функций и выработки соответствую-
щих подходов к устранению этих нарушений. 
Таким образом, оценка активности ХАТ имеет 
большое научное и практическое значение в ис-
следовании механизма действия фармакологиче-
ских веществ и изучении механизмов реабили-
тации больных с нарушениями деятельности сер-
дечно-сосудистой системы. 

В настоящее время для определения активно-
сти ХАТ обычно используют радиометрические 
методы анализа. Подробный обзор радиоизотоп-
ных методов определения активности ХАТ дан в 
[5]. При измерении активности ХАТ в мышечных 
тканях, основанном на регистрации |4С-АХ, синте-
зированного из мС-АцКоА и холина, существенные 
помехи может накладывать карнитинацетилтранс-
фераза, также способная in vitro неспецифически 
синтезировать АХ [18, 19]. Для определения 

Рис. 2. Хроматограмма мС-радиоактивности инкубироваииых 
проб гомогената цельного сердца на колонке с 500 мкл смо-
лы Дауэкс 1X4 (100 200 меш) в Ац -форме. 

Рис. 3. Хроматограмма | 4С-радиоактивности инкубированных 
проб гомогената цельного сердца на колонке с 700 мкл смолы 
Дауэкс 1X4 (100—200 меш) в Ац -форме. 

специфической активности ХАТ используют спе-
цифические ингибиторы ХАТ: сложные эфиры хо-
лина бром-, йод- и хлоруксусной кислот, (2-
бензоил) -триметиламмоиий, 4 (1 -нафтилвинил) -
пиридин [9, 16 -20]. Активность ХАТ оценивают 
по разнице радиоактивности между общим и ин-
гибиторчувствительным синтезом. 

Нами предлагается модификация [4| метода 
радиоизотопного анализа ХАТ, описанного в [10 
12| и [5, 18, 19|, основанная на замене разде-
ления субстрата , 4С-АцКоА и продукта фермент-
ной реакции 14С-АХ (с помощью экстракции 
раствором тетрафенилбората натрия в органиче-
ском растворителе) на анионообменную хрома-
тографию. 

Разработку метода проводили в следующих 
направлениях: подбор противоиоиной формы смо-
лы, определение объема смолы и объема элюи-
рующей жидкости, определение величины фонов 
и специфичности реакции, определение зависи-
мости активности ХАТ от степени разведения, 
определение кинетической характеристики ХАТ в 
желудочках и предсердии, сравнение предлагае-
мого метода и метода Фоннума Тучека. 

Для подбора противоионной формы Дауэкс 
1X4 100—200 меш в С1"-форме (700 мкл) 
переводили в гидрокси-, глицинат- и ацетат-фор-
мы. Проинкубированные пробы наносили на ко-
лонки и элюировали 700 мкл дистиллированной 
воды. Уровень радиоактивности в элюатах соста-
вил 147 + 2, 14284=238 и 3 2 0 3 ± 1 6 имп/мин соот-
ветственно. Низкий выход радиоактивности с ко-
лонок в гидрокси- и глицинат-формах, по-види-
мому, обусловлен щелочным гидролизом АХ и свя-
зыванием 14С-ацетил-аиионов со смолой, а ацетат-
ные противоионы оптимально защищают АХ от 
гидролиза, уступают места связывания фосфат-
ным группам мС-АцКоА и конкурентно обме-
ниваются со свободно гидролизованными 14С-
ацетил-анионами АцКоА. В связи с этим во 
всех последующих экспериментах Дауэкс 1X4 
(100—200 меш) был использован в ацетатной 
форме (Ац" -форма) . 

Элюаты инкубированных проб фракционирова-
ли на колонках объемом 300, 500 и 700 мкл 
дистиллированной водой в пределах 5 объемов 
смолы (рис. 1—3). Оптимальными условиями для 
выделения продукта реакции является его элюиро-
вание 700 мкл дистиллированной воды с 500 мкл 
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Т а б л и ц а 2 

Соотношение уровней активности (в pacri/мин) фонов и фер-
ментов гомогената предсердий (инкубации 15 мин) 

ВгАХ- Об т а я 
Активность чувстви- актив-Активность тельная 

активность 

Фоновая (инкубационной буферной 
среды) 3 2 7 ± 2 4 1 9 0 ± 4 4 

Гомогената (в присутствии 1 М ук-
сусной кислоты) 3 7 0 ± 7 3 5 8 ± 1 8 

Гомогената (при отсутствии холин-
хлорида) 2 5 3 0 ± 1 8 6 5 3 4 3 ± 3 8 1 

Дауэкс 1X4 100—200 меш в Ац -форме не-
посредственно в сцинтилляционную жидкость. 
Сравнение уровней радиоактивности, обусловлен-
ных гидролизом | 4С-АцКоА при инкубации в бу-
ферной среде, сорбцией , 4С-АцКоА в закислен-
ном гомогенате ткани (инкубация в присутствии 
1 М уксусной кислоты), и ферментативной ак-
тивностью (табл. 1) показывает, что высокий 
уровень радиоактивности элюатов при инкубации 
гомогената сердца определяется ферментативной 
активностью. 

Определение активности ацетилтрансферазы го-
могенатов в присутствии и отсутствие холин-
хлорида позволяет сделать заключение о холин-
специфичности ацетилтрансферазной активности 
ферментов (табл. 2). 

М е т о д и к а . Д л я исследования активности ХАТ использо-
вали ткани сердца самцов крыс линии Вистар массой 
150—250 г. 

Приготовление гомогената тканей сердца. Ткани сердца де-
капитированных крыс промывают 0,9 % раствором NaCI, 
з а м о р а ж и в а ю т и хранят при - 20 °С. Навеску ткани расти-
рают в ступке с охлаждением жидким азотом или гомо-
генизируют в стеклянном гомогенизаторе при 4 °С в среде, 
с о д е р ж а щ е й 200 мМ NaCI, 40 мМ натрий-фосфатный бу-
фер рН 7,4, 10 мМ MgCl 2 , 0,2 мМ эзерин-салицилата и 
0,5 % ( V / V ) тритон Х-100, в соотношении ткань :среда , 
равном 1:19. Гомогенат ткани можно хранить в з аморожен-
ном состоянии при —20 °С. 

Синтез бромацетилхолина. Бромацетилхолин (ВгАХ) син-
тезируют гетерогенной реакцией в сухом диметилформами-
де твердого холин-хлорида с избытком хлорангидрида бром-
уксусной кислоты при 20 °С. Продукт реакции растворя-
ется в диметилформамиде . ВгАХ кристаллизируют из раство-
ра при 4 °С, декантируют и промывают на фильтре сухим 
эфиром. Выход составляет 92 % . Синтез ВгАХ контролиро-
вали по температуре плавления 124 —129 °С и результатам 
хроматографии на бумаге в системе бутанол — этанол 
уксусная кислота — вода (8:2:1:3) с окраской фосфомолиб-
деновой кислотой, хлоридом олова или реактивом Драген -
дорфа (Rf ВгАХ 0,39 -0,43; Rf холин-хлорида 0,27 0,31) . 

Метод Фоннума - Тучека воспроизводили по [18, 19]. Ак-
тивность ХАТ при экстракции по методу Фоннума - Т у -
чека рассчитывали без учета коэффициента распределе-
ния комплекса ( гетрафенилборат натрия — | 4 С-АХ) между 
бутилацетатом и водной фазой. 

Т а б л и ц а 2 

Холинспецифичность ацетилтрансферазной активности АХЭ 
(в расп/мин) гомогената цельного сердца (инкубация 20 мин) 

Ацетилтрансферазная активность 
Вг АХ-чу ветви -

тельная 
активность 

Общая 
активность 

Фоновая активность гомогената 
(в присутствии 1 
кислоты) 

М уксусной 
6 1 2 ± 4 9 7 1 1 ± 5 7 

Активность гомогената 
вие холин-хлорида) 

(в отсутст-
9 9 6 ± 4 0 919=Ь 12 

Активность гомогената 
вии холин-хлорида) 

(в ирисутст-
21224=181 3 1 8 9 ± 9 

Рис. 4. Зависимость активности ХАТ предсердия от длитель-
ности инкубирования . 
Здесь и на рис. 5: По оси абсцисс время, мин, по оси ординат радиоактив-
ность, имп/мин; / общая активность, 2 Вг АХ-чувствительная активность, 
3 - активность ХАТ. 

Модифицированный метод. Растворы и реактивы: 1) суб-
стратный раствор 1 (СР-1 ) готовится перед употреблением 
и имеет следующий состав: 0,5 0,625 мМ , 4 С-АцКоА 
(5—7 Ки/моль , « A m e r s h a m » , Великобритания) , 25 мМ хлорид-
холии, 400 мМ NaCI, 0,2 мМ эзерин-салицилат и 1,25 мг /мл 
бычьего сывороточного альбумина ( Б С А ) ; 2) субстратный 
раствор 2 (СР-2) в дополнение к компонентам СР-1 со-
держит 5 мкМ ВгАХ; 3) 0,5 М уксусная кислота. 

Использовали наконечники для автоматических пипеток 
объемом на 1 мл, с о д е р ж а щ и е по 500 мкл смолы Д а у э к с 
1 X 4 (100—200 меш) в Ац—-форме («Serva» , Г е р м а н и я ) . 
Колонки со смолой готовили к работе и регенерировали 
последовательной промывкой 1 мл 1 н. НС1, 2 мл дистиллиро-
ванной воды, 1 мл 1 н. N a O H , 2 мл дистиллированной 
воды, 1 мл 1 и. уксусной кислоты, 2 мл дистиллиро-
ванной воды. 

Д л я определения активности ХАТ готовят 4 пробирки 
на каждый исследуемый гомогенат. Первые 2 пробирки 
предназначены для определения общей реакции синтеза 

С-АХ, вторые 2 пробирки — для оценки неспецифиче-
ского фона (ВгАХ-чувствителыюй реакции) . Инкубацию на-
чинают, смешивая 30 мкл исследуемого гомогената и 20 мкл 
СР-1 или С Р - 2 для достижения следующих конечных кон-
центраций компонентов инкубационной среды: 280 мМ NaCI, 
24м М натрий-фосфатный буфер рН 7,4, 6 мМ MgCl^, 
0,2 мМ эзерин-салицилата , 0,2 0,25 мМ | 4 С-АцКоА, 10 мМ 
холин-хлорида, 0,5 мг /мл БСА и 0,3 % ( V / V ) тритона 
Х-100 (пробы для ВгАХ-чувствителыюй реакции с о д е р ж а т 
еще 2 мкМ ВгАХ). Длительность инкубации зависит от 
предполагаемой активности ХАТ. 

Реакцию останавливают добавлением 200 мкл 0,5 М ук-
сусной кислоты. Подкисленные пробы для разделения 

С-АцКоА и | 4С-АХ наносят на микроколонки с Дауэксом 
1 X 4 (100—200 меш) в Ац -форме и элюируют 700 мкл 
дистиллированной водой непосредственно в сцинтилляционный 
флакон. Измерение радиоактивности проводят в стандартном 
диоксановом сцинтиллягоре на жидкостном сцинтилляциониом 
счетчике. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Анализ зави-
симости активности ХАТ от длительности инкуби-
рования гомогенатов тканей сердца (рис. 4, 5) 

Рис. 5. Зависимость активности ХАТ желудочков сердца от 
длительности инкубирования. 
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позволяет рекомендовать время инкубации для 
предсердий 20 мин, для желудочков сердца 40 мин. 
Зависимость определяемой активности ХАТ от 
концентрации гомогената имеет прямолинейный 
характер: г=0 ,9975 (рис. 6). 

При сравнении предлагаемого метода и мето-
да Фоннума — Тучека активность ХАТ гомогена-
та цельного сердца составила соответственно 
101,6 пКат/г ткани (коэффициент вариации 
КВ = 7,7 % при /г = 20) и 19,9 пКат /г ткани 
( К В = 7 , 8 % при п = 2 0 ) . Таким образом, предла-
гаемый метод чувствительнее метода Фоннума 
Тучека в 5 раз при одинаковой воспроизводи-
мости, кроме того, метод Фоннума — Тучека по 
сравнению с предлагаемым методом отличается 
многостадийностыо, необходимостью использова-
ния центрифуги и работы с органическими 
растворителями, - необходимостью использования 
труднодоступного тетрафенилбората натрия. 

Предложенный нами метод апробирован в экс-
периментах на -крысах в условиях различных 
режимов гипербарической оксигенации (ГБО) , 
при моделировании инфаркта миокарда и уме-
ренного иммобилизационного стресса. 

Оценку терапевтического воздействия ГБО про-
изводили до и после однократного сеанса ГБО, 
а также курса (7 сеансов) ГБО при 2 ата в 
течение 40 мин. Изучено также терминальное 
воздействие ГБО при давлении 6 ата в течение 
30 мин. Установлено, что терминальное воздей-
ствие ГБО увеличивает активность ХАТ в ле-
вых желудочках с 16,3±2,2 пКат /г ткани у интакт-
ных крыс до 26 ,7±0 ,8 пКат /г ткани, тогда как 
терапевтическое воздействие однократного сеанса 
ГБО или курса сеансов не вызывает достовер-
ных изменений: 19,6=Н,2и 19,7чь1,4 пКат /г ткани 
соответственно. Установлена корреляция между 
активностью ХАТ и уровнем цАМФ ( г = 0 , 8 8 5 ) . 
Активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) остава-
лась без достоверных изменений [1 | . Получен-
ные результаты коррелируют с изменениями функ-
ционального состояния сердца при воздействии 
ГБО. 

При моделировании инфаркта миокарда по 
Селье через сутки после перевязки левой коро-
нарной артерии наблюдали в правом предсердии 
снижение активности ХАТ с 181 ± 4 пКат /г ткани 
у интактных крыс до 1 3 7 ± 3 пКат /г ткани у под-
опытных крыс, активности АХЭ с 45 ,2±2 ,1 до 
14,0±2,8 нКат /г ткани. Ранее было показано, 
что уровень эндогенного АХ уменьшается со 1 6 2 ± 
± 2 2 , 0 нг/г ткани интактных крыс до 3 4 , 3 ± 
± 1 1 , 0 нг/г ткани у крыс с инфарктом левого 
желудочка [3]. Повышение холинореактивности 
пейсмейкера, которое выражалось в снижении в 
3 раза пороговой концентрации АХ, вызывает 
достоверное уменьшение частоты сокращений пра-
вого предсердия на 11 % [2 | . Таким образом, 
наши данные по активности ХАТ и АХЭ согла-
суются с ранее полученными результатами. 

При предварительной адаптации к длительно-
му непрерывному умеренному иммобилизацион-
ному стрессу (крысы находились в клетках-
пеналах) в правом предсердии активность ХАТ 
устойчиво снижается на фоне первоначального 

Т а б л и ц а 3 
Активность холинергической системы правого предсердия крыс при адаптации к длительному непрерывно-
му умеренному иммобилизационному стрессу 

Показатель Инта ктные 
животные^ ^ 

Продолжительность адаптации 
Показатель Инта ктные 

животные^ ^ 1 сут (2) 5 сут (3) 15 сут (4) 

А к т и в н о с т ь Х А Т , п К а т / г 
т к а н и 3 7 0 ± 5 3 2 0 ± 3 3 0 1 ±2 3 1 2 ± 5 

рх 2 < 0 , 0 0 1 р , 2 < 0 , 0 0 1 р , з < 0 , 0 0 1 р 1 ( 4 < 0 , 0 0 1 

Р \ з < с 0 , 0 0 1 р 2 ' з < 0 , 0 0 1 P 2 ; 3 < O , O O I 

р , ' 4 < 0 , 0 0 1 
А к т и в н о с т ь А Х Э . н К а т / г 

т к а н и 6 3 , 2 = 1 = 3 , 2 8 2 , 9 - 4 - 6 , 2 7 3 , 2 ± 4 , 6 5 5 , 8 ± 4 , 6 
р 1 ( 2 < 0 , 0 2 Р | 2 < 0 , 0 2 Р З ( 4 < 0 , 0 5 Р 2 4 < 0 , 0 1 

р 2 , 4 < 0 , ( ) 1 Р 3 , 4 < 0 , 0 5 
А к т и в н о с т ь Б Х Э , н К а т / г 

р 2 , 4 < 0 , ( ) 1 Р 3 , 4 < 0 , 0 5 

т к а н и 4 7 , 6 ± 2 , 7 5 6 , 3 ± 2 , 5 4 6 , 4 ± 3 , 3 3 8 , 4 ± 2 , 5 
р{ 2 < 0 , 0 5 р 1 2 < 0 , 0 5 р% 3 < 0 , 0 5 Рх 4 < 0 , 0 5 
Р \ ^ < 0 , 0 5 Р2, з < 0 , 0 5 р2 4 < 0 , 0 0 1 

П л о т н о с т ь м у с к а р и н о в ы х 
р 2 ' 4 < 0 , 0 0 1 

П л о т н о с т ь м у с к а р и н о в ы х 
р 2 ' 4 < 0 , 0 0 1 

х о л и н о р е ц е н т о р о в , 
н м о л ь / м г б е л к а 1 , 2 3 ± 0 , 0 2 0 , 9 0 ± 0 , 0 3 1 , 3 8 ± 0 , 0 3 1 , 4 7 ± 0 , 0 2 

р 1 2 < 0 , 0 0 1 P i 2 < 0 , 0 0 1 р , 3 < 0 , 0 1 P i 4 < 0 , 0 0 1 
р | з < 0 , 0 1 р2 3 < 0 , 0 0 1 р 2 ' 3 < 0 , 0 0 1 р 2 ' 4 < 0 , 0 0 1 

р, 4<0,0()1 р2 4<0,()()1 
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увеличения активности АХЭ и БХЭ и интернали-
зации мускариновых холииореценторов (табл. 3) . 

Анализ экспериментальных данных позволяет 
заключить, что предложенный метод опреде-
ления активности ХАТ позволяет регистрировать 
с высокой чувствительностью изменения функцио-
нального состояния ХАТ сердца и функциони-
рование холинергической системы в целом в раз-
личных патофизиологических ситуациях, опреде-
ляемых функциональным состоянием отдельных 
молекулярных компонентов холинергической сис-
темы. Д л я адекватной оценки деятельности хо-
линергической системы необходим комплексный 
подход к изучению механизма ее функциони-
рования, в том числе и исследование активно-
сти ХАТ. 
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ESTIMATION OF ACETYLCHOLINE TRANSFERASE IN 
CARDIAC TISSUE. 

S. V. Trishkin, V. A. Kuznetsov, К. B. Vinnitskaya 

Research Centre of Surgery , Academy of Medical Sciences 
of the Russian Federat ion, I. M. Sechenov Medical Academy, 
Moscow. 

A procedure is described for the radioisotope assay of 
acetylcholine t r ans f e r a se activity (EC 2.3.1.6), which involved 
specific synthesis of acetylcholine in vivo. Bromine acetyl-
choline was used as an inhibitor of the enzyme; l 4C-AcCoA 
was used as a subs t ra te and product of the enzymatic 
reaction. l 4C-acetylcholine was separa ted from the subs t r a t e 
by means of anion exchange chromatography . The procedure 
described was 5 times more sensitive than the methods 
developed by F. Fonnum (1975) and S. Tucek (1983) being 

similarly reproducible. The assay was tested in exper iments 
with ra t s under var ious conditions of hyperbaric oxigenation, 
in simulation of myocardial infarction as well as in modera te 
immobilization s tress . The f indings sugges t that est imation of 
the acetylcholine t r a n s f e r a s e activity may be involved in complex 
evaluation of the cholinergic system s ta te in t issues, which 
is essential for the s tudy of pathogenesis of their 
dysfunct ions and development of respective approaches to 
eliminate these imparments . 
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Р. Г. Карапет ян, С. С. Оганесян, Т. Н. Акопян, 
Е. Г. Джанполадян 

АКТИВНОСТЬ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕР-
МЕНТОВ И ИХ ИНГИБИТОРОВ ПРИ ЭКСПЕ-
РИМЕНТАЛЬНОЙ И Ш Е М И И МИОКАРДА 

НИИ кардиологии Минздрава Республики Армения, Институт 
молекулярной биологии Республики Армения, Ереван 

Сведения о роли индивидуальных лизосомаль-
ных и цитоплазматических эндопептидаз в разви-
тии патологических процессов, в частности ише-
мии миокарда, противоречивы. Так, с одной сторо-
ны, лизосомальным ферментам отводится деструк-
тивная роль: они вызывают некроз клеток [12]. 
С другой стороны, имеются данные об активи-
ровании лизосомальных ферментов, в частности 
катепсина D, и участии их в период рубцевания 
инфарктированных участков [3]. 

Имеются т а к ж е данные об изменении актив-
ности некоторых эндогенных ингибиторов протеаз 
миокарда в условиях патологии [6, 9, 10]. 

Ранее было показано, что (3-блокатор пропра-
нолол может влиять на протеолитическую систе-
му миокарда крыс при экспериментальном суже-
нии аорты [7 | . Нами было т а к ж е показано, 
что антагонисты кальция верапамил и нифеди-
пин способны ингибировать активность частично 
очищенной Са-активируемой нейтральной протеа-
зы in vitro [ 11. 

В литературе отсутствуют данные о влиянии 
кардиоактивных препаратов на активность эндо-
генных ингибиторов эндопептидаз миокарда. 

В настоящей работе изучали протеолитическую 
активность миокарда крыс с экспериментальной 
ишемией миокарда (ЭИМ) в острой фазе (60 мин) 
и на 5-й день после перевязки коронарной 
артерии, а т а к ж е изменение активности эндо-
генных ингибиторов протеаз миокарда в условиях 
данной патологии и влияние |3-блокатора пропра-
нолола и антагониста кальция верапамила на эти 
процессы. 

М е т о д и к а . В опытах было использовано 60 белых 
беспородных крыс-самцов массой 180—200 г. Ишемию мио-
карда вызывали перевязкой левой нисходящей коронарной 
артерии. Животные были разделены на 4 группы: 1-я 
контрольные, 2-я — оперированные, 3-я оперированные, 
получавшие пропранолол (1 мг/кг массы), 4-я - опериро-
ванные, получавшие верапамил (200 мкг/кг массы). В острой 
фазе ишемии в качестве контроля использовали также ложно-
оперированных животных. 

Животных, находящихся под легким эфирным нарко-
зом, декапитировали, извлекали сердце и тщательно отмы-
вали от остатков крови физиологическим раствором. Мио-
кард левого желудочка измельчали и гомогенизировали 
в гомогенизаторе типа Поттера и 0,025 М трис-НС1-
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буфере рН 7,7, содержащем 2 мМ ЭДТА, 0,1 М КС1 и 
2 мМ дитиотрийэтол (ДТТ) в отношении 1:3 (вес /объем) . 
Гомогенат центрифугировали при 10 ООО g в течение 15 мин и 
полученный супернатант центрифугировали при 100 ООО g в те-
чение 60 мин. Супернатант, обозначенный как экстракт 
миокарда, использовали для измерения неседиментируемой 
протеолитической активности. Всю процедуру получения экст-
ракта проводили при 4 °С. 

Протеолитическую активность экстракта определяли по ме-
тоду [2]; в качестве субстрата использовали гемоглобин, 
модифицированный пиридоксаль-51-фосфатом. Пробы объ-
емом 0,6 мл, содержащие 100 мкг белкового субстрата, 
инкубировали при 37 °С в течение 1—2 ч, реакцию оста-
навливали добавлением 0,15 мл 3 0 % ТХУ. После центрифу-
гирования рН супернатанта доводили до 5,5 1 М цитра-
том Na и измеряли флюоресценцию при 410 нм (возбуж-
дение 330 нм) на флюориметре «FarrancU. Д л я определения 
активности разных классов протеиназ реакционная смесь 
содержала 0,05 М нитратный буфер рН 3,2, 0,05 М ацетат-
ный буфер, 1 мМ ДТТ рН 5,5, 0,05 М трис-HCl рН 7,5, 
1 мМ ДТТ, 1 мМ свободный Са. 

Измерение активности эндогенных ингибиторов протеаз, 
содержавшихся в экстракте миокарда, проводили в следую-
щих средах: 0,05 М трис-HCl рН 7,6, 0,2 мкг химотрип-
сина, 0,05 М трис-HCl рН 7,6, 0,2—0,4 мкг папаина, 
предварительно активированного 10 мМ СаСЬ, и 1 мМ ДТТ в 
течение 10 мин. Затем в реакционную смесь добавляли 
аликвоты экстракта миокарда, содержащие 10—100 мкг 
белка, преинкубировали 10 мин при комнатной температуре 
и реакцию начинали добавлением 500 мг денатурирован-
ного гемоглобина и 100 мг гемоглобина, модифициро-
ванного пиридоксаль-5'-фосфатом (во избежание конкурент-
ного ингибирования). 

Концентрацию белка определяли по методу Лоури [8]. 
В работе использовали химотрипсин фирмы «Sigma» 

(США), папаин фирмы «Merck» (Германия) . Остальные 
реактивы отечественного производства марки х. ч. и 
о. с. ч. 

Р е з у л ь т а т ы и их о б с у ж д е н и е . Ранее 
нами было установлено, что экстракт миокарда 
крыс содержит кислые (оптимум рН 3,0—3,5), 
тиолзависимые (рН 5,0—6,0) и Са-зависимые, ак-
тивные в присутствии ДТТ (рН 7,2—7,8) протеа-
зы [1]. Известно, что основным ферментом, 
активным в области рН 3,0 -4,0, является катеп-
син D, при рН 5,0—6,0 — лизосомальные 
тиоловые протеазы — катепсины В, Н, L, которые 
способны разрушать миофибриллярные белки [5, 
6]. В нейтральной среде важная роль отводится 
Са-активируемой нейтральной протеазе, которая 
также принимает участие в метаболизме мышеч-
ных белков, особенно в условиях патологии, 
когда увеличивается внутриклеточная концентра-
ция Са2* [4, 10, 11]. 

В предварительных опытах было проверено 
действие пропранолола и верапамила на пептидаз-
ную активность миокарда in vivo у нормальных 
животных. Результаты показали отсутствие раз-
ницы в протеолитической активности тканевого 
экстракта (через 3 ч после введения) при всех 
значениях рН между контрольными животными 
и животными, которым вводили препараты. 

На рисунке приведены значения протеолитиче-
ской активности миокарда крыс при разных 
значениях рН среды инкубации в разные сроки 
после перевязки коронарной артерии и влияние 
на эту активность указанных препаратов. Дан-
ные по протеолитической активности миокарда 
в группе ложнооперированных животных показа-
ли недостоверное увеличение ее по сравнению 
с контролем только при рН 3,2, поэтому на 
рисунке не приводятся результаты по ложно-
оперированной группе и сравнение ведется с ин-
тактными животными. 

Из рисунка видно, что в острый период ЭИМ 
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Изменение протеолитической активности миокарда крыс в раз-
ные сроки коронароокклюзии. 
По оси абсцисс рН среды иикубации: по оси ординат нротеолитическая 
активность, усл. ед. а острая фаза ишемии (п = 5) ; б 5-й день после 
перевязки коронарной артерии (п — 4) . 
Светлые столбики контрольные животные, темные оперированные, столби-
ки со штриховкой в клетку оперированные, получавшие верапамил, стол-
бики с косой штриховкой оперированные, получавшие пропраиолол. Од-
на звездочка р < 0 , 0 5 , две р < 0 , 0 2 , три р < 0 , 0 0 1 . 

происходит увеличение протеолитическои актив-
ности (на 3 0 % ) при рН 3,2 (р<0 ,05) 
и при рН 7,5 (р<0 ,02) и не изменяется при 
рН 5,5. Введение оперированным животным 
пропранолола не изменяло активность кислых 
протеиназ, увеличивало активность с 0 ,25±0,02 
до 0,35+0,01 усл. ед. (р<0 ,02) при рН 5,5 и 
ингибировало с 0 ,64±0,03 до 0,46±0,01 усл. ед. 
(р<0,001) при рН 7,5. В группе животных, 
которым вводили верапамил, наблюдалось сниже-
ние протеолитической активности при всех зна-
чениях рН, кроме рН 5,5, по сравнению с опе-
рированными животными. 

Протеолитическая активность экстракта мио-
карда на 5-й день коронарооклюзии отличает-
ся от таковой в острой фазе ишемии. Так, 
при рН 3,2 наблюдается незначительное увеличе-
ние эндопептидазной активности у оперированных 
животных (на 10 %; р < 0 , 0 5 ) и заметное уве-
личение ее у животных, которым вводили про-
пранолол (на 3 0 % ; р < 0 , 0 1 ) и верапамил (на 
2 0 % ; результат недостоверен). Выявлено замет-
ное повышение активности пептидаз с оптимумом 
рН 5,5 у оперированных животных по сравнению 
с контрольными (с 0,404=0,04 до 0,61 ± 
zb0,04 усл. ед.; рС0 ,05 ) , которая не изменя-
лась под действием пропранолола и незначитель-
но уменьшалась под действием верапамила. 
Активность Са-активируемых протеаз миокарда 
оперированных животных и животных, которым 
вводили пропраиолол, существенно не отличалась 
от активности этих протеаз у контрольных жи-
вотных. Только вер&памил вызывал почти 35 % 
увеличение Са-зависимой протеазной активности 
по сравнению с контролем (р<с0,02). 

Так как ранее нами было показано, что ве-
рапамил ингибирует Са-активирусмую нейтраль-
ную протеазу in vitro [1| и ингибирует эту же 
активность в острый период ЭИМ, то увеличение 
активности на 5-й день перевязки коронарной 
артерии после введения верапамила, вероятно, 
может свидетельствовать об усилении синтеза 
данного фермента, что подтверждается повыше-
нием активности ингибиторов цистеиновых протеаз 
под действием верапамила. 

При изучении активности эндогенных ингиби-
торов миокарда нормальных, оперированных и 
леченых животных использовали модельные систе-
мы: сериновые протеазы — трипсин, химотрии-
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Активность эндогенных ингибиторов протеаз миокарда крыс в разные сроки после коронароокклюзии (в мкг 
белка экстракта миокарда в условиях опыта, вызывающего 50 % ингибирование протеаз в модельной 
системе, см. раздел «Методика»; п=4) 

Группа животных 
60 мин 5-й день 

Группа животных 
химотрипсин папаин химотрипсин папаин 

1 -я контрольные 5 5 , 0 ± 5 , 0 20 ,2±2 ,0 6 4 , 8 ± 1 , 9 23,0=Ы,5 
2 -я оперированные 6 8 , 3 ± 10,2 12,2±2,9* 53,0=1=3,3** 12,3=1=3,3* 
3-•я - оперированные -f- пропранолол 5 2 , 5 ± 4 , 5 17,2=1=3,8 64,0=1=2,4* 14,7=1=2,9 
4-•я оперированные -f верапамил 53,5=1=7,5 14,0=1=4,0 5 0 , 2 ± 8 , 0 9,7=1=2,0 

П р и м е ч а л и е. Одна звездочка рС0,05, две р<С0,02. Результаты 2-й группы сравнивали с 
контролем, результаты 3-й и 4-й групп со 2-й. 

син, цистеиновую протеазу — папайи и метал-
лопротеазу — термолизин. 

Установлено, что экстракт миокарда не содер-
жит ингибиторов термолизина и содержит отно-
сительно малое (по сравнению с другими 
тканями) количество ингибиторов трипсина. По-
этому дальнейшие эксперименты были проведены 
с химотрипсином и папаином. 

В таблице представлены результаты иигибиро-
вания химотрипсина и папаина экстрактом мио-
карда в разные сроки коронарооклюзии. 

Видно, что активность эндогенных ингибито-
ров химотрипсина в острый период ишемии по-
нижается у оперированных животных на 36 % 
( р > 0 , 0 5 ) и повышается до контрольных значе-
ний у животных, получавших как пропранолол, 
так и верапамил. Активность ингибиторов па-
паина, гомологичные участки которому имеются 
в лизосомальных тиоловых протеазах — катеп-
синах В, Н, L, а т а к ж е в Са-активируемой 
нейтральной протеазе — кальпаине, повышается 
на 40 % у оперированных животных по сравнению 
с контрольными ( р < 0 , 0 5 ) . У животных, получав-
ших пропранолол и верапамил, наблюдается не-
которое уменьшение ингибиторной активности по 
сравнению с оперированными на 40 и 20 % 
соответственно (р>>0,05). 

Разница в активности ингибиторов наблюда-
лась т а к ж е между группами животных на 5-е 
сутки после перевязки коронарной артерии. У опе-
рированных животных активность ингибиторов 
сериновых протеаз увеличивалась на 20 % 
(р<.0,02), не изменяясь и при введении верапа-
мил а, в то время как пропранолол снижал ак-
тивность ингибиторов до контрольных значений. 

В группе оперированных животных увеличива-
лась на 50 % (р<0,05) активность ингибито-
ров цистеиновых протеиназ, которая имела тен-
денцию к уменьшению после введения riporipa-
нолола. Верапамил еще в большей степени уве-
личивал ингибиторную активность (на 20 % ; 
p<i0,5), по сравнению с оперированными живот-
ными. 

Анализируя результаты, можно сделать следую-
щий вывод: острая фаза ишемии миокарда сопро-
вождается увеличением активности кислых и Са-
активируемых нейтральных протеаз, а т а к ж е 
уменьшением активности ингибиторов сериновых 
протеаз и увеличением активности ингибиторов 
тиоловых протеаз. В фазе рубцевания инфаркти-
рованных участков миокарда активируются лизо-
сомальные тиолзависимые прогеазы и значительно 
увеличивается активность ингибиторов сериновых 
и цистеиновых эндопептидаз. Кардиопрепараты 

способны селективно влиять на активность как 
эндопептидаз, так и на их ингибиторы. 
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ACTIVITY OF PROTEOLYTIC ENZYMES AND THEIR INHI-
BITORS IN EXPERIMENTAL MYOCARDIAL ISCHEMIA 

R. G. Karapeiyan, S. S. Oganesyan, T. N. Akopyan, 
E. G. Dzhanpoladyan 
Research Insti tute of Cardiology, Ministry of Health of the 
Armenian Republic, Inst i tute of Molecular Biology, Academy 
of Sciences of the Armenian Republic, Yerevan. 

Proteolytic activity and activity of endogenous inhibitors 
of endopept idases (using chymotrypsin and papain) were studied 
in the myocardium of ra t s with experimental ischemia 
dur ing an acute phase (60 min) and within 5 days af ter 
ligation of the left descending coronary ar tery; effects of 
the (3-adrenoblocking agent propranolol and the calcium 
antagonis t verapamil on these activities was also studied. 
Dur ing the acute phase of ischemia, the activity of acid 
proteases was increased by 30 %, that of Ca 2 +-ac t iva ted 
neut ra l proteases by 15—20 %. At the s ame time, the activity 
of serine proteases inhibitors was decreased while the activity 
of thiol protease inhibitors was increased. Within 5 days of 
coronary ar tery occlusion, Lysosomal thiol-dependent endopepti-
dases were activated in the myocardium; a considerably 
higher activity of the inhibitors of serine- and cysteinc-
containing endopept idases was detected. The cardioact ive 
d rugs propranolol and verapamil affected selectively both 
endopeptidase activity and their inhibitors. 
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АКТИВНОСТЬ ТРАНСПОРТНЫХ АТФаз И 
ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА КЛЕТОК 
КРОВИ У БОЛЬНЫХ ГИПЕРТОНИЧЕСКОЙ 
БОЛЕЗНЬЮ 

НИИ кардиологии Минздрава Р С Ф С Р , Санкт-Петербург 

Нарушение транспорта ионов через клеточную 
мембрану при эссенциальной гипертензии рассмат-
ривается как следствие генерализованного генети-
чески обусловленного мембранного дефекта [6] 
или как результат воздействия уабаинподобного 
ингибитора Na, К-АТФазы [16]. В качестве ос-
новной экспериментальной модели для изучения 
нарушений ионного гомеостаза при гипертониче-
ской болезни используют плазматические мембра-
ны клеток крови, так как они являются легкодо-
ступным материалом и позволяют проследить 
влияние биохимических изменений на функ-
циональные свойства клеток. Показана взаимо-
связь нарушений обмена натрия и кальция при 
первичной артериальной гепертензии с деформи-
руемостью и осмотической стойкостью эритроци-
тов | 19 | , агрегацией тромбоцитов [13]. Однако 
эти исследования проводились без анализа клини-
ческих аспектов заболевания, без учета возраст-
ной неоднородности популяции эритроцитов, без 
параллельного изучения изменений ионного обме-
на в различных типах клеток в условиях од-
ного эксперимента. Поэтому особый интерес пред-
ставляет изучение в эритроцитах и тромбоцитах 
активности транспортных АТФаз, являющихся ин-
тегральными белками, зависящими от состоя-
ния мембран в целом, в проекции на функциональ-
ные свойства клеток. 

М е т о д и к а . Обследовано 100 мужчин. Среди них 20 че-
ловек в возрасте от 16 до 29 лет (средний возраст 20,5=1=1,6 го-
д а ) с пограничной артериальной гипертензией, 20 человек 
в возрасте от 17 до 38 лет (средний возраст 24,6=fcl,5 года) 
с гипертонической болезнью I стадии и 30 человек в возрасте 
от 17 до 53 лет (средний возраст 3 9 , 3 ± 3 , 0 года) с ги-
пертопической болезнью II стадии. Классификация гиперто-
нической болезни производилась в соответствии с критериями 
ВОЗ . Д и а г н о з гипертонической болезни верифицирован после 
исключения симптоматической артериальной гипертензии. 
Контрольную группу составили 30 практически здоровых лиц 
в возрасте от 16 до 55 лет (средний возраст 24,3=1=1,3 года) 
с артериальным давлением менее 140/90 мм рг. ст. без наслед-
ственной предрасположенности к заболеванию. В исследова-
ние не включались больные с сопутствующими заболева-
ниями и гиперлипидемией. З а 2 нед до предполагаемого об-
следования отменяли гипотензивную терапию. Параллельные 
исследования эритроцитов и тромбоцитов выполнены у 40 об-
следованных больных во всех представленных группах. 

Цитратную венозную кровь центрифугировали (160 g, 
10 мин) для получения богатой тромбоцитами плазмы, ко-
торую повторно центрифугировали (1800 g, 20 мин). Осаж-
денные тромбоциты ресуспендировали в буфере, содержащим 
30 мМ КС1, 5 мМ MgCl 2 , 10 мМ оксалат натрия, 20 мМ 
трис-HCl рН 7,0 в 1 /5 первоначального объема плазмы. Клет-
ки разрушали с помощью ультразвукового дезинтегратора 
(20 кГц, 10 с ) . Полученный гомогенат центрифугировали 
(1600 g, 5 мин). Мембранную фракцию тромбоцитов (кон-
центрация белка около 1 мг /мл) получали на агарозном 
геле сефароза CL 6В [2| и использовали для определения 
активности АТФаз . 

Фракции молодых и старых эритроцитов получали путем 
дифференциального центрифугирования в собственной плазме 
по методу [17]. Оценку чистоты разделения осуществляли 

путем подсчета ретикулоцитов и определения среднего объема 
эритроцитов каждой фракции с помощью счетчика крови 
«Мусе!» ( Ф р а н ц и я ) . Трижды отмытые в изотоничной среде 
(0,145 М NaCI в 20 мМ трис-НС1-буфере рН 7,6 при 4 °С) 
фракции молодых и старых эритроцитов, а т а к ж е нефрак-
ционированные эритроциты использовали для получения теней 
[3 | . Активность Na, К-АТФазы определяли по приросту неор-
ганического фосфата ( Ф н ) , отщепившегося в оптимальных 
условиях от АТФ путем инкубации мембранной фракции тром-
боцитов или теней эритроцитов в среде, содержащей 100 мМ 
NaCI, 10 мМ К О , 3 мМ MgCl 2 , 2,5 мМ АТФ, 50 мМ трис-HCl 
рН 7,1 без добавления и в присутствии 0,2 мМ уабаииа . 
Инкубационная среда для определения активности Na, Са-
А Т Ф а з ы тромбоцитов содержала 100 мМ KCI, 5 мМ M g C b , 
2,5 мМ АТФ, 20 мМ трис-HCl рН 7,5 в присутствии 0,1 мМ 
С а С Ь или I мМ ЭГТА. Инкубацию проводили в течение 
30 мин при 44 °С для теней эритроцитов или при 37 °С 
д л я мембранной фракции тромбоцитов. Реакцию останавли-
вали добавлением 15 % раствора трихлоруксусной кислоты. 
Ф„ определяли нефелометрически [12 | . Активность АТФазы 
в ы р а ж а л и в микромолях Ф„ за I ч на 1 мг белка, опреде-
ляемого по методу [15]. 

Агрегацию эритроцитов определяли, как описано ранее 
[1] и в ы р а ж а л и в процентах неагрегированных эритроцитов. 

Деформируемость эритроцитов оценивали с помощью пробы 
на упаковку при центрифугировании обработанных (приня-
тые за 1 0 0 % ) и необработанных глутаральдегидом эритро-
цитов [5]. Внутриклеточную концентрацию натрия в эритро-
цитах определяли с помощью атомно-абсорбционного спектро-
фотометра AAS-3 («Car l Zeiss», Германия) после 6-кратного 
отмывания клеток в изотоничном буфере (108 мМ MgCI-2 в 
10 мМ трис-HCl рН 7,4) и осаждения мембранной фракции 
при центрифугировании (20 000 g, 20 мин) [18]. 

Бедную тромбоцитами плазму использовали для опреде-
ления тромбоцитарного фактора IV по методу [7], адапти-
рованному к прибору для коагулогических исследований 
(«Biomerieux», Ф р а н ц и я ) . Прижизненную агрегацию тромбо-
цитов определяли по известному методу [10], адаптирован-
ному для подсчета клеток с помощью счетчика крови « Н у с е Ь 
( Ф р а н ц и я ) . 

Математическую обработку результатов проводили с по-
мощью непараметрических методов статистики: критерия Виль-
коксона—Манна- Уитни, точного метода Фишера, рангового 
коэффициента корреляции Спирмена. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . По мере 
становления гипертонической болезни происходит 
ухудшение реологических свойств крови за счет 
снижения деформации, повышения агрегации 
эритроцитов и активации тромбоцитов (табл. I 
и 2). Уже на стадии пограничной артериальной 
гипертензии происходит достоверное повышение 
содержания тромбоцитарного фактора IV в плаз-
ме крови с дальнейшим его увеличением при ги-
пертонической болезни I и особенно II стадии, 
что свидетельствует, по-видимому, о повышении 
функциональной активности тромбоцитов при ста-
билизации повышенного артериального давления. 
У больных гипертонической болезнью II стадии 
отмечали появление в крови спонтанных агрега-
тов тромбоцитов. Изменение деформационных 
свойств эритроцитов при эссенциальной гипертен-
зии связано с нарушением ионного гомеостаза, 
что подтверждается наличием положительной кор-
реляционной зависимости между активностью 
Na, К-АТФазы теней эритроцитов и их дефор-
мируемостью при гипертонической болезни II ста-
дии (г=0 ,823; р < 0 , 0 1 ; п = 12). В настоящей ра-
боте показано, что по мере развития гипертони-
ческой болезни происходит увеличение концентра-
ции натрия в эритроцитах. Одним из механизмов 
повышения содержания внутриклеточного натрия 
при первичной артериальной гипертензии являет-
ся дефект активного выхода натрия из клетки, 
опосредованный уабаинчувствительной Na, К-
АТФазой [9 | . Выявлена отрицательная корреля-
ционная связь между активностью Na, К-АТФазы 
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Реологические показатели крови и активность Na, К-АТФазы субпопуляций эритроцитов при пограничной артериальной гипертензии 
(ПАГ) и гипертонической болезни (ГВ) 

Среднее 
Активность Na, К-АТФазы, мкмоль 

Среднее Агрегации Коэффициент 
деформации 
эритроцитов 

Концентрации Ф н на 1 мг белка за 1 ч 
Группы обследованных артериальное эритроцитов, Коэффициент 

деформации 
эритроцитов 

натрии в Группы обследованных давление, мм 
рт. ст. 

% 
Коэффициент 
деформации 
эритроцитов эритроцитах, 

ммоль/л фра кции фра кции общий 
давление, мм 

рт. ст. 
эритроцитах, 

ммоль/л молодых 
эритроцитов 

ста рых 
эритроцитов 

пул 
эритроцитов 

1. Контроль ( /2=30) 8 8 ± 2 , 2 3 5 , 5 ± 2 , 0 0 , 5 9 5 ± 0 , 0 1 3 7,81 ± 0 , 2 0 , 7 5 4 ± 0 , 0 1 4 0 , 3 5 9 ± 0 , 0 1 5 0 , 4 5 6 ± 0 , 0 0 7 
2. ПАГ (/2 = 20) 1 0 0 ± 1,4 3 2 , 5 ± 2 , 3 0 ,597+0 ,016 7 ,07±0 ,41 0 , 7 5 3 ± 0 , 0 1 6 0 , 4 3 7 ± 0 , 0 2 3 0 ,549±0 ,021 

3. ГБ I стадии (/2 = 20) 
< 0 , 0 1 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

3. ГБ I стадии (/2 = 20) 1 0 5 ± 1,4 2 6 , 2 ± 2 , 3 0 ,647±0 ,017 8 , 6 5 ± 0 , 6 5 0 ,693±0 ,031 0 , 3 7 8 ± 0 , 0 1 8 0 ,515±0 ,024 
Р 1 - 3 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
Р 2 - 3 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 = 0 , 0 5 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
4. ГБ II стадии ( / г=30) 117±2 ,4 1 9 , 0 ± 1,3 0 ,744±0 ,022 9 , 6 8 ± 0 , 2 9 0 , 5 7 7 ± 0 , 0 1 9 0 , 3 2 2 ± 0 , 0 1 9 0 , 4 3 9 ± 0 , 0 1 6 
Р1 4 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
Рз -4 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 0,05 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

и содержанием натрия в эритроцитах ( г = —0,641; 
р<0,01; п=20). 

Имея наибольшую из клеток крови продолжи-
тельность жизни, популяция эритроцитов харак-
теризуется возрастной, а следовательно, и функ-
циональной неоднородностью. Известно, что ста-
рение эритроцитов сопровождается снижением 
ферментативной активности всех путей метабо-
лизма, что приводит к кумуляции натрия и каль-
ция в клетке [8]. Нами изучены изменения актив-
ности Na, К-АТФазы эритроцитов с учетом про-
цесса их естественного старения у больных с раз-
личными стадиями гипертонической болезни. Было 
выявлено, что при пограничной артериальной ги-
пертензии и частично при гипертонической болез-
ни I стадии происходит повышение активности 
Na, К-АТФазы за счет фракции старых эритро-
цитов, что, вероятно, является компенсаторным 
механизмом, направленным на снижение содержа-
ния внутриклеточного натрия. В отличие от эрит-
роцитов в тромбоцитах, являющихся более чув-
ствительными и короткоживущими клетками, от-
мечается тенденция к снижению активности 
Na, К-АТФазы на этих стадиях заболевания. Ги-
пертоническая болезнь II стадии характеризует-
ся снижением активности Na, К-АТФазы во фрак-
ции молодых эритроцитов и в тромбоцитах, что, 
вероятно, обусловлено влиянием гуморальных и 
гормональных факторов на костномозговую про-
дукцию клонов клеток с уменьшенной актив-
ностью АТФазы |18] . 

Повышенная функциональная активность тром-
боцитов больных гипертонической' болезнью мо-
жет быть связана с нарушением гомеостаза также 

и двухвалентных катионов. Нами обнаружено сни-
жение активности Mg, Са-АТФазы на 23 % уже 
у лиц с пограничной гипертензией (см. табл. 2). 
При гипертонической болезни II стадии это сни-
жение составляет 42 % от уровня контроля, что 
подтверждается описанной в литературе обратной 
зависимостью между уровнем Mg, Са-АТФазы 
кровяных пластинок и их функциональной актив-
ностью [4]. Снижение активности кальциевого 
насоса может быть связано с системной альтера-
цией клеточных мембран при эссенциальной ги-
пертензии [6], а также с нарушением взаимоот-
ношения ферментного белка с пулом кальмодули-
на в клетке [11] и циклическими нуклеотидами 
[14]. 

Известно, что содержание кальция в цитозоле 
тромбоцитов повышается под влиянием перемен-
ного гидростатического давления [13). При изуче-
нии изменения активности Mg, Са-АТФазы мем-
бранной фракции тромбоцитов в зависимости от 
артериального давления выявлена отрицательная 
корреляция между активностью кальциевого на-
соса и средним артериальным давлением у боль-
ных гипертонической болезнью ( г=—0,71 ; р < 0 , 0 1 ; 
/2=18) (см. рисунок). Аналогичная зависимость 
прослеживается при сопоставлении активности 
Na, К-АТФазы тромбоцитов и среднего арте-
риального давления (г=~ 0,68; р < 0 , 0 1 ; п=\7). 
Однако высокая степень отрицательной корреля-
ционной зависимости активности Na, К-АТФазы 
эритроцитов от артериального давления была 
выявлена только при гипертонической болезни 
I стадии и пограничной артериальной гипертен-
зии ( г=—0,535 ; р < 0 , 0 1 ; /1 = 25). 

Т а б л и ц а 2 

Показатели функциональной активности тромбоцитов и активностей Mg, Са- и Na, К-АТФазы в мембранной фракции тромбоцитов 
при пограничной артериальной гипертензии и гипертонической болезни 

Тромбоцита рный 
фактор 4, с 

Спонта иные Активность Na, Активность, Са-АТФазы, 
Группы обследованных Тромбоцита рный 

фактор 4, с агрегаты К-АТФазы мкмоль Ф н мкмоль Ф и на 1 мг Группы обследованных Тромбоцита рный 
фактор 4, с тромбоцитов, % на I мг белка за 1 ч белка за 1 ч 

1. Контроль ( /1=17) 0 , 9 4 ± 0 , 2 4 0 
2. Пограничная артериальная гипертензии 

(/1 = 6) 3 , 9 6 ± 1,46 0 
р | 2 < 0 , 0 5 

3. Гипертоническая болезнь I стадии ( /2=6) 6 , 0 ± 1 , 8 0 
РI з < 0 ' 0 1 

4. Гипертоническая болезнь II стадии (п— 11) 8 , 9 ± 1 , 1 4 16 ,3±2 ,7 
Р \ _ 4 <0,01 

0,58 ± 0 , 0 5 ' 

0,50=1=0,06 
> 0 , 0 5 

0,47=1=0,04 
> 0 , 0 5 

0,31 ± 0 , 0 5 
<0,01 

2 , 7 3 ± 0 , 1 5 

2,1 ± 0 , 2 4 
< 0 , 0 5 

2,08 ±0,2 
< 0 , 0 2 5 
1,6±0,11 
< 0 , 0 1 
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Корреляция между активностью Mg, Са-АТФазы (в мкмоль 
Ф„ на 1 мг белка за 1 ч) по оси абсцисс и средним артериаль-
ным давлением (в мм рт. ст.) по оси ординат. 

Таким образом, комплексное изучение эритроци-
тов и тромбоцитов в условиях одного исследо-
вания позволяет выявить наряду с общими и 
специфические черты в изменении функциональ-
ных свойств клеток по мере развития гиперто-
нической болезни. 
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ACTIVITY O F T R A N S P O R T ATPASES AND FUNCTIONAL 
P R O P E R T I E S O F BLOOD CELLS IN PATIENTS WITH 
HYPERTENSIVE DISEASE 

V. S. Gurevich, О. M. Moiseeva, I. A. .Mikhailova, A. Yu. Roy 

Research Inst i tute of Cardiology, Ministry of Health of the 
Russian Federat ion, St. Pe t e r sbu rg 

Complex examination of 30 apparent ly healthy volunteers, 
70 pat ients with S tages I-II hypertension and t ransient arterial 
hypertension was carried out. Impairment of blood rheologic 
propert ies and distinct decrease in the platelet activity of 
Na + , K + - a n d Mg2 *", Ca2 + -ATPases were detected in develop-
ment of hypertensive disease. In t rans ient arterial hypertension 

the activity of Na + , K ^ - A T P a s e was increased in the erythrocyte 
membranes due to the fraction of old erythrocytes, while 
in S t age II hypertensive disease the enzymatic activity was 
decreased mainly in the fraction of young erythrocytes. 
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Л И П И Д Н Ы Е ФРАКЦИИ ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ 
ВВЕДЕНИИ ЭТАНОЛА И ЭТАНОЛАМИНА 
Институт биохимии АН Беларуси, Гродно 

В механизмах алкогольной зависимости, рас-
шифровке токсического действия этанола значи-
тельное место отводится нарушениям в обмене 
липидов и перестройкам липидной композиции 
биомембран | 2 4 | . Поэтому поиск эффективных 
средств защиты от неблагоприятного влияния 
алкоголя на организм не исключает активного 
вмешательства в соответствующие процессы аген-
тов, стабилизирующих липидный обмен в же-
лаемом направлении. Этаноламин (ЭА), по тепе-
решним представлениям, заслуживает особого 
внимания как непосредственный компонент фос-
фолипидов и как соединение, структурно сходное 
с этанолом. Уже известно, что ЭА in vitro тормозит 
активность алкогольдегидрогеназы [7], a in vivo 
проявляет аналогичное действие и в отношении 
альдегиддегидрогеназы | 9 | . ЭА — естественный 
метаболит, обладающий очень малой токсич-
ностью, он способен уменьшать проявление алко-
гольной интоксикации у крыс [17], снижает про-
должительность наркотического сна у них, вызы-
ваемого введением алкоголя (4 г /кг внутрибрю-
шинно) [1 | . 

В данное время нет ясных представлений о 
путях метаболизма ЭА. Известно лишь, что он 
активно фосфорилируется в организме животных, 
служит предшественником холина [16| , проходя 
реакции последовательного метилирования, спосо-
бен превращаться в ацетат с последующим вклю-
чением в синтезе жирных кислот, холестерина 
и сфингозина [4, 19]. Недавно показано [12| , 
что свободный ЭА используется мембранами в 
синтезе фосфатидилэтаноламина путем прямой за-
мены любого связанного с другими фосфолипи-
дами основания. Показано, что индуцированное 
ЭА увеличение уровня фосфатидилэтаноламина 
в гепатоцитах печени крыс сопровождается по-
вышением скорости N-метилирования фосфати-
дилэтаноламина [10 | , т. е. наблюдается авторегу-
ляция синтеза фосфагидилхолина субстратом. 
Введение животным (крысы) ЭА в дозе 100 мг/кг 
сопровождается повышением его содержания в 
печени к 1-му часу, а также фосфоэтаноламина 
в этой ткани |7 ] . Установлено, что введение 
мышам ЭА (5 мг) вызывает значительное уве-
личение активности этаноламинкиназы и холинки-
назы в печени [21]. Показано также, что мри 
острой алкогольной интоксикации угнетается в 
печени киназа ЭА [22]. 

М е т о д и к а . В опытах использовали крыс-самцов массой 
160—180 г, содержащихся на обычном рационе вивария. 
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Содержание общих липидов, холестерина, фосфолипидов (в мг%), фракций фосфолипидов (в %) печени 
крыс при введении этанола и ЭД 

Исследуемый 
показатель Контроль Этанол ЗА ЭА-f этанол 

Общие липиды 7 3 8 9 ± 4 6 6 8964+481* 6 7 0 7 ± 5 6 9 8721 ± 3 8 5 * 
Холестерин 3 6 2 ± 2 4 3 8 6 ± 1 4 4 0 0 ± 2 6 295±23** 
Общие фосфолипиды 2 8 4 5 ± 9 4 2 9 3 7 ± 9 7 2 7 8 7 ± 9 0 2 9 2 4 ± 8 7 * 
Лизофосфатидилхолин 7 ,2±0 ,4 10,6±0,5* 6 , 7 ± 0 , 5 8 ,3±0 ,6** 
Сфингомиелин 12,9±1,0 14 ,0±0,6 12,1 ± 0 , 7 12 ,3±0,8 
Фосфатидилхолин 3 8 , 5 ± 1 , 2 32 ,5±1 ,5* 4 0 , 4 ± 3 , 3 38 ,4±1 ,0** 
Фосфатидилэтаноламин 2 3 , 7 ± 1 , 7 28 ,8±0 ,6* 2 5 , 6 ± 1 , 5 29,1 ± 0 , 8 * 
Кардиолипин 11,5±0,4 13,3±0,6* 12,2±0,7 11,5±0,6** 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: одна звездочка достоверные изменения по отношению к 
контрольной группе, две отношение группы ЭА + этанол к этанолу. 

В эксперименте животные были разделены на 4 группы по 
8 крыс в каждой: 1-я контрольная (изотонический раствор 
NaCI внутрибрюшинно (в /б) и внутрижелудочно ( в / ж ) , 2-я 
25 % раствор этанола в / ж в дозе 1 г /кг массы, 3-я 
ЭА в / б (100 мг /кг ) , 4-я ЭА в /б (100 м г / к г ) + 2 5 % 
раствор алкоголя в / ж в указанной выше дозе. Все пре-
параты вводили на 1 ч. На этот же срок всем группам крыс 
делали подкожные инъекции 2- | 4 С-ацетата в дозе 20 мкКи на 
100 г массы животного. За 16 ч до декапитации крыс ли-
шали пищи, оставляя доступ к воде. Получение липидного 
экстракта и его очистку проводили по методу Фолча [13]. 
Количество общих липидов, холестерина определяли по обще-
принятым методикам, описанным в литературе [8]. Содер-
жание фосфолипидов определяли по фосфору [20), а со-
отношение фосфолипидных фракций вычисляли в процентах 
фосфора фосфолипидов каждой фракции к сумме липидного 
фосфора, принятого за 100 %. 

Нейтральные липиды разделяли в тонком слое силикагеля 
в системе растворителей гексан—диэтиловый эфир—уксусная 
кислота (73:25:2), фосфолипидные фракции используя 
систему хлороформ метанол—вода (65:25:4) [8 | . Удельную 
радиоактивность липидов (общие липиды, холестерин, ди-, 
триацилглицерины, эфиры холестерина, общие фосфолипиды) 
и фракций фосфолипидов определяли в жидкостном сцин-
тилляционном спектрометре «Mark-II» фирмы «Nuclear Chica-
go» и выражали в импульсах на 1 мг за 1 мин и им-
пульсах на 1 г-атом Р• 103 за 1 мин соответственно. Д л я 
определения включения метки из 2- | 4 С-ацетата в гидрофоб-
ную и гидрофильную части липидов проводили их жесткий 
гидролиз |5] . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Введение 
этанола сопровождается повышением в печени 
концентрации общих липидов, относительного со-
держания лизофосфатидилхолина, фосфатидил-
этаноламина и кардиолипина при одновременном 
снижении уровня фосфатидилхолина (табл. 1). 

Снижение относительного содержания фосфати-
дилхолина могло произойти в результате усиления 
его деацилирования, поскольку известно, что одно-
разовое введение алкоголя значительно увеличи-

вает активность фосфолипазы А [14]. Как след-
ствие в печени в этих условиях возрастает и ко-
личество лизофосфатидилхолина. Вычисление 
коэффициента корреляции между содержанием 
фосфатидилхолина и лизофосфатидилхолина еще 
раз указывает на правомерность наших рассуж-
дений. Действительно, если в контрольной группе 
крыс отсутствует какая-либо взаимосвязь ( г = 
= —0,108; р>0,5) между указанными показате-
лями, то при нагрузке этанолом она стала до-
статочно выраженной и отрицательной {г— 
= —0,845; /?<0 ,01) . 

Нагрузка относительно невысокой дозой алкого-
ля приводит к уменьшению включения метки из 
2-1 4С-ацетата в эфиры холестерина, общие фос-
фолипиды и их фракции (лизофосфатидилхолин, 
сфингомиелин, фосфатидилэтаноламин и кар-
диолипин) (табл. 2) . При этом установлено, что 
снижение удельной радиоактивности фосфатидил-
этаноламина больше касается жирнокислотного 
фрагмента (опыт 1244=13 имп/г-атом Р• 103 за 
1 мин, контроль — 233н=21 имп/г-атом Р• 103 

за 1 мин; р < 0 , 0 1 ) , чем входящей в него гидро-
фильной части, радиоактивность которой не изме-
нялась. Снижение включения метки из 2- | 4С-аце-
тата в фосфатидилэтаноламин и его гидрофобный 
компонент свидетельствует о том, что этанол инги-
бирует синтез жирных кислот, что вполне согла-
суется с известными данными о снижении актив-
ности ацетил-КоА-синтетазы (основного источни-
ка, поставляющего ацетил-КоА для биосинтеза 
жирных кислот) при остром введении алкоголя 
[3]. Не исключена возможность и разведения 
метки немеченым ацетатом, образующимся из 
этанола. Следовательно, увеличение относительно-

Т а б л и ц а 2 

Удельная радиоактивность липидов (в имп/мг за 1 мин), фракций фосфолипидов (имп/г-атом Р-103 за 
I мин) печени крыс при введении этанола и ЭА 

Исследуемый показатель Контроль Этанол ЭА Э А + этанол 

Общие липиды 
Холестерин 
Диаци л глицерины 
Триацилглицерины 
Эфиры холестерина 
Общие фосфолипиды 
Лизофосфатидилхолин 
Сфингомиелин 
Фосфатидилхолин 
Фосфатидилэтаноламин 
Кардиолипин 

587-1-59 7 3 4 ± 8 4 
484 ± 8 6 3 9 4 ± 3 8 

5 7 ± 1 1 4 3 ± 4 
9 7 0 ± 115 765 ± 6 5 

9 7 ± 13 5 3 ± 5 * 
4 4 0 ± 2 2 2 8 6 ± 10* 
186±22 6 7 ± 11 * 
125±21 6 5 ± 7 * 
389 ± 4 6 356 ± 2 6 
340н-44 160±10* 

5 7 ± 5 2 6 ± 4 * 

4 1 9 ± 2 4 * 7 2 8 ± 6 5 
495 ± 5 8 235±35** 

5 2 ± 11 59 ± 9 * 
8 6 6 ± 5 3 741 ± 7 8 
1 0 7 ± 15 6 Э ± 8 
3 3 7 ± 18* 295-1-22* 
1 6 7 ± 11 1 2 0 ± 12** 
1 3 3 ± 17 163±27** 
281 ± 2 6 * 3 7 9 ± 2 4 
198±25* 2 3 4 ± 14** 
5 9 ± 6 3 4 ± 10* 
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го содержания фосфатидилэтаноламина при од-
новременном снижении удельной радиоактивности 
этой фракции подтверждает, что это повышение 
связано с угнетением этанолом его катаболизма. 
Косвенным доказательством этого могут служить 
литературные данные об ингибировании неболь-
шими дозами алкоголя активности фосфолииазы 
С [15] и данные, полученные в нашей лабо-
ратории, об увеличении количества указанного 
выше фосфолипида при острой алкогольной инток-
сикации |3] . 

В аналогичной экспериментальной ситуации 
(см. табл. 2) не выявлено существенных различий 
по удельной радиоактивности фосфатидилхолина 
печени между изучаемыми группами крыс, что 
указывает на нормальное течение реакций син-
теза данного липида. Это подтвердилось резуль-
татами других авторов [18], указывающими, что 
при остром введении этанола не обнаружено из-
менений в скорости метилирования при синтезе 
фосфатидилхолина из фосфатидилэтаноламина, а 
также не выявлено значимых сдвигов в активно-
сти холинкиназы при биосинтезе его по цитидино-
вому пути [23]. В связи с этим (кроме приве-
денного выше допущения) снижение относитель-
ного уровня фосфатидилхолина при неизменной 
его удельной радиоактивности может происходить, 
по-видимому, вследствие активации этанолом про-
цессов распада данного фосфолипида. 

Снижение включения метки из 2-1 4С-ацетата 
в сфингомиелин и кардиолипин происходит из-за 
понижения удельной радиоактивности их гидро-
фильного фрагмента (соответственно опыт 
86304=594 ими/г-атом Р-10 3 за 1 мин, контроль 
13 9704=1796 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин; опыт 
2777=Ь 127 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин; контроль 
3 4 9 3 ± 1 8 7 ими/г-атом Р-10 3 за 1 мин; р < 0 , 0 1 ) . 
Принимая во внимание, что острая алкогольная 
интоксикация, как правило, сопровождается угне-
тением цикла трикарбоновых кислот и реакций 
глюконеогенеза [11), вполне понятным становится 
снижение удельной радиоактивности гидрофиль-
ной части указанных фракций фосфолипидов, тем 
более что включение меченого предшественника 
сопряжено с этими метаболическими потоками. 

После введения этаноламина не выявлено су-
щественных различий в уровне липидных фракций 
(см. табл. 1). В этих условиях происходит сни-
жение удельной радиоактивности общих липидов, 
фосфолипидов, фосфатидилхолина и фосфатидил-
этаноламина (см. табл. 2). Причем установлено, 
что понижение включения 2- | 4С-ацетата в фосфа-
тидилхолин и фосфатидилэтаноламин происходит 
как в жирные кислоты (соответственно опыт 
1404=15 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин, контроль 
1894=18 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин; р < 0 , 0 5 ; 
опыт 148=fcll имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин, 
контроль 2004=21 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин; 
р < 0 , 0 1 ) , так и в их гидрофильные фрагменты 
(соответственно опыт 1272=ь71 имп/г-атом 
Р-10 3 за 1 мин, контроль — 15424=1 19 имп/г-атом 
Р -10 3 за 1 мин; /?<(), 05, опыт — 1654±73 
имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин, контроль 19724= 
4=95 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин; р < 0 , 0 5 ) . 

Д л я правильной трактовки полученных резуль-
татов следует отметить, что ЭА является весьма 
реакционноспособным соединением и подвергается 
в организме многочисленным превращениям. Так, 

некоторые авторы [7] допускают, что окисление 
спиртовой группы ЭА может привести к синтезу 
глицина. Взаимопревращения глицина и серима 
хорошо известны [6| . Серим в свою очередь 
является непосредственным предшественником в 
биосинтезе серинфосфатидов; декарбоксилирова-
ние последних может приводить к образованию 
этаполаминфосфолипидов. Судьба аминогруппы 
ЭА представляется несколько более сложной. 
Дезаминирование первичных алифатических ами-
нов моноаминоксидазами тканей животных из-
вестно [2]. Прямых данных для ЭА на этот 
счет нет. По ряду косвенных показателей (воз-
растание уровня мочевины в крови или глутамина 
в мозгу после введения ЭА [7] ) можно предпо-
ложить, что введенный ЭА стал дополнительным 
источником аммиака. Полагают, что при осу-
ществлении окислительного дезаминирования ЭА 
образуется скорее всего гликолевый альдегид, 
при восстановительном дезаминировании эта-
нол. Действительно, возрастание в 1,5 2 раза 
содержания эндогенного этанола в печени в про-
веденном исследовании (введение животным эта-
ноламина в дозе 100 мг/кг массы) подтверждает 
высказанное предположение. Этим данным можно 
дать и другое объяснение: ЭА тормозит актив-
ность алкогольдегидрогеназы [7] и как следствие 
в ткани печени накапливается эндогенно образую-
щийся этанол. Имеются результаты, указываю-
щие [22] на обратные отношения этаноламинки-
назы с дополнительно вводимым алкоголем. Если 
допустить, что ЭА в животном организме может 
превращаться в ацетат [19], то в нашей экспери-
ментальной ситуации (нагрузка ЭА) снижение 
удельной радиоактивности фосфатидилэтанола-
мина могло произойти в связи с большим разве-
дением метки немеченым ацетатом, образующимся 
при катаболизме ЭА или из эндогенно накапли-
вающегося этанола. Учитывая, что синтез фосфа-
тидилхолина опосредован через фосфатидилэта-
ноламин |10] , соответственно снижается включе-
ние метки из 2- | 4 С-ацетата и в него. 

Совместное введение ЭА и алкоголя приводит 
(по отношению к группе, получавшей только эта-
нол) к снижению в печени содержания холесте-
рина, лизофосфатидилхолина, кардиолипина и по-
вышению относительного уровня фосфатидилхо-
лина (см. табл. 1). Причем установлено, что 
между лизофосфатидилхолииом и фосфатидилхо-
лином после нагрузки алкоголем была обратная 
взаимосвязь ( г=—0,845 ; р < 0 , 0 1 ) , она же оста-
лась еще более достоверной и после совместного 
введения ЭА и этанола ( г — 0 , 8 7 4 ; р < 0 , 0 0 1 ) . 
Однако если в первом случае инъекция этанола 
по сравнению с контролем сопровождалась сни-
жением количества фосфатидилхолина при од-
новременном увеличении содержания лизофосфа-
тидилхолина, то во втором введение ЭА и этанола 
по отношению к группе, получавшей только алко-
голь, приводит, наоборот, к увеличению концентра-
ции фосфатидилхолина и понижению концентра-
ции лизофосфатидилхолина (см. табл. 1), т. е. 
в данном случае речь может идти об ЭА как 
агенте, который выступает в роли активатора 
соответствующих ацилтрансфераз. 

В идентичных условиях снижена удельная ра-
диоактивность холестерина печени, увеличена 
лизофосфатидилхолина, сфингомиелина и фосфа-
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тидилэтаноламина (см. табл. 2) . Причем снижение 
количества холестерина с одновременным пони-
жением включения в него 2- | 4-С-ацетата говорит 
о том, что ЭА выступает в роли фактора, тор-
мозящего синтез указанной липидной фракции. 

К заслуживающим внимания эффектам ЭА в его 
комбинации с этанолом на метаболизм липидов 
печени следует отнести, видимо, то обстоятельство, 
что совместное введение указанных препаратов, 
как правило, приводит к нормализации боль-
шинства липидных показателей (как по содер-
жанию, так и по их удельной радиоактивности) 
по отношению к контрольной группе. 

Исследование включения ацетата в фосфати-
дилэтаноламин показало, что повышение его 
удельной радиоактивности происходит за счет 
усиленного внедрения метки из 2- | 4С-ацетата как 
в гидрофобную часть (ЭА + этаиол 238=Ь 
± 8 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин, этанол 154 + 
± 2 5 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин; /?<(),01), так 
и в гидрофильный фрагмент (ЭА+этанол 
1711 ± 9 3 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин, этанол 
1434±89 имп/г-атом Р-10 3 за 1 мин; р < 0 , 0 5 ) . 
Отмеченные ранее результаты исследований на-
шей лаборатории 17] и данные других авторов 
[9] об ингибировании ЭА активности алкоголь-
и альдегиддегидрогеназы печени позволяют пред-
положить, что накапливающийся в этих условиях 
этанол скорее всего способствует активации соот-
ветствующих этапов метаболизма фосфатидил-
этаноламина (гидрофобная и гидрофильная ча-
сти) из 2- , 4С-ацетата. 

Введенный в организм животных ЭА в отно-
сительно невысокой, явно нетоксической дозе, не 
только сам активно метаболизируется (фосфоэта-
ноламин, глицин), но и существенно влияет на 
содержание отдельных липидов и их фосфолипид-
ных фракций, а также на включение в их состав 
(жирные кислоты, гидрофильная часть) меченого 
предшественника. Совместная нагрузка ЭА и эга-
налом несколько изменила у сравниваемых групп 
крыс метаболизм липидов, но при этом наиболее 
интересным следует считать исчезновение ранее 
имевшихся различий (полученных при введении 
только этанола) . В свете изложенных данных 
целесообразным является более детальное изуче-
чение возможности применения ЭА или его произ-
водных не только как противоалкогольных пре-
паратов, но как метаболита, нормализующего об-
мен липидов при алкогольной интоксикации. 
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LIPID FRACTIONS O F RAT LIVER T I S S U E AFTER ADMI-
NISTRATION O F ETHANOL AND ETHANOLAMINE. 

M. I. Selevich, B. L Gorenshtein, Yu. M. Ostrovsky 

Inst i tute of Biochemistry, Academy of Sciences of the Byelo-
russ ian SSR, Grodno. 

After a single in t ragas t r ic adminis t ra t ion of 25 % ethanol 
in a dose of 1 g / k g of body mass content of total lipids, 
lysophosphatidyl choline, phosphatidyl e thanolamine and cardio-
lipin was increased while phosphatidyl choline was decreased 
in the rat liver tissue. At the same time, there was a decrease 
in the ra te of 2-1 4C-acetate incorporation into es ters of cholesterol, 
total phospholipids, lysophosphatidyl choline, sphingomyelin, 
phosphatidyl e thanolamine and cardiolipin. Administrat ion of 
e thanolamine s imul taneously with ethanol contributed to norma-
lization of the lipid spectrum, impaired by the single ethanol 
inoculation. 
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Ю. /7. Таран, Л. Н. Шишкина 

ВЛИЯНИЕ 6-МЕТИ ЛУ РАЦИ J1A НА НЕКО-
ТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ СИСТЕМЫ РЕГУЛЯ-
ЦИИ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ Л И П И -
ДОВ В ОРГАНИЗМЕ 

Институт химической физики им. Н. Н. Семенова РАН, Москва 

В настоящее время установлено, что стационар-
ность процессов перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) в норме обеспечивается функционирова-
нием физико-химической системы регуляции окис-
лительных реакций в липидах [24 | , параметра-
ми которой, в частности, являются уровень аити-
окислительной активности (АОА) липидов, их со-
став и способность к окислению. Эта система 
играет существенную роль в защите мембран от 
повреждающих факторов и в значительной степе-
ни реализует действие биологически активных ве-
ществ, в том числе и антиоксидантов [6]. В связи 
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с этим изучение динамики изменении параметров 
физико-химической системы при воздействии ка-
ким-либо препаратом или лекарственным вещест-
вом позволяет оценить роль этих соединений в 
регуляции ПОЛ в организме. 

Как известно, при развитии целого ряда пато-
логических состояний в организме возникают за-
кономерные изменения уровня ПОЛ, для коррек-
ции которых применяют антиоксиданты. В зависи-
мости от дозы и способов применения они прояв-
ляют широкий спектр биологического и (или) тера-
певтического действия. В частности, показано, что 
антиоксиданты стимулируют процессы клеточной 
пролиферации [2 | , биосинтеза белка |1] , оказы-
вают противовоспалительное действие [27]. 

Установлено наличие аитиоксидантных свойств 
и у целого ряда лекарственных веществ [7, 12, 
25, 28]. Показано, что широко применяемый в 
медицинской практике 6-метилурацил (6-МУ) спо-
собен снижать интенсивность ПОЛ в модельных 
системах [14, 16, 18], в опытах in vivo [17, 18], 
а также влиять на активность некоторых фер-
ментов антиоксидантной защиты при развитии па-
тологических состояний [ 15]. В этих работах обыч-
но применяли многократное, часто местное вве-
дение препарата в относительно больших дозах 
и на фоне ярко выраженных патологических сдви-
гов. Большое разнообразие биологических и тера-
певтических свойств 6-МУ, а именно влияние на 
биосинтез белка и нуклеиновых кислот [19], по-
ложительный эффект на течение ожоговой травмы 
[23], противовоспалительное [9], а при опреде-

ленных дозах и радиозащитное [10], действие 
позволяют предположить, что одним из путей 
реализации этих эффектов является способность 
6-МУ оказывать существенное воздействие на си-
стему регуляции ПОЛ в организме. 

В связи с изложенным цель настоящей работы 
заключалась в изучении динамики изменений па-
раметров физико-химической системы регуляции 
ПОЛ (АОА, состав, окислениость липидов), а 
также активности супероксиддисмутазы (СОД) и 
каталазы в тканях интактных животных при од-
нократном введении 6-МУ. 

М е т о д и к а . Работа проведена на 120 мышах-самках ли-
нии BALB, 120 мышах-самках линии S H K массой 18- 22 г и 
12 белых беспородных крысах-самцах массой 200—220 г в 
весенне-летний период. Подопытным животным однократно 
внутрибрюшинно вводили 0,5 % водный раствор 6-МУ в дозе 
50 мг /кг . Через 1, 4, 24 и 72 ч по 15 мышей декапитировали. 
В качестве биологического контроля для оценки воздействия 
препарата использовали равную по количеству группу ин-
тактных животных, декапитированных одновременно с под-
опытными. Д л я исследования использовали печень, селезенку 
и кровь, из которой по общепринятой методике получали 
эритроцитарную взвесь. Ткань печени и селезенки гомогени-
зировали на холоду в гомогенизаторе Поттера. Из гомоге-
натов и эритроцитов выделяли липиды по методу Фолча 
в модификации Кейтса [11 | . Часть липидов использовали 
для определения их АОА на метилолеатной модели при тем-
пературе окисления 37 °С [4]. Анализ состава фосфолипидов 
проводили методом одномерной тонкослойной хроматографии 
на силикагеле Н («S igma» , С Ш А ) [29]. Индекс окислен-
ности липидов печени рассчитывали по их УФ-спектрам в 
гептане по соотношению оптических плотностей при длине 
волны 232 и 206 нм [26]. 

Крысам препарат вводили в той же дозе. Животных за-
бивали под эфирным наркозом через 1, 24 и 72 ч. Опреде-
ление продуктов, взаимодействующих с 2-тиобарбитуровой кис-
лотой [20], активности С О Д [22] и каталазы [13] про-
водили в ткани печени и сыворотке крови крыс. 

Результаты экспериментов обрабатывали методами мате-
матической статистики с вычислением средних величин с ука-

занием среднеквадратичных отклонений среднего арифмети-
ческого. Сравнения по группам проводили с помощью кри-
терия t Стыодента . Различия считали достоверными, если 
уровень значимости не превышал 0,05. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . По исходно-
му уровню АОА липидов органы мышей линии 
BALB располагались в следующем ряду: пе-
чень;>эритроциты:>селезенка, а у мышей линии 
SHK — печень^>эритроциты = селезенка. При этом 
АОА липидов всех исследованных органов у мы-
шей линии BALB была ниже, чем у соответ-
ствующих органов мышей линии SHK. Например, 
АОА липидов печени у первых составляла 1270=fc 
± 3 2 0 ч -мл/г , а у вторых — соответственно 
2340±600 ч -мл /г . 

Поскольку липиды являются одними из наибо-
лее лабильных компонентов клеток, то исследова-
ли динамику изменений АОА липидов изученных 
органов и тканей в виде разности этих величин 
у животных обеих линий после однократного вве-
дения 6-МУ и соответствующих групп интактных 
мышей (рис. 1). Измерение величин АОА липи-
дов эритроцитов осуществлялось в одной повтор-
ности ввиду малого содержания в них липидов. 
Видно, что препарат в исследованной дозе влияет 
на уровень АОА липидов печени, селезенки и 
эритроцитов. Динамика изменений этого показа-
теля различна в зависимости от органа и линии 
мышей и характеризуется фазностыо и разным 
масштабом отличий от контроля. Наиболее су-
щественные изменения АОА после введения 6-МУ 
наблюдались в липидах печени мышей линии SHK, 
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Рис. 1. Д и н а м и к а изменений уровня АОА липидов печени ( а ) , 
селезенки (б) и эритроцитов (в) мышей линий S H K ( / ) и 
BALB (2) после введения 6-МУ в дозе 50 мг /кг . 
По оси абсцисс время после введения препарата, ч; по оси ординат раз-
ность величин АОА липидов тканей подопытных и интактных животных, 
ч -мл /г . Здесь и на рис. 2 звездочка — р < 0 , 0 5 относительно интактных 
животных. 

Рис. 2. Д и н а м и к а изменений соотношений Ф Х / Ф Э ( / ) и 
Л О Ф Л / Т О Ф Л (2) в печени (а) и эритроцитах (б) мышей 
линии SHK после введения 6-МУ в дозе 50 мг /кг . 
По оси абсцисс — время после введения препарата, ч; но оси ординат 
значения показателей относительно соответствующих величин в тканях интакт-
ных мышей, %. 
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Динамика изменений состава фосфолипидов ФЛ гомогената печени мышей линии SHK после однократного внутрибрюшинного 
введения 6-МУ в дозе 50 мг/кг 

Время, Группа животных Сумма ФЛ ЛФХ СМ ФХ Ф И + Ф С ФЭ КЛ + ФК 

Опыт 2 9 , 4 ± 0 , 7 2,0=1=0,1 3 , 2 ± 0 , 4 53 ,0±0 ,7 12,0±0,1 * 26 ,0±0 ,6* 3 , 7 ± 0 , 3 
1 Контроль 3 1 , 9 ± 1 , 2 3,6 ± 0 , 5 54 ,5±0 ,9 9 , 6 ± 0 , 7 29,1 ± 0 , 6 3,1 ± 0 , 2 

Опыт 3 8 , 8 ± 1 , 2 2 ,3±0 ,1 3 ,0±0 ,1* 55 ,2±0 ,7 9,4 ± 1,0 2 8 , 0 ± 1,1 3 , 2 ± 0 , 2 
4 Контроль 41,1 ± 0 , 7 2 , 4 ± 0 , 2 3,9-М),2 53,0 ± 0 , 9 10,3 ± 0 , 8 2 7 , 2 ± 0 , 6 3,1 ± 0 , 1 

О п ыт 36,7 ± 1,3 2 ,3±0 ,1 3 ,0±0 ,2* 54,3 ± 1 , 3 10,44-0,4* 2 6 , 3 ± 1,5 3 , 4 ± 0 , 2 
24 Контроль 39 ,4±0 ,7 2 ,3±0 ,1 4,1 ± 0 , 1 52 ,2±0,4 13,0 ± 0 , 5 25 ,2±0 ,4 3 , 6 ± 0 , 1 

Опыт 39,7-1-0,5* 2 , 0±0,1 3 , 5 ± 0 , 4 50 ,7±0 ,4* 12,8±0,4* 2 7 , 6 ± 0 , 6 3 ,4±0 ,1 
72 Контроль 30,8=1= 1,3 1,9 1 0,1 3 , 6 ± 0 , 2 52,9-1-0,5 1 1 ,2±0 ,3 2 6 , 7 ± 0 , 3 3 , 7 ± 0 , 2 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: сумма ФЛ выражена в процентах от общей фракции липидов, количество индивидуальных 
ФЛ в процентах от суммы ФЛ; звездочка — р < 0 , 0 5 . 

динамика которых сходна с изменениями этого 
параметра при введении в организм животных 
антиоксидантов в относительно больших дозах 
[4]. Таким образом, эффективность воздействия 
6-МУ на АОА липидов органов мышей зависит 
от исходного уровня этого показателя. 

Измерение индекса окисленности липидов пече-
ни мышей обеих линий показало, что исследуемый 
препарат не оказывал достоверного влияния на 
этот параметр по сравнению с контролем во 
все сроки наблюдений. Однако у подопытных 
животных наблюдалась тенденция к увеличению 
гетерогенности индекса окисленности, особенно у 
мышей линии BALB (данные не приводятся). 

Поскольку изменения уровня АОА липидов пе-
чени и эритроцитов более выражены у мышей 
линии SHK, то влияние 6-МУ на состав фосфоли-
пидов изучали у этих животных (табл. 1 и 2). 
Видно, что препарат оказывал воздействие как 
на состав, так и на общее содержание фосфо-
липидов в печени и эритроцитах. Изменения со-
держания фосфолипидов в составе общих липидов 
носили фазный характер, имели сходную динамику 
и были больше выражены в эритроцитах. Сни-
жение количества фосфолипидов при многократ-
ном введении 6-МУ обнаружено в печени крыс, 
что совпадает с результатами других авторов [8]. 

В то же время влияние препарата на относи-
тельное содержание отдельных фракций фосфоли-
пидов в печени и эритроцитах неодинаково. Так, 
в печени наибольшее влияние 6-МУ оказывал на 
сфингомиелин (СМ) и общую фракцию фосфати-
дилинозита (ФИ) и фосфатидилсерииа (ФС), тог-
да как в эритроцитах достоверные изменения 
наблюдались во всех фракциях фосфолипидов, за 
исключением относительного содержания СМ и 

фосфатидилхолина (ФХ). Особенно следует отме-
тить 3—5-кратное снижение содержания общей 
фракции кардиолипина (КЛ) и фосфатидной 
кислоты (ФК) и, наоборот, более чем двукратное 
увеличение доли ФИ + ФС. Изменения состава 
фосфолипидов эритроцитов могут играть сущест-
венную роль в регуляции метаболизма. Так, на-
пример, показано, что ФС является липидом-эф-
фекгором Na, К-АТФазы [5], а ФИ и его произ-
водные участвуют в регуляции аденилатциклазы, 
протеинкиназы С и внутриклеточного обмена каль-
ция [21]. Уменьшение содержания лизофосфа-
тидилхолина (ЛФХ) в эритроцитах, вероятно, свя-
зано с ингибироваиием фосфолипазы А2. 

Важными показателями состава фосфолипидов 
являются соотношения ФХ/фосфатидилэтанола-
мии (ФЭ) и сумм более легкоокисляемых и более 
трудноокисляемых фосфолипидов (ЛОФЛ/ТОФЛ) 
|3, 24]. Результаты влияния 6-МУ на динамику 

этих показателей представлены на рис. 2. Видно 
что препарат вызывал фазные изменения соотно-
шений Л О Ф Л / Т О Ф Л и ФХ/ФЭ, динамика кото-
рых в печени и эритроцитах различна. В печени 
соотношение ФХ/ФЭ в 1-й час выше, а к 3-м 
суткам ниже соответствующих значений в конт-
рольной группе, что подобно изменениям уровня 
АОА липидов печени в те же сроки после введе-
ния 6-МУ (см. рис. 1). В эритроцитах динамика 
изменений соотношений ФХ/ФЭ и Л О Ф Л / Т О Ф Л 
сходна, исключая лишь срок 4 ч. 

Результаты влияния 6-МУ на активность СОД, 
каталазы и содержание ТБК-активных продуктов 
(ТБК-ari) в печени и сыворотке крови по сравне-
нию с соответствующими значениями у контроль-
ных животных представлены в табл. 3. Видно, 

Т а б л и ц а 2 

Динамика изменений состава фосфолипидов эритроцитов мышей линии SHK после однократного внутрибрюшинного введения 
6-МУ в дозе 50 мг/кг 

Время, 
ч 

Группа 
животных Сумма ФЛ ЛФХ см ФХ ФИ + ФС ФЭ КЛ + ФК 

1 Опыт 3 0 , 9 ± 1,2* 2 ,4±0 ,1* 10 ,8± 1,2 5 0 , 4 ± 1,0 4,5-1-0,2* 30 ,0±0 ,7* 2,1 ± 0 , 2 * 
Контроль 4 0 , 8 ± 1,3 2 , 9 ± 0 , 2 10 ,3± 1,2 4 9 , 2 ± 1,1 3,4 ± 0 , 1 27,2 ± 0 , 5 7 , 0 ± 0 , 4 

4 Опыт 5 1 , 9 ± 1,7* 4 , 0 ± 0 , 2 10,4±0,4 4 9 , 0 ± 1,0 6 ,0±0 ,4 26,1 ± 0 , 4 4 , 5 ± 0 , 2 * 
Контроль 75 ,5±2 ,0 3 , 6 ± 0 , 3 9 , 6 ± 0 , 4 4 7 , 3 ± 0 , 8 6 , 6 ± 0 , 2 26 ,3±0 ,4 6 , 6 ± 0 , 4 

24 Опыт 25 ,7±0 ,6* 3 ,6±0 ,2* 9 , 9 ± 0 , 7 4 9 , 8 ± 0 , 2 9 ,9±0 ,6* 25 ,8±0 ,5* 1 ,0±0,2* 
Контроль 2 8 , 6 ± 0 , 5 4,1 ± 0 , 1 10 ,6±0,6 5 0 , 5 ± 1,2 3 , 5 ± 0 , 2 2 7 , 5 ± 0 , 6 3 , 8 ± 0 , 2 

72 Опыт 4 4 , 4 ± 1,9* 3 ,7±0 ,1 * 10 ,4±0,3 5 0 , 0 ± 0 , 6 7 ,0±0 ,2* 27 ,4±0 ,3* 1 ,5±0,4* 
Контроль 3 7 , 0 ± 1,5 4 ,2±0 ,1 10 ,5±0,2 4 8 , 8 ± 0 , 3 3 , 5 ± 0 , 5 24,1 ± 0 , 7 8,9 ± 0 , 5 
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Динамика изменений активности СОД, каталазы и содержании ТБК-ап в печени и сыворотке крови 
беспородных белых крыс после однократного внутрибрюшинного введения 6-МУ в дозе 50 мг/кг 

Время, ч 
СОД Каталаза ТБК-ап 

Время, ч 
печень сы воротка печень сыворотка печень сыворотка 

1 6 0 ± 3 0 8 3 ± 2 6 1 2 5 ± 4 0 167ib26* 9 1 ± 8 90 ± 9 
24 127=Ь10 8 8 ± 3 8 — — 133нь 15 1 4 9 ± 1 4 * 
72 1 8 0 ± 4 7 121 ± 3 3 2 1 0 ± 4 6 * 1 4 9 ± 2 5 8 6 ± Ю 7 3 ± 5 * 

П р и м е м а н и е. Результаты представлены в процентах от контроля, звездочка р< 0,05. 

что в сыворотке активность СОД меняется мало, 
а в печени возрастает (особенно через 3 сут 
после введения препарата) . Активность каталазы 
повышалась как в печени, так и в сыворотке 
крови. Следует отметить, что через 3 сут снижался 
уровень ТБК-ап, что, по-видимому, связано с воз-
растанием активности ферментов антиоксидантной 
защиты. Повышение активности СОД в сыво-
ротке крови и раневой грануляционной ткани крыс 
обнаружено и при местном многократном приме-
нении 6-МУ 118). Можно предположить, что акти-
вация ферментов антиоксидантной защиты при 
введении препарата должна наблюдаться и у мы-
шей. 

Таким образом, показано, что 6-МУ при одно-
кратном внутрибрюшинном введении его живот-
ным, безусловно, оказывает воздействие на пара-
метры физико-химической системы регуляции 
ПОЛ, при этом динамика изменений всех пока-
зателей носит фазный характер и зависит от вре-
мени после введения препарата. 

Степень изменений уровня АОА липидов зави-
сит от его исходной величины и больше выра-
жена в печени, тогда как более значительные 
изменения состава фосфолипидов 6-МУ вызывал 
в эритроцитах. 

Совокупность экспериментальных данных ука-
зывает на то, что биологическая и терапевтиче-
ская эффективность 6-МУ связана в том числе и с 
его способностью воздействовать на параметры 
физико-химической системы регуляции ПОЛ в 
органах. Стадийность и выраженность этих изме-
нений обусловливают необходимость выбора опти-
мальных временных интервалов введения и доз 
6-МУ для нормализации показателей ПОЛ, изме-
ненных в ходе развития патологического про-
цесса. 

Авторы выражают благодарность научному 
сотруднику лаборатории экспериментальной хи-
рургии Кемеровского медицинского института 
И. М. Устьянцевой за помощь в экспериментах 
на крысах. 
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E F F E C T O F 6 - M E T H Y L U R A C I L ON S O M E P A R A M E T E R S 
O F THE SYSTEM R E G U L A T I N G L I P I D P E R O X I D A T I O N . 

Yu. P. Tar an, L. N. Shishkina 

N. N. Semenov Ins t i tu te of Chemical Physics , Academy of 
Sciences of the Russ ian Federa t ion , Moscow. 

Single in t raper i tonea l admin i s t ra t ion of 6-methylurac i l in 
a dose of 50 m g / k g w a s shown to affect some p a t t e r n s of 
the physico-chemical system r e g u l a t i n g lipid peroxidat ion in 
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mice liver t issue and erythrocytes: antioxidative activity of 
lipids (AOA), composition of phospholipids; the d r u g altered 
also activities of superoxide disrnutase and ca ta lase in liver 
tissue and blood serum of rats . These a l tera t ions observed 
had phase expressed dynamics and their rate was dissimilar 
in various t issues and depended on the interval af ter d r u g 
adminis t ra t ion. 6-Methyluracil exhibited the highest effect on the 
ra te of AOA in liver t issue and on phospholipid composition 
in erythrocytes. The biological activity of the d r u g appears 
related to its effects on the system regula t ing lipid peroxida-
tion. 
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ВЛИЯНИЕ ЭКЗОГЕННЫХ Л И П И Д О В НА 
ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ ПЕЧЕНИ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ГЕПАТИТЕ 

НИИ биологии Харьковского университета, Харьковское пред-
приятие по производству бактерийных препаратов 

Функциональные изменения миогих органов как 
в пределах физиологической нормы, так и пере-
ходящих в патологическое состояние часто сопро-
вождаются изменением в метаболизме липидов 
[12, 15, 16|. Фосфолипидные препараты могут 
восстанавливать липидный состав мембран эндо-
плазматической сети печени при гепатите [9], 
а препарат эссенциале нормализует липидный 
обмен при ССЦ-гепатите, в частности уменьшает 
накопление триглицеридов в печени [4]. Липо-
стабил, применяемый для лечения патологиче-
ских состояний печени, не оказывал репари-
рующего действия на мембраны при гепатите [6]. 
Не всегда проявляется положительный эффект 
эссенциале на липидный обмен [2], а синтез 
нуклеиновых кислот в кардиомиоцитах этот препа-
рат угнетал |7] . 

Такое различное действие одних и тех же 
препаратов на липидный обмен в клетке может 
быть связано с действием экзогенных липидов 
не только на структуру мембран, но и на многие 
звенья клеточного метаболизма. В задачи настоя-
щей работы входило исследование влияния экзо-
генных липидов на содержание липидов в микро-
сомальных мембранах и сыворотке крови, функ-
циональную активность микросом и образование 
коллагена в печени при гепатите. 

М е т о д и к а . Эксперименты проводили на 70 самцах крыс 
линии Вистар 3—4-месячного возраста. Индукцию гепатита 
осуществляли с использованием локальной гипертермии пе-
чени | 1 | . Животным с экспериментальным гепатитом каждые 
12 ч в Течение 8 сут вводили суммарные фосфолипиды 
из эритроцитов лошади, ганглиозид GM : i из эритроцитов 
лошади и фосфолипиды из спинного мозга (ФСМ) крупно-
го рогатого скота, состоящие из 63 % фосфатидилэтано-
ламина, 18 % фосфатидилхолина, 9 % фосфатидилсерина, 
4,5 % сфингомиелина и 5 % минорных компонентов фосфо-
липидной природы в дозах 2 мг на 100 г массы тела. 
Через 12 ч после последнего введения препаратов животных 
умерщвляли под эфирным наркозом. Собирали кровь и полу-
чали сыворотку, из которой экстрагировали липиды [8]. 

Печень перфузировали и гомогенизировали в 0,25 М саха-
розе. Постмитохондриальную фракцию центрифугировали 
60 мин при 105 000 g на центрифуге УЦГ13-31. Суперна-
тант использовали как фракцию цитозоля. Из фракции 
микросом и цитозоля экстрагировали липиды [8], количе-
ство которых определяли по [5]. 

Д л я определения активности глюкозо-6-фосфатазы в микро-
сомах их суспендировали в 0,25 М сахарозе, к 0,1 мл суспен-
зии прибавляли 0,1 мл раствора глюкозо-6-фосфата и 0,8 мл 
К-цитратного буфера. Пробы инкубировали при 37 °С 30 мин. 
Неорганический фосфор определяли по Фиске — Суббароу. 
Результаты выражали в микромолях неорганического фосфо-
ра на 1 мг белка микросом. 

Об антитоксической функции печени судили по продол-
жительности гексеналового сна. Гексенал вводили внутрибрю-
шинно из расчета 100 мг на 1 кг массы животного в 
виде 2 % раствора. Время наркотического сна выражали в ми-
нутах и рассчитывали угнетение антитоксической функции 
печени в процентах по отношению к контролю. Результа-
ты обрабатывали статистически |10]. 

Р е з у л ь т а т ы и их о б с у ж д е н и е . Экспе-
риментальный гепатит, индуцируемый локальной 
гипертермией печени [1 | , сопровождается неболь-
шим увеличением содержания липидов микросом, 
главным образом за счет увеличения содержания 
фосфолипидов и холестерина (рис. I). 

Внутрибрюшииное введение фосфолипидов из 
эритроцитов лошади и ФСМ крупного рогатого 
скота в дозах 2 мг/100 г на 10-й день после ин-
дукции гепатита приводит к уменьшению содержа-
ния липидов микросом печени по сравнению с экс-
периментальными животными, не получавшими 
препараты, и интактными. Введение эксперимен-
тальным животным гаиглиозида GM* из эритроцй-
тов лошади не оказывало влияния на этот 
показатель (рис. 2). 

Липосомы могут длительно циркулировать в 
кровяном русле и не захватываться гепатоци-
тами [11| . Определение содержания общих ли-
пидов в сыворотке крови через 12 ч после 
введения препаратов показало, что фосфолипиды 
эритроцитов лошади не влияли на содержание 
липидов в сыворотке; при введении гаиглиозида 
GM3 содержание липидов незначительно уменьша-
лось и достоверно увеличивалось при введении 
ФСМ. 

Таким образом, введение экзогенных липидов, 
увеличивающих содержание липидов в сыворотке, 
приводило к уменьшению содержания липидов в 
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Рис. 1. Содержание (в мкг/мг белка) общих липидов ( / ) , 
фосфолипидов (2), холестерина (3), неэстерифицированных 
жирных кислот (4) и триглицеридов (5) в микросомах иитакт-
ной печени (светлые столбики) и при экспериментальном 
гепатите (заштрихованные столбики). 
Здесь и на других рисунках звездочкой обозначены статистически досто-
верные различии между контролем и опытом при /?<0,05. 

Рис. 2. Влияние фосфолипидов (в %) из эритроцитов лоша-
ди ( / ) , гаиглиозида GM3 из эритроцитов лошади (2) и ФСМ 
крупного рогатого скота (3) на содержание липидов в микро-
сомах (а ) , сыворотке крови (б), активность глюкозо-6-фосфа-
тазы в микросомах (в) и антитоксическую функцию пече-
ии (г) на фоне гепатита (Г). 
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Рис. 3. Содержание оке и пролила (в мкг на 100 г ткани) 
в интактной печени (И), при гепатите (Г) и влияние на этот 
показатель фосфолипидов из эритроцитов лошади ( / ) , ганглио-
зида GM;j из эритроцитов лошади (2) и ФСМ крупного 
рогатого скота (3) . 

микросомах. Уменьшение содержания липидов в 
микросомах печени может приводить к структурно-
функциональным изменениям биомембран. Одной 
из характеристик структурно-функционального 
состояния мембран эндоплазматического ретику-
лума является активность мембранно-связанных 
ферментов, и в частности глюкозо-6-фосфатазы 
[3]. Внутрибрюшинное введение фосфолипидов 

эритроцитов и ФСМ вызывало падение актив-
ности глюкозо-6-фосфатазы на 44 и 53 % соот-
ветственно, в то время как ганглиозид GM:} 
подавлял активность только на 23 % по сравнению 
с контролем (см. рис. 2). Падение активности 
этого фермента коррелировало с угнетением ан-
титоксической функции печени, которая снижа-
лась на 100 и *50% в случае фосфолипидов 
из эритроцитов и спинного мозга и лишь на 
4 8 % при введении GM:} (см. рис. 2). Учитывая, 
что антитоксическая функция печени определяется 
уровнем активности микросомальных монооксиге-
наз, можно полагать, что экзогенные липиды 
приводят к падению активности таких фермен-
тов, как глюкоза-6-фосфатаза и система моно-
оксигеназа. 

В ряде патологических процессов имеет место 
нарушение метаболизма соединительной ткани, в 
частности коллагена [14| . При гепатите часть 
клеток повреждается, что сопровождается ростом 
соединительной ткани. Определение количества 
коллагена по содержанию оксипролина в печени 
при гепатите показало, что оно увеличивается 
по сравнению с контрольным уровнем (рис. 3). 
Рост соединительной ткани в патологически изме-
ненном органе является компенсагорно-приспосо-
бительной реакцией, направленной на восстанов-
ление функциональной активности измененной 
ткани [13]. 

Внутрибрюшинное введение эритроцитарных 
фосфолипидов и ганглиозида GM ; i животным с 
экспериментальным гепатитом не оказывало влия-
ния на содержание коллагена в печени, в то 
время как введение ФСМ сопровождалось дву-
кратным увеличением количества коллагена в этом 
органе (см. рис. 3) . Необходимо отметить, что 
именно ФСМ в наибольшей степени нарушали 
липидный обмен в печени с гепатитом — они 
подавляли и функциональную активность микро-
сомальных мембран, что, очевидно, отражает 
усиление деструктивных изменений гепатоцитов 

при гепатите и увеличение количества коллагена 
в печени как компенсаторно-приспособительной 
реакции. 

Таким образом, введение животным с экспери-
ментальным гепатитом экзогенных липидов сопро-
вождалось угнетением функциональной активно-
сти печени, выражающемся в уменьшении со-
держания липидов в микросомах, угнетении анти-
токсической функции печени и увеличении коли-
чества коллагена в этом органе. Степень угне-
тения функциональной активности клеток печени 
при гепатите определяется составом препаратов, 
в наибольшей степени это характерно для ФСМ. 
Эти результаты могут указывать на важную ре-
гуляторную роль экзогенных липидов в метабо-
лизме клеток печени. Необходимо отметить, что 
выбранная нами система показателей, включаю-
щая такие показатели, как липидный обмен, 
функциональное состояние мембран эндоплазма-
тического ретикулума и морфогенетические функ-
ции, в частности обмен коллагена, позволяет 
получить ответ не только о действии ксено-
биотиков на функциональное состояние печени, 
но и дать характеристику степени этого действия. 
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EFFECT OF EXOGENOUS LIPIDS ON FUNCTIONAL ACTI-
VITY OF LIVER T I S S U E IN EXPERIMENTAL HEPATITIS. 

A. /. Bozhkov, Yu. M. Krasnopolsky, M. K. Asadova, 
S. M. Mogilyanskaya, V. L. Dlubovskaya, R. F. Menzeleev 

Research Insti tute of Biology, Sta te University, Factory of 
Bacterial Prepara t ions , Kharkov. 

Content of lipids in blood serum and membranes of 
liver t issue endoplasmic reticulum, functional activity of micro-
somes, antitoxic activity of liver t issue as well as collagen 
production in rat liver t issue were studied in experimental 
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hepatitis af ter adminis t rat ion of exogenous lipids (equine 
erythrocyte phospholipids and ganglioside GM;), bovine spinal 
cord phospholipids). All the prepara t ions studied inhibited 
the functional activity of the liver cells which was expressed 
as a decrease of the lipids content in the microsomes, 
inhibition of glucose-6-phosphate dehydrogenase activity 
and impairment of the liver t issue antitoxic functions. Distinct 
inhibition of these reactions caused an increase of the 
collagen content in the liver tissue. 
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ВЛИЯНИЕ С-РЕАКТИВНОГО БЕЛКА НА 
СИНТЕЗ РНК И БЕЛКА В НЕЙТРОФИЛАХ 

* 

НИИ экспериментальной медицины РАМН, Санкт-Петербург 

Взаимодействие С-реактивного белка (СРВ) и 
иейтрофилов (Нф) составляет один из важнейших 
элементов неспецифических защитных реакций 
[6]. Формы и значение этого взаимодействия 
изменяются на различных этапах воспаления: в 
начале процесса СРВ действует как опсонин 
[6, 9] , хемоаттрактант [10] и активатор нейтро-
филов и макрофагов [11], а в конце процес-
са — как ингибитор активности этих и других 
клеток [5, 7, 12]. Основой для смены направле-
ния эффекта СРВ на Нф являются наличие 
в молекуле СРВ пептидных фрагментов с им-
муномодулирующими свойствами, смена лизосо-
мальных ферментов Нф, обеспечивающих протео-
лиз СРВ [11, 12], и рецепторов для СРВ на 
этих клетках [6]. Указанные изменения не могут 
не сопровождаться изменениями в уровне синте-
за РНК и белка в Нф [1, 3, 4] , о чем мы 
предварительно сообщили ранее [2]. Целью дан-
ного исследования является оценка влияния СРВ 
на основные синтетические процессы — синтез 
РНК и белка в Нф периферической крови 
человека. 

М е т о д и к а . Нф выделяли из свежей гепаринизирован-
ной донорской крови путем центрифугирования на двойном 
градиенте фиколл-верографина ( d = l , 1 1 0 и 1,077 г /см 3 ) . 
На 2 мл охлажденного до 4 °С более плотного градиента 
наслаивали равный объем менее плотного, а затем 4—6 мл 
разбавленной (1:1) забуференным фосфатами физиологи-
ческим раствором рН 7,2 ( З Ф Р ) донорской крови. После 
центрифугирования в течение 1 ч при 500 g при комнатной 
температуре верхнюю интерфазу составляли мононуклеары, 
а нижнюю — полиморфноядерные клетки, которые отмы-
вали З Ф Р и освобождали от примеси эритроцитов лизи-
сом 0,832 и 0,084 % раствором NH„C1 и N a H C 0 3 соответ-
ственно в отсутствие ионов С а 2 + и Mg2"1". Полученные 
клетки, 95 % среди которых составляли Нф, переводили 
в полную культуральную среду. При изучении синтеза Р Н К 
ее составляли на основе среды RPMI-1640 («Flow») с добав-
лением 10 % эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) 
(«Arriimed»), 1 % 100-кратного концентрата заменимых 
аминокислот («Flow»), гентамицина в концентрации 
80 мкг/мл и : ,Н-уридина (3Н-ур) (Научно-производственное 
объединение «Изотоп») в концентрации 37 кБк/мл . При 
исследовании синтеза белка среду составляли на основе 
раствора Эрла (Московское предприятие по производству 
бактериальных препаратов) с 1 0 % ЭТС, геитамицином и 
меченными по тритию аминокислотами 1-глицином и 1-лей-
цииом (3Н-АК) того же производства в концентрации 
по 55 кБк/мл. 2• 10Г> ресуспендированных в среде Нф пе-
реносили в объеме 0,2 мл в 96-л у ночные плоскодонные 
планшеты («Linbro») и инкубировали в ССЬ-инкубаторе 
(«Flow») при 37 °С во влажной атмосфере с 5 % С 0 2 в тече-
ние 2 ч. Продление инкубации до 12 16 ч не влияло на 

характер полученных закономерностей. В качестве стимуля-
торов использовали фитогемагглютинин (ФГА)-П («Difco», 
12,5 мкг /мл) , конканавалин А КонА («Pharmacia» , 
10 мкг /мл) , СРБ , а в качестве контроля- З Ф Р . 

С Р Б выделяли из асцнтической жидкости больных опухо-
лями яичников путем ионообменной хроматографии. Чисто-
ту выделения контролировали путем электрофореза в ПААГ 
при редуцирующих условиях. Выделенный белок хранили 
при 18 °С в трис-цитратном буфере рН 6,2; концентра-
ция белка при этом составляла около 1 мг/мл. В работе ис-
пользовали С Р Б в сывороточной пентамерной форме 
(пСРБ) и разрушенный до мономеров С Р Б ( м С Р Б ) . Д л я 
получения мСРБ из пСРБ последний подвергали воздей-
ствию низких значений рН (рН 2,0) в течение 1 мин с даль-
нейшим восстановлением реакции среды до нейтральной. 
При этом происходит необратимое разрушение пСРБ до 
мСРБ [10]. 

После культивирования клетки переносили на бумажные 
фильтры («Fil trak FN-12») с помощью 12-канального харве-
стера, отмывали дистиллированной водой, 5 % трихлорук-
сусной кислотой и абсолютным этанолом, а высушенные 
фильтры помещали в виалы «Wheaton» и просчитывали на 
сцинтилляционном счетчике «Rackbeta» («LKB - Pha rmac ia» ) 
в течение 1 мин. Результаты выражали средним числом 
импульсов в 1 м и н ± о ш и б к а среднего. Достоверность раз-
личий оценивали с помощью критерия / Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Внесение 
пСРБ в культуры Нф вызывало дозозависимый 
прирост включения }Н-ур клетками (табл. 1). 
Самый высокий синтез РНК наблюдали при кон-
центрации пСРБ 1- 10 мкг/мл, что в 2—20 раз 
превышает нормальный уровень СРБ в сыворотке 
и соответствует его концентрации при воспа-
лении. При концентрации пСРБ 0,1 мкг/мл, кото-
рая совпадает с ее нормальными сывороточными 
показателями, различия в уровне включения 3Н-ур 
достоверно не отличаются от контроля (р> 
> 0 , 0 5 ) . 

мСРБ также вызывал усиление включения 
3Н-ур Нф, причем уже низкие значения мСРБ 
(0,1 мкг/мл) вызывали достоверное усиление 
включения 3Н-ур, которое достигало максимума 
при концентрации 10 мкг/мл и стремительно сни-
жалось при более высоких концентрациях мСРБ 
(см. табл. 1). Более высокая эффективность 
мСРБ может быть связана с тем, что, распадаясь 
на субъединицы, С Р Б сохраняет способность 
стимулировать Нф, а увеличение числа действую-
щих молекул (в 5 раз по сравнению с пСРБ) 

Т а б л и ц а 1 
Включение 3Н-ур Нф (в имп/мин) под влиянием пСРБ, 
мСРБ и других активаторов 

Препарат и его 
концентрация, 

мкг /мл 

Число 
наблю-
дений 

x±S Пределы 
колебанни 

*оп/ 
хконт 

Контроль ( З Ф Р ) 72 1399± 121 131 -=4346 
КонА, 10 56 2217±155*** 544 —5343 1,58 
ФГА-П, 12,5 34 2034±146** 683 - 4 0 1 7 1,45 
пСРБ: 

0,1 27 1823±246 189- - 3 8 9 5 1,30 
1 27 2656±470*** 353 9373 1,90 
10 27 2451 ±334*** 330 - 6 2 0 8 1,75 
100 41 2139±298** 345 7416 1,53 

мСРБ: 
0,1 6 2415±5497* 1057 3846 1,73 
1 6 2883±500*** 1515-- 4 1 9 6 2,06 
10 6 2953+345*** 1534 3961 2,1 1 
100 17 11364-224 225 - 3 0 5 2 0,81 

П р и м е ч а н и е . Достоверность различий оценивали по 
отношению к контролю; звездочка — р < 0 , 0 5 , две 
/ ? < 0,01, три — р < 0 , 0 0 1 . Здесь и в табл. 2 оп.— 
опыт, конт. — контроль. 
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Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Включение 1Н-АК Нф (в имп/мин) под влиянием пСРБ и 
других активаторов 

100 
4.6 

Сравнение включения 3Н-ур в Нф под влиянием пСРБ, мСРБ и 
при их совместном действии. 
По оси абсцисс- концентрация белка: верхние цифры — в мкг/мл, нижние 
In этих величин; по оси ординат — In среднего включения 3Н-ур. / пСРБ; 
2 мСРБ; 3 100 мкг/мл мСРБ + переменные концентрации пСРБ. Уровень 
включения ; ,Н-ур контрольными клетками показан пунктиром. 

ответственно за повышение чувствительности 
клеток. 

Наличие в очаге воспаления одновременно 
двух форм С Р Б (пСРБ и мСРБ) выдвигает 
необходимость рассмотрения вопроса о характере 
их совместного действия на Нф. Как видно на 
рисунке, результатом такого действия на Нф было 
угнетение включения 3Н-ур. При использовании 
высоких концентраций пСРБ и мСРБ (по 
100 мкг/мл) включение 3Н-ур снижалось на 54 % 
по сравнению с контролем, но при избытке мСРБ 
(100 мкг/мл) Нф повторяли закономерности для 
мСРБ, несмотря на присутствие различных ко-
личеств пСРБ. Различия между контролем и точ-
ками кривой 3 недостоверны при /?;>0,05. Полу-
ченные результаты соответствуют данным других 
авторов [5, 7, 12] о наличии у СРБ супрес-
сивного потенциала и показывают, что механиз-
мом переключения на супрессию может служить 
увеличение числа молекул СРБ, особенно за счет 
распада до мономеров. 

пСРБ, как и КонА и ФГА, практически не 
влиял на включение 3Н-АК в нейтрофилы 
(табл. 2) (все различия с контролем недосто-
верны; р>>0,05). 

Ранее показано, что усиление синтеза РНК 
является одним из показателей активации Нф 
[8], величина которой возрастает под действием 
КонА в 2—5 раз, что совпадает с нашими дан-
ными. Влияние С Р Б как в пентамерной, так 
и в мономерной форме сопоставимо с влиянием 
этого лектина и может даже превосходить его. 
В то же время эффект ФГА на Нф уступает 
эффекту СРБ и КонА, что, вероятно, связано 
с различной лигандной специфичностью этих моле-
кул. Результаты работы свидетельствуют о сти-
мулирующем влиянии пСРБ на функциональную 
активность Нф. Кроме показанного [10| стиму-
лирующего влияния СРБ на кислородный ме-
таболизм, мы можем констатировать аналогич-
ный стимулирующий эффект и в отношении 
другого существенного показателя активации кле-
ток — синтеза РНК. Сопоставление двух форм 
СРБ показывает, что мСРБ обладает более вы-

Препарат и его 
концентрация, 

мкг/мл 

Число 
на-

блю-
де-
ний 

x±S 
Пределы 

колебаний 
*конт 

Контроль ( З Ф Р ) 24 1091±185 263—3570 
КонА, 10 24 1345ч-171 456 2970 1,23 
ФГА-II, 12,5 24 1037 ± 1 5 0 242 -2337 0,95 
пСРБ: 

0,1 12 7 3 5 ± 128 1 8 3 - 1 3 6 8 0,67 
1 12 875=t140 310—1854 0,80 
10 12 1400±265 399 3230 1,28 
100 12 1476+241 428 2850 1,35 

раженным эффектом в отношении Нф по срав-
нению с пСРБ (как в наших исследованиях 
по синтезу РНК, так и в работе [10] 
по кислородному метаболизму). 

Результаты работы свидетельствуют о суще-
ственной регуляторной роли внеклеточного рас-
пада С Р Б на мономеры под действием кислот-
ной среды воспалительного очага. Мономеры 
сохраняют способность усиливать синтез РНК в 
Нф, присущую пСРБ. Их эффект проявляется при 
более низкой концентрации белка, что, вероятно, 
связано с 5-кратным увеличением числа молекул. 
Вместе с тем совместное действие обеих форм 
белка тормозит активацию Нф и может быть од-
ним из звеньев эволюции воспалительной реакции. 
Не исключено, что это угнетение связано с кон-
куренцией обеих форм С Р Б за мембранный рецеп-
тор. При последующем эндоцитозе в фагосомах 
наблюдается протеолиз С Р Б под действием лизо-
сомальных ферментов, результатом которого явля-
ется выделение Нф иммуноактивных низкомоле-
кулярных пептидов |11, 12]. Что касается бел-
кового синтеза, то его уровень не коррелирует 
с активационными изменениями, оцененными по 
синтезу РНК, что не противоречит литературным 
данным [ 1, 3, 4 | . 
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Inst i tute of Experimental Medicine, Academy of Medical 
Sciences of the Russian Federat ion, St. Pe te r sburg . 

Effects of blood serum pentameric and monomeric C-
reactive proteins (pCRP and mCRP, respectively) on human 
peripheric blood neutrophils were studied. Isolated neutrophils 
were incubated for 2 hrs in the medium containing 3H-RNA 
or protein synthesis precursors . Both pCRP and m C R P stimu-
lated the RNA synthesis in neutrophils . Effect of m C R P was 
more prominent than that of pCRP. Simul taneous addition 
of these CRP forms abolished their s t imula t ing capacities. 
C R P had no significant action on the protein synthesis 
in neutrophils . 
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКОЕ 
ИЗУЧЕНИЕ L-Л ИЗИ Н-а-ОКСИДАЗЫ ИЗ ПО-
ВЕРХНОСТНО И ГЛУБИННО ВЫРАЩЕННОЙ 
TRICHODERMA SP. 

Российский университет дружбы народов, Москва, Институт 
прикладной энзимологии, Вильнюс 

На кафедре биохимии Российского университета 
дружбы народов в течение ряда лет изучается 
фермент L-лизин-а-оксидаза (ЛО) [5], который 
высокоспецифичен по отношению к L-лизину 
[1, 6]. Известно, что способ культивирования 
микроорганизмов продуцентов биологически 
активных соединений влияет как на количест-
венное содержание, так и на качественный со-
став конечных продуктов. Д о последнего времени 
фермент выделяли из культуральной жидкости 
гриба Trichoderma sp., выращенного поверхност-
ным способом. В связи с необходимостью круп-
номасштабного производства фермента возникла 
необходимость выращивания культуры гриба глу-
бинным способом, и был разработан соответст-
вующий метод [2]. В задачи настоящей работы 
входило определение возможных изменений суб-
стратной специфичности ЛО, а также сравнение 
спектральных характеристик, молекулярной мас-
сы, изоэлектрической точки препаратов Л О из 
Trichoderma sp., выращенной глубинным и по-
верхностным способами. 

М е т о д и к а . В работе использовали о-дианизидин 
фирмы «Sigma» (США), ДЭАЭ-целлюлозу фирмы «Reanal» 
(Венгрия) , ДЭАЭ-солозу, любезно предоставленную Институ-
том прикладной энзимологии (Вильнюс), набор стандартных 
белков для определения молекулярной массы и изоэлектри-
ческой точки фирмы «Pharmacia» (Швеция) . Для приготов-
ления буферных растворов использовали соли марки 
ч. д. а. 

Активность Л О определяли по приросту концентрации 
перекиси водорода в реакционной смеси. Стандартные 
опытные пробы содержали 0,19 мМ о-дианизидин в 100 мМ 
натрий-фосфатном буфере ргН 7,4, 1 мМ L-лизин, 10 мкМ пе-
роксидазу из хрена, ЛО. 

За единицу ферментативной активности принимали ко-
личество фермента, катализирующее образование 1 мкмоль 
перекиси водорода за 1 мин. Ферментативную активность 
определяли на спектрофотометре при 460 нм. Концентрацию 
белка определяли по методу Лоури, используя в качестве 
стандарта яичный альбумин («Fluka») . Операции по очистке 
Л О проводили при 0—5 °С. 

Получение ЛО из Trichoderma sp., выращенной поверх-
ностным способом. Культура гриба Trichoderma sp. была вы-
ращена в 7 колбах на пшеничных отрубях поверхностным 
способом 14]. В каждую колбу добавляли по 100 мл воды. 

Т А Б Л И Ц А 1 

Очистка ЛО из поверхностно выращенной Trichoderma sp. на 
ДЭАЭ-целлюлозе в объеме 

№ 
фракции 

NaCI, 
М 

Объем, 
мл 

Ферментативная 
активность, % 

Количество 
фермента, 

Е 

I 0 210 0,5 11,5 
2 0,2 500 5,2 
3 0,3 1 180 33,0 Раствор № 1 661,0 
4 0,4 535 3,1 Раствор № 2 67,0 
5 0,5 230 0,4 
6 0,6 510 0,6 Раствор № 3 20,5 

П р и м е ч а н и е . За 1 0 0 % принята суммарная исходная 
ферментативная активность. 

Экстракцию осуществляли на качалке в течение 1 ч. Экстракт 
отделяли фильтрованием через 2 слоя марли и центрифугиро-
вали. Объем экстракта 810 мл. Концентрация белка 2 мг/мл. 
Удельная активность 1,33 Е/мг, рН раствора 6,2. Л О осаждали 
из раствора сульфатом аммония при 70 % насыщении. При 
35 % насыщении сульфата аммония осадок балластных бел-
ков не образовывался (в отличие от данных работы [ 1 | ) . 
Осадок растворяли в 70 мл воды и диализовали сначала 
против воды в течение ночи, а затем против 20 мМ натрий-
фосфатного буфера р̂ Н 7,4 (два раза по 2 л ) . 

Ионообменная хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе. Отдиа-
лизованный раствор смешали со 100 мл густой суспензии 
ДЭАЭ-целлюлозы, уравновешенной тем же буфером. Элюиро-
вали белки в объеме буфером с возрастающими кон-
центрациями NaCI. Объединяли фракции, элюированные 
0,2 и 0,3 М NaCI, концентрировали (раствор № 1) на 
ячейке для ультрафильтрации фирмы «Amicon» (США) с 
фильтром YM 10. Диализовали раствор Л О против 20 мМ 
натрий-фосфатного буфера рЛ 7,4. Фермент, элюированный 
0,4 М NaCI (раствор № 2), а также 0,5 и 0,6 М NaCI 
(раствор № 3) осаждали (NH 4 ) 2 S04 при 70 % насыщения, 
центрифугировали, растворяли в воде и диализовали про-
тив 20 мМ натрий-фосфатного буфера. 

Ионообменная хроматография на ДЭАЭ-солозе. Диализо-
ванные против буфера растворы. № 1 3 хроматографи-
ровали на колонке с ДЭАЭ-солозой (3 ,8X4 см), уравнове-
шенной тем же буфером. Белки элюировали возрастающими 
концентрациями NaCI в буфере при скорости элюирова-
ния 40 мл/ч. Фракции концентрировали и диализовали 
против 20 мМ трис-HCl-буфера р+1 7,4. 

Ионообменная хроматография методом HPLC (High Perfor-
mance Liquid Chromatography). HPLC проводили на полупре-
паративных колонках (Protein Рак DEAE 5PW 21,5-150 мм 
Wate r s фирмы «Millipore») в 20 мМ трис-НС1-буфере 
ргН 7,4. Фермент элюировали линейным градиентом кон-
центрации NaCI от 0 до 0,7 М при скорости 2 мл/мин. 

Получение ЛО из Trichoderma sp., выращенной глубин-
ным способом. Культура гриба Trichoderma sp. была выраще-
на в 20 л ферментере на пшеничных отрубях по методу 
[4]. Балластные белки удаляли осаждением 2 5 % раствором 
сульфата аммония с последующим центрифугированием на 
центрифуге «Beckman G-25» при 810 об/мин в течение 
30 мин. 

Т а б л и ц а 2 

Хроматографии различных образцов Л О из поверхностно выра-
щенной Trichoderma sp. (см. табл. I) на ДЭАЭ-солозе 

Раствор NaCI, М Ферментативная 
активность, Е 

Удельная 
акти вность, 

Е / м г 

№ 1 0 0 0 
0,2 0 0 
0,3 405 19,3 
0,4 142 12,2 

№ 2 0 0 
0,3 0 
0,4 37,8 
0,6 0,5 

№ 3 0,3 0 
0,4 16,5 
0,6 22,6 
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Таблица 3 
Хроматография на ДЭАЭ-солозе JIO из выращенной в фер-
ментере Trichoderma sp. 

№ фракции NaCI, М Количество 
фермента, Е 

Удельная 
активность, 

Е/мг 

0,2 
0,3 
0,4 

1592 
7873 

0 

173 
98* 

П р и м е ч а н и е. Звездочка после лиофилизации 
удельная активность препарата составляла 60 Е/мг. 

Хроматографию надосадочной жидкости проводили на 
бутилсилохроме С-80 (содержание бутиловых радикалов 
80 мкмоль/г, размер частиц 0,1 мм). Колонку ( 5 X 7 0 см), 
содержащую 250 мл сорбента, уравновешивали 0,02 М натрий-
фосфатным буфером f>H 6,0. Скорость нанесения и промывки 
фермента 25 % раствором сульфата аммония составляла 
200 мл/ч, скорость элюирования 20 мл/ч. Активные 
фракции объединяли и концентрировали до 19 мл. Получен-
ный раствор с концентрацией белка 5,8 мг/мл и удельной 
активностью 65 Е /мг диализовали против 20 мМ натрий-
фосфатного буфера [̂ Н 7,4. 

Хроматография на ДЭАЭ-солозе. ^Наносили раствор фер-
мента на колонку, заполненную ДЭАЭ-солозой (3 ,8X4 см), 
и элюировали Л О возрастающими концентрациями NaCI. 
Лизиноксидазной активностью обладали фракции, элюиро-
ванные 0,2 и 0,3 М NaCI. 

Ионообменную хроматографию методом HPLC проводили 
в тех же условиях, что и в случае поверхностно выращенной 
Trichoderma sp. 

Определение молекулярной массы препаратов Л О. Д л я 
сравнения молекулярной массы использовали гомогенные 
препараты Л О и набор стандартных калибровочных белков. 
Электрофорез образцов осуществляли на приборе для быстро-
го разделения белков фирмы «Pharmacia» . 

Определение изоэлектрической точки препаратов Л О осу-
ществляли с использованием тех же препаратов ЛО, что и 
для определения молекулярной массы, и на том же приборе. 
Изоэлектрофокусирование проводили на пластине полиакрил-
амидного геля с градиентом {>11 3,0—9,0 фирмы «Pharmac ia» 
(NOK 07536). Окрашивание образцов проводили красите-
лем Кумасси. 

Спектры оптического поглощения препаратов Л О снимали 
на спектрофотометре «Perkin-Elmer 550S». 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Сравнение 
субстратной специфичности препаратов ЛО. В ли-
тературе имеются данные о том, что изменения 
условий культивирования гриба Trichoderma sp. 
влияют на субстратную специфичность продуци-
руемой им JIO [3]. Для оценки изменения 
субстратной специфичности был использован суб-

Т а б л и ц а 4 

Сравнение соотношения ферментативной активности по отно-
шению к L-лизину и L-фенилаланину различных образцов 
ЛО 

Препарат Л О (л<|>е"/А™з)Х100% 

Г1 о в е р х н остное в ы р ащ ива ние: 
препарат № 1 

Глубинное выращивание: 
препарат № 2 

» № 3 

2,0 

2,0 
4,5 

П р и м е ч а н и е . Препараты № 1 и 3 элюированы с ДЭАЭ-
солозы 0,3 М NaCI, препарат № 2 0,2 М NaCI. 

страт с незаряженным боковым радикалом 
L-фенилаланин. 

При очистке Л О из поверхностно выращенной 
Trichoderma sp. было обнаружено, что активные 
фракции элюируются ДЭАЭ-целлюлозы при раз-
личных значениях ионной силы от 0,2 до 0,6 М 
(табл. 1). Тот факт, что при последующей 
хроматографии на ДЭАЭ-солозе раствора № 1 не 
наблюдается элюции активных фракций 0,6 М 
NaCI, а при хроматографии раствора № 3 
фракций, элюируемых 0,3 М NaCI (табл. 2) , 
давал возможность предположить, что эти фрак-
ции обладают различными свойствами, в част-
ности различной субстратной специфичностью. 
Для сравнения были использованы фракции, 
элюируемые с ДЭАЭ-солозы 0,3 и 0,6 М NaCI. 
Оказалось, что они практически не отличаются 
по активности в отношении L-фенилаланина. 
Соотношение активности по отношению к L-фенил-
аланину и L-лизину в этих фракциях составляет 
2,7 и 2,2 % соответственно. В связи с тем что 
основной пик активности элюируется при 0,3 М 
NaCI, именно эти фракции были использованы 
для дальнейшей очистки методом HPLC. 

При хроматографии Л О из глубинно выращен-
ной Trichoderma sp. на ДЭАЭ-солозе были 
объединены активные фракции, элюируемые 0,2 
и 0,3 М NaCI соответственно, которые затем 
были дополнительно очищены методом HPLC. Бы-
ло проведено сравнение субстратной специфич-
ности гомогенных препаратов ферментов после 
HPLC (табл. 3). Препараты № 1 и 2 не отли-
чаются по соотношению активностей Афен/Ализ. 

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 Rf 

Рис. 1. Определение молекулярной массы субъединиц различ-
ных препаратов Л О по данным электрофореза. 
/ фосфорилаза, мол. м 94 000, пробег 36,5 мм, Rf 0,50; 2 бычий сыво-
роточный альбумин, 67 000, 48 мм, 0,65; 3 — овальбумин, 43 000, 54 мм, 
0,74; 4 карбоангидраза, 30 000, 62 мм, 0,85; 5 — соевый ингибитор, 20 100, 
69 мм, 0,94; 6 а-лактоглобулин, 14 400, 73 мм; 7 - ЛО, 57 500, 47 мм, 0,6 со-
ответственно. Rf относительный электрофоретический пробег. 

360 400 440 480 520 560 

Рис. 2. Спектры оптического поглощения растворов Л О в 
20 мМ натрий-фосфатном буфере рН 7,4. 
Здесь и на рис. 3: по оси абсцисс - длина волны, нм; по оси о р д и н а т -
оптическая плотность. / препарат № I (поверхностное выращивание); 2 -
препарат № 3 (глубинное выращивание). 

4 6 



Рис. 3. Спектры оптического поглощения растворов Л О (пре-
парат № 3) . 
/ в 20 мМ трис-НС1-буфере рН 8,0, содержащем 0,5 М NaCI; 2 тот же 
раствор после диализа против 20 мМ натрий-фосфатного буфера. 

Препарат № 3 (глубинное выращивание) облада-
ет более высокой активностью по отношению к 
L-фенилаланину ( 4 , 5 % ) (табл. 4) . Измерение 
ферментативной активности препарата № 3 по 
отношению к аминокислотам, которые следуют за 
фенилаланином в ряду гидрофобности: L-лейцину 
и L-изолейцину, показало, что препарат № 3 на 
них не действует. 

Сравнение молекулярной массы. При проведе-
нии электрофореза в присутствии додецилсуль-
фата натрия использованные препараты характе-
ризуются одинаковой длиной пробега. Вычисле-
ние молекулярной массы дает величину 57 кДа 
(рис. 1). Таким образом, образцы Л О из глу-
бинно и поверхностно выращенной Trichoderma 
sp. не отличаются по молекулярной массе. Препа-
рат из поверхностно выращенного гриба содержал 
также небольшие минорные полосы с молекуляр-
ной массой 140 и 114 кДа, которые видны при 
сильной перегрузке дорожек, и, вероятно, соответ-
ствуют недиссоциировавшему димеру натив-
ной ЛО. 

Сравнение изоэлектрической точки препаратов 
ЛО. При нанесении препаратов Л О в различных 
положениях картина расположения полос значи-
тельно изменяется. При расположении апплика-
тора ближе к аноду во всех образцах наблю-
дается только одна полоса с pi 4,25. -Нанесение 
образцов в наиболее близком к катоду положе-
нии приводит к появлению дополнительной полосы 
в области pi 6,55 в препарате № 3. 

Сравнение спектров оптического поглощения. 
Спектр Л О из поверхностно выращенной Tricho-
derma sp. не имеет пиков поглощения, харак-
терных для окисленной формы кофактора ФАД 
(рис. 2) . Препарат Л О из глубинно выращенной 
Trichoderma sp. имеет пик поглощения при 465 нм 
и большое плечо при 385 нм. Таким образом, 
можно предположить, что кофактор в различных 
препаратах Л О находится в различных состояниях 
окисления. Различие в спектрах оптического 
поглощения выражается и во внешнем виде 
препаратов ферментов. Лиофилизированные пре-
параты различаются по цвету: при глубинном 
культивировании светло-желтый цвет, при 
поверхностном желто-коричневый. 

Спектры Л О сильно зависят от условий. 

В 20 мМ трис-НС1-буфере при высокой концент-
рации NaCI глубинно выращенная Л О имеет два 
максимума оптического поглощения: при 465 и 
385 нм. Диализ раствора фермента против 20 мМ 
натрий-фосфатного буфера рЛ 7,4 в течение ночи 
при 0—4 °С приводит к изменению спектра. 
При этом пик при 385 нм сглаживается и 
смещается в область 375 нм; появляется плечо 
при 326 нм (рис. 3). При проведении всей процеду-
ры очистки в 20 мМ натрий-фосфатном буфере 
рН 7,4 пик при 385 нм сглаживается в большей 
степени и наблюдается в виде плеча. 

Таким 'образом, нами получены гомогенные 
препараты ЛО: № I из поверхностно выращен-
ной Trihoderma sp., № 2 и 3 — из глубинно 
выращенного гриба, элюируемые с ДЭАЭ-солозы 
0,2 и 0,3 М NaCI соответственно. Эти препараты 
мало различаются по субстратной специфичности. 
Препараты № I и 3 характеризуются одина-
ковой молекулярной массой субъединиц (57 кДа) . 
При изоэлектрофокусировании все три препарата 
дают основную полосу с pi 4,25. 

Спектры оптического поглощения препаратов 
Л О зависят от условий их измерения. На-
блюдаются существенные различия в спектрах 
препаратов № 1 и 3. Л О из поверхностно 
выращенной культуры и препарат № 3 из глу-
бинно выращенной культуры (основной ник ак-
тивности) не различаются по молекулярной мас-
се, изоэлектрической точке, мало различаются по 
субстратной специфичности. Основные различия 
проявляются в спектрах оптического поглоще-
ния. 
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PHYSICOCHEM1CAL P R O P E R T I E S O F L-LYSINE-a-OXI-
DASE FROM SURFACE AND FERMENTER GROWN 

TRICHODERMA SP 

E. I/. Lukasheva, I/. S. Vesa, Т. T. Berezov 

Chair of Biochemistry, P. Lumumba Peoples ' Fr iendship 
University, Moscow, Inst i tute of Applied Enzymology, Vilnius. 

Homogeneous prepara t ions of L-lysine-a-oxidase were obta-
ined from Trichoderma sp cultivated by using a su r face technique 
and a fermeter set. The homogeneous enzyme prepara t ions 
were similar in molecular mass , isoelectric point and subs t r a t e 
specificity. There was the single difference in the absorbance 
spectra , which may occur due to the presence of cofactor 
FAD in various oxidation s ta tes . The f indings sugges t that 
cultivation of Trichoderma sp in the fermenter set did not 
alter properties of L-lysine-a-oxidase produced. 
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И З М Е Н Е Н И Е С О Д Е Р Ж А Н И Я Ж И Р Н Ы Х КИС-
ЛОТ ПЛАЗМЫ КРОВИ В Д И Н А М И К Е ЭКСПЕ-
РИМЕНТАЛЬНОЙ ЛЕГКОЙ ЧЕРЕПНО-МОЗ-
ГОВОЙ ТРАВМЫ 

Киевский НИИ нейрохирургии 

Одним из основных первичных последствий че-
репно-мозговой травмы является изменение энер-
гетического метаболизма мозга и всего организма 
вследствие нарушения функционирования меха-
низмов саморегуляции |1, 7, 8 | . Переход клеток 
нервной ткани на менее эффективный способ ути-
лизации глюкозы приводит к развитию дефицита 
АТФ [5, 6 | , кроме того, в начальные сроки трав-
матической болезни важное значение имеют стрес-
сорные компоненты, неизбежно сопровождающие 
травму и приводящие к повышенному потребле-
нию энергетических ресурсов. Со стороны организ-
ма в таких условиях формируется комплекс адап-
тационных изменений (повышение содержания 
гормонов - катехоламинов и кортикостерона 
в крови), направленных на увеличение в плазме 
крови энергоемких соединений |11] . 

Известно, что многие патологические состояния 
приводят к специфическому изменению содержа-
ния жирных кислот в плазме крови, что может 
являться прогностическим и диагностическим кри-
терием течения заболевания |3, 10, 12]. В лите-
ратуре имеются данные о существенных измене-
ниях в липидном составе сыворотки крови, затра-
гивающих уровень содержания свободного холе-
стерина и его эфиров, триглицеридов и фосфоли-
пидов [2]. Однако в литературе не имеется дан-
ных о содержании и составе жирных кислот в кро-
ви в посттравматическом периоде. 

Данное сообщение посвящено изучению содер-
жания жирных кислот в плазме крови кроликов 
в динамике экспериментальной легкой черепно-
мозговой травмы (ЭЛЧМТ). 

М е т о д и к а . В эксперименте использовали кроликов-сам-
цов породы серый великан массой 2,5 3 кг, содержавшихся 
на стандартном рационе вивария. Э Л Ч М Т наносили пружин-
ным ударником конструкции Лукьянова по методике, описан-
ной ранее [7]. Через 15 мин, 2 ч, I, 3, 7 и 14 сут у животных 
брали 1 мл плазмы крови, добавляли 40 мкг внутреннего 
стандарта (бегеновая кислота С 22:0), проводили экстрак-
цию и метилирование по методу, описанному в работе [9]. 
Газохроматографическое определение метиловых эфиров жир-
ных кислот осуществляли на хроматографе «Chrom-5» с плаз-
менно-ионизационным детектором. Неподвижная фаза - 1 % 
SE-30 на хромосорбе DMCS. Температура испарителя и де-
тектора 260 °С, температура колонки з а д а в а л а с ь программой 
160 220 °С с приращением 4 °С и 220—260 °С с приращением 
5 °С и 20 мин 260 °С. 

Идентификацию жирных кислот осуществляли путем срав-
нения рассчитанных значений их эквивалентных длин цепей 
С величинами эквивалентных длин цепей реперных соедине-
ний, а также по отношению площадей пиков жирных кислот 
к площади пика внутреннего стандарта. 

Статистический анализ проводили с использованием кри-
терия t Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В таб-
лице представлены данные по исследованию со-
става и содержания жирных кислот в плазме 

крови кроликов в динамике ЭЛЧМТ. Через 15 мим 
после нанесения ЭЛЧМТ содержание миристило-
вой кислоты увеличивается в 22 раза по сравне-
нию с контрольным значением и достигает мак-
симального значения через сутки (в 39 раз превы-
шает контроль), минимального — через 7 сут 
(в 5,7 раза превышает контроль), а через 14 сут 
превышает контроль в 16 раз. 

Содержание миристиновой кислоты в плазме 
крови кроликов через 15 мин после нанесения 
ЭЛЧМТ увеличивается в 4 раза, а через 2 ч сни-
жается (в 3 раза ниже контрольного значения) . 
После этого мы зарегистрировали увеличение со-
держания миристиновой кислоты, которая своего 
максимального значения достигает через 14 сут 
(в 7 раз превышает контрольное значение). 

Содержание пентадеканолевой кислоты в плаз-
ме крови кроликов через 15 мин после нанесения 
ЭЛЧМТ увеличивается в 5 раз, после чего мы 
зарегистрировали резкое снижение содержания 
этой кислоты (достигающего минимального зна-
чения через сутки), которое длится до 14 сут 
(в 1,5 раза ниже контроля). 

Содержание пальмитиновой кислоты в плазме 
крови кроликов через 15 мин после нанесения 
ЭЛЧМТ увеличивается в 5 раз, после чего мы 
установили снижение содержания этой кислоты 
через 2 ч (в 6,6 раза ниже контроля). Через 7 сут 
после нанесения ЭЛЧМТ содержание пальмитино-
вой кислоты в плазме крови кроликов увеличи-
вается в 2,9 раза по сравнению с контролем 
и остается на этом уровне через 14 сут. 

Содержание пальмитиновой кислоты в плазме 
крови кроликов через 15 мин после нанесения 
ЭЛЧМТ увеличивается в 12,5 раза, а через 2 ч 
снижается и в 2 раза превышает контрольное 
значение, оставаясь на этом уровне и через 2 нед 
после нанесения ЭЛЧМТ. 

Содержание гептадеканолевой и маргариновой 
кислот в плазме крови кроликов через 15 мин 
после нанесения ЭЛЧМТ имеет тенденцию к уве-
личению, а в дальнейшем существенно не изме-
няется. 

Содержание олеиновой, линолевой и стеарино-
вой кислот плазмы крови кроликов через 15 мин 
после нанесения ЭЛЧМТ увеличивается в 3 раза, 
через 2 ч достигает контрольного значения, через 
сутки повторно увеличивается, достигая макси-
мального значения через 7 сут (в 5,5 раза превы-
шает контроль), и через 14 сут в 4 раза превышает 
контрольный уровень. 

Содержание нонадеканолевой кислоты в плаз-
ме крови кроликов через 15 мин после нанесения 
ЭЛЧМТ существенно не изменяется, через 2 ч 
снижается и держится на этом уровне до 7-х су-
ток после нанесения травмы, через 14 сут содер-
жание этой кислоты достигает контрольного зна-
чения. 

Содержание арахидоновой кислоты в плазме 
крови кроликов через 15 мин после нанесения 
ЭЛЧМТ увеличивается (в 6,4 раза превышает 
контрольное значение) и в дальнейшем незначи-
тельно снижается (через сутки после нанесения 
ЭЛЧМТ в 3,6 раза превышает контроль), но и че-
рез 2 нед содержание этой кислоты превышает 
контрольное значение в 4,6 раза. 

Таким образом, через 15 мин после нанесения 
ЭЛЧМТ установлено увеличение содержания ин-
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Влияние ЭЛЧМТ на содержание жирных кислот (в мкг/мл плазмы) в плазме крови кроликов (п—4) 

Ж и р н а я кислота Контроль 
Время после нанесения Э Л Ч М Т 

Ж и р н а я кислота Контроль 
15 мин 2 ч 1 сут 3 сут 7 сут 14 сут 

Миристилоиая 
Миристи новая 
Пситадека нолевая 
11альмитолевая 
Пальмитиновая 
Гептадеканолевая 1 
Маргариновая / 
Олеиновая ) 
Л инолснова я [ 
Стеариновая ' 
II он аде ка нолевая 
Арахидоновая 

0 ,07±() ,02 
0,24 ± 0 , 0 5 
1,43 ± 0 , 0 4 
0 , 6 5 ± 0 , 1 6 

2 0 , 9 2 ± 3 , 1 8 

1 ,77±0 ,79 

3 0 , 2 0 ± 3 , 5 7 

13 ,96±2 ,92 
2,19=1=0,68 

1 ,58±0 ,28* 
1 ,03±0 ,13* 
5,11 ± 0 , 9 8 * 
3 , 3 8 ± 0 , 9 0 * 

2 6 0 , 8 2 ^ 7 6 , 2 0 * 

4 , 4 5 ± 1,03 

102 ,92±7 ,87* 

15 5 4 ± 0 , 4 5 
14 ,00±0,08* 

1 ,18±0 ,44 
0 , 0 8 ± 0 , 0 1 * 
0 , 7 8 ± 0 , 0 0 * 
0,10 1 0,00:i 

41,99=t 7,74'" 

1 , 1 2 ± 0 , 2 2 

34,05 ± 5 , 1 3 

5 , 8 4 ± 1,49* 
9,86^=0,77* 

2 , 8 5 ± 0 , 6 6 4 * 
1.60 1 о.зон* 
0,10 1 0,030 
0,Г>0 ! 0,1 7Г) 

4 8 , 8 9 ± 14,189 

2,14 ± 0 , 5 7 9 

104 ,14±25 ,275 

5 , 7 ± 0 , 5 7 4 * 
7 , 8 5 ± 1,169* 

0 , 8 6 ± 0 , 0 7 * 
1 ,19±0,21 * 
1 ,09±0 ,07* 
0 , 5 3 ± 0 , 1 1 

5 7 , 5 5 ± 9 , 8 2 * 

2 , 2 8 ± 0 , 3 8 

143,25±38,46* 

6 , 1 9 ± 1,34 
10 ,34±2,23* 

0,4 1 ± 0 , 1 0 * 
1 ,03±0 ,37 
1 , 2 0 ± 0 , 2 9 
1,93 ± 0 , 0 6 * 

6 7 , 2 0 ± 10,21 * 

4,71 ± 1 , 4 8 

165 ,26±36,81 * 

6 , 6 6 ± 0 , 6 8 
12 ,48±1 ,16* 

1 ,16±0 ,27* 
1.02 1 0.08* 
0 , 9 2 ± 0 , 2 3 
1,64 ± 0 , 4 6 

5 7 , 3 4 ± 6 , 8 2 * 

3,41 ± 0 , 6 0 

1 2 1 , 8 9 ± 18,32* 

1 2 , 3 6 ± 2 , 6 5 
10,12:12,01* 

П р и м е ч а н и е . Звездочка значения, достоверно отличающиеся от контроля (р<с0,01). 

дивидуальиых жирных кислот в плазме крови 
кроликов, однако следует отметить непропорцио-
нальность увеличения содержания индивидуаль-
ных жирных кислот; основной удельный вес при-
ходится на пальмитиновую и комплекс С 18 кислот 
(олеиновая, линолевая и стеариновая) . Этот факт, 
по нашему мнению, можно объяснить изменением 
регуляции катаболизма разных классов липидов 
с преимущественным липолизом фосфатидилхоли-
нов, фосфатидилэтаноламинов и нейтральных ли-
пидов. Кроме этого, не исключена вероятность 
активации синтеза пальмитиновой кислоты de 
novo [4]. 

Нами охарактеризована динамика изменений 
суммарного содержания жирных кислот в плазме 
крови кроликов после нанесения ЭЛЧМТ. Через 
15 мин после травмы суммарное содержание жир-
ных кислот (С 14 — С 20:4) значительно (в 5,5 ра-
за) превышает контрольное значение, что может 
быть обусловлено стрессорной реакцией. Однако 
уже через 2 ч это значение практически равно 
контрольному и в первые сутки лишь незначи-
тельно превышает контрольное значение. Через 
3 сут мы установили вторичное повышение сум-
марного содержания жирных кислот в плазме 
крови, которое достигает максимального значения 
через 7 сут (в 3,5 раза превышает контрольное 
значение). Вторичное увеличение содержания 
жирных кислот в плазме крови, по нашему мне-
нию, является одной из компенсаторно-приспосо-
бительных реакций, направленных на преодоле-
ние устойчивого энергетического дефицита в ткани 
мозга (синтез АТФ снижается на 9 5 % ) [6]. 
Таким образом, повышенное содержание жирных 
кислот в плазме крови может служить диагности-
ческим критерием для определения энергетическо-
го дефицита в посттравматическом периоде. 

Повышение суммарного содержания жирных 
кислот в динамике травматической болезни хо-
рошо коррелирует с уровнем содержания корти-
костерона в плазме крови кроликов, что подтверж-
дает наше предположение об адаптационной при-
роде этих изменений. Увеличение содержания ли-
пидов в плазме крови в течение длительного вре-
мени может быть причиной изменения липидного 
состава мембран сосудов, одним из следствий 
чего может стать формирование сосудистой пато-
логии в отдаленном посттравматическом периоде. 
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ALTERATIONS IN CONTENT O F BLOOD PLASMA FATTY 
ACIDS IN DYNAMICS OF EXPERIMENTAL MILD CRA-
NIOCEREBRAL INJURY. 
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Research Inst i tute of Neurosurgery , Kiev. 

Content of fatty acids was studied in the blood p lasma 
of rabbits in dynamics of experimental mild craniocerebra l 
in jury using gas-liquid chromatography . The content of all 
the fatty acids studied was markedly increased within the 
initial periods; then it was decreased down to control va lues 
within 2 hrs with the subsequent repeated increase. All these 
a l tera t ions appear to be compensatory body's react ions to 
the t r a u m a . 
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ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ ОП-
РЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ НЕКОТОРЫХ 
СЫВОРОТОЧНЫХ ФЕРМЕНТОВ У БОЛЬНЫХ 
АЛКОГОЛИЗМОМ 

Институт биохимии АН Беларуси, Гродно 

Диагностика алкоголизма, особенно на его ран-
них стадиях, когда часть больных склонны скры-
вать злоупотребление алкоголем, все еще остается 
актуальной проблемой [7, 16]. За последние 10— 
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15 лет для диагностики этого заболевания было 
предложено немало лабораторных методов, вклю-
чая измерение активности некоторых сывороточ-
ных ферментов |15, 16]. Хотя их чувствительность 
и специфичность в диагностике алкоголизма весь-
ма различны, такого рода исследования играют 
значительную роль в повседневной клинической 
практике [5, 6, 15, 16]. 

К наиболее изученным и, по некоторым данным, 
весьма удобным для ранней диагностики алкого-
лизма ферментам можно отнести определение 
активности 7-глутамилтрансферазы (ГГТ), осо-
бенно в сочетании с АЛТ и ACT [6, 14—16|. 
Изменения активности всех трех ферментов, од-
н а ко, об л ада ют от н ос ител ь но й спе ц и ф и ч н ост ью 
[7, 15, 16| , поэтому перспективным представилось 
изучение активности одного из них — ГГТ и ал-
коголь- и альдегиддегидрогеназы (АДГ и АльДГ) , 
непосредственно участвующих в метаболизме эта-
нола. 

Если активность АльДГ эритроцитов у здоровых 
лиц и больных алкоголизмом изучалась многими 
исследователями, то данные об определении ак-
тивности фермента в плазме крови остаются про-
тиворечивыми [3, 6, 8 | , возможно, вследствие 
различий в использованных субстратах, их кон-
центрации и методах определения. Сведения об 
активности АДГ и АльДГ в сыворотке крови 
больных алкоголизмом ограничены единичными 
публикациями [5,6, 12]. Представлялось интерес-
ным исследовать и устойчивость данных показа-
телей при функциональной нагрузочной пробе 
с введением испытуемым небольшой дозы алко-
голя. 

М е т о д и к а . Обследовано 103 мужчины в возрасте от 
23 до 58 лет. Преобладающую возрастную группу составили 
лица от 31 года до 58 лет 76 %. Среди обследованных 
было 5 больных алкоголизмом I стадии, 43 больных II ста-
дии и 6 больных - III стадии. Группы больных с I, II и III ста-
диями достоверно отличались по длительности злоупотреб-
ления алкоголем (5 ,0±1 ,4 , 13 ,0±1,0 и 2 8 , 0 ± 1 , 2 года соот-
ветственно; р<0 ,05—0,001) , давности заболевания (1 ,8±0 ,4 , 
6 , 2 ± 0 , 5 и 17 ,2±1,8 года; /?<0,05— 0,001) и возрасту (30 ,6±3 ,5 , 
3 9 , 2 ± 1 , 2 и 4 9 , 7 ± 4 , 3 года; р<0 ,05—0,001) . 

У всех исследуемых больных не ранее чем через 24 ч 
после поступления в наркологический стационар утром на-
тощак до и через 1 ч после приема алкоголя в дозе 0,4 г /кг 
массы из локтевой вены брали 5 мл крови для определения 
в сыворотке активности АДГ |17] , АльДГ [3] и ГГТ (мето-
дика фирмы «Лахема») . Активность АльДГ сыворотки (0,2 мл) 
определяли спектрофотометрически в 0,1 М глициновом бу-
фере рН 10,0 с ацетальдегидом (28 мМ) в качестве субстрата 
в присутствии NAD (1,2 мМ) по скорости его восстановления 
в общем объеме 3 мл [3]. Скорость неэнзиматической реак-
ции контролировали в аналогичных пробах, не содержащих 
сыворотку крови. Изменение оптической плотности при 340 им 
измеряли на регистрирующем спектрофотометре «Specord 
М-40» (Германия) . Активность фермента выражали в мик-
ромолях NADH, образованного за 1 мин на I л сыворотки. 
Повторное исследование активности ферментов проводили че-
рез 10 дней пребывания в стационаре на фоне дезингоксика-
ционной терапии. Кроме вышеперечисленных, определяли об-
щепринятые в клинике биохимические и гематологические 
показатели. 

Оценку выраженности алкогольного абстинентного синдро-
ма (ААС) проводили с помощью клинической шкалы, предус-
матривающей 4-балльную оценку каждого из 18 симптомов [11. 

Контрольная группа соответствовала опытной по полу и воз-
расту (от 17 до 53 лет) и состояла из 49 здоровых доноров. 
Исследование ферментативной активности проводили одно-
кратно. 

Оценивали диагностическую чувствительность, специфич-
ность и эффективность показателей | 1 8 | . Математическую 
обработку результатов проводили на ЭВМ «Мера - Ка-
мак СМ 4». 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При первом 
обследовании больных активность АДГ и ГГТ 
была повышена и соответствовала тяжести за-
болевания (см. таблицу) . Внутри группы больных 
алкоголизмом достоверные различия в активности 
данных ферментов отмечаются между больными 
с I и III стадиями, а по активности АДГ — и меж-
ду больными II и III стадиями. Ранее нами про-
демонстрирована достоверная корреляция между 
степенью повышения активности АДГ у больных 
алкоголизмом и количеством потребляемого алко-
голя, а также длительностью заболевания [5]; 
сходные взаимосвязи найдены другими исследо-
вателями и для ГГТ [16]. В данной работе для 
больных с III стадией обнаружена корреляция 
между активностью ГГТ и выраженностью отдель-
ных проявлений ААС, в частности частотой сер-
дечных сокращений ( г = 0 , 9 1 ; р < 0 , 0 1 ) . Д л я боль-
ных с I стадией выявлены достоверные корреля-
ции между активностью данного фермента и ми-
нимальным артериальным давлением ( г = 0 , 7 8 ; 
/?<0,05) и бессонницей ( г = 0 , 9 4 ; / ?<0 ,01) , а для 
II стадии уровнем толерантности к алкоголю 
( г = 0 , 6 2 ; р < 0 , 0 1 ) . 

Прием алкоголя не приводит к достоверным 
изменениям активности АДГ и ГГТ, но увеличи-
вает индивидуальные колебания. 

Для больных всех сравниваемых групп харак-
терны положительные корреляции между уровня-
ми активности данных ферментов до и после 
нагрузки этанолом (АДГ: г = 0 , 9 9 , р < 0 , 0 0 1 , г— 
= 0,37, р < 0 , 0 5 и г = 0 , 8 6 , р < 0 , 0 1 для больных 
с I, II и III стадиями соответственно; ГГТ: г = 0 , 8 6 , 
р<0,05, г = 0 , 3 8 , р<0,05 и г = 0 , 9 9 , р<0,0()1 для 
больных с I, II и III стадиями соответственно). 

По литературным данным, прием большой дозы 
алкоголя (60 г в день) в течение нескольких 
дней не изменил активность ГГТ сыворотки крови 
здоровых добровольцев [10]. 

Активность АльДГ в группах больных досто-
верно ниже, чем в контрольной группе (см. таб-
лицу) . Введение алкоголя существенно не изме-
няет активность данного фермента (см. таблицу) , 
но после нагрузки этанолом обнаруживается кор-
реляционная связь между уровнем активности 
фермента и количеством лимфоцитов, особенно 
выраженная у больных с III стадией алкоголизма 
( г=0 ,93 ; /?<0,01) . Количество лимфоцитов отра-
жает выраженность иеспецифических адаптацион-
ных реакций организма | 2 | . Возможно, что ак-
тивность АльДГ-фсрмента, участвующего в мета-
болизме биогенных альдегидов и нейромедиато-
ров [4], также может отражать степень дисба-
ланса гомеостаза, выраженность стрессор ных 
реакций организма. 

Отсутствие изменений активности сывороточной 
АДГ и АльДГ после введения этанола (см. таб-
лицу) является фактором, свидетельствующим 
в пользу возможности использования данных те-
стов для диагностики хронического алкоголизма, 
гак как нечувствительность к острой алкогольной 
интоксикации является одним из критериев отбо-
ра потенциальных биологических маркеров алко-
голизма [13| . 

При повторном исследовании активности фер-
ментов на 10-й день дезинтоксикационной тера-
пии наблюдаются изменения активности АДГ 
и ГГТ в сторону нормализации. Активность АДГ 
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Активность АДГ, ГГТ и АльДГ сыворотки крови больных алкоголизмом до и после нагрузки этанолом и через 10 дней лечении 

Стадия 
алкоголизма 

АДГ мкмоль/л - мин ГГТ, ед. АльДГ, мкмоль/л • мин 
Стадия 

алкоголизма до нагрузки 
этанолом 

после 
нагрузки 
этанолом 

через 10 дней 
лечении 

до нагрузки 
этанолом 

после 
нагрузки 
этанолом 

через 
10 дней 
лечения 

до нагрузки 
этанолом 

после 
нагрузки 
этанолом 

через 
10 дней 
лечении 

Норма (контроль) 
(n = 49) 0 , 4 5 ± 0 , 0 8 - - 2 6 , 3 3 ± 2 , 6 7 - 1 1 ,27±0 ,62 

I (п — 5) 

II (п = 43) 

III (п=6) 

0 , 7 9 ± 0 , 1 4 * 

2 , 2 0 ± 0 , 5 Р * 

4 , 6 8 ± 1 , 3 2 4 

0,91 ± 0 , 3 4 

1 ,83±0,45** 

4 , 7 6 ± 1 , 4 5 + 

0,41 ± 0 , 1 8 3 4 , 6 7 ± 1,2** 3 3 , 5 ± 6 , 5 3 6 , 0 ± 6 , 3 3,74 ±0 ,93*** 5 , 5 9 ± 0 , 9 7 4 ,35±1 ,45** 
* * * 

0 , 4 8 ± 0 , 1 3 7 0 , 8 ± 18,3* 6 4 , 8 ± 2 2 , 3 3 1 , 3 3 ± 6 , 5 6 5 , 9 7 ± 0 , 4 7 + 5 , 2 7 ± 0 , 5 5 4 ,66±0 ,59** + ЧчК * * 
3 , 3 3 ± 0 , 7 9 + + 108,25±30,44 7 3 , 3 3 ± I 3 , 8 + 7 4 , 8 3 ± 2 5 , 9 4,43rfc 1,21 7 , 5 4 ± 2 , 8 3 ,28±0 ,76** 

П р и м е ч а н и с. Одна, две и три звездочки р<. 0,05, 0,01 и 0,001 соответственно между здоровыми (контроль) и больными алкоголизмом, один 
и два плюса р<0,05 и 0,01 соответственно между больными с I стадией и больными со II и III стадиями. 

остается повышенной лишь в группе больных 
с III стадией алкоголизма. Такая быстрая дина-
мика у больных с I и II стадиями может свиде-
тельствовать об отсутствии выраженных органи-
ческих поражений печени, поскольку активность 
АДГ в сочетании с ГГТ отражает глубину по-
вреждения печени 112]. Для больных с III стадией 
заболевания существенных изменений в активно-
сти данных ферментов не наблюдается. 

Что касается АльДГ, то и после 10-дневного 
лечения активность фермента во всех группах 
по-прежнему ниже, чем в контроле. Учитывая 
условия определения, можно полагать, что сыво-
роточная активность АльДГ представлена форма-
ми фермента с высокой Км, источником которых 
могут быть как печень, так и эритроциты. Поэто-
му найденное нами снижение активности, вероят-
нее всего, отражает процессы, происходящие в 
этих тканях, где активность данного фермента 
у больных алкоголизмом снижена и нормализует-
ся в период от 2 нед (эритроциты) до нескольких 
месяцев (печень) [9, 11]. 

Использование снижения активности АльДГ 
позволяет с высокой чувствительностью (92,3 %) 
диагностировать алкоголизм и его ранние прояв-
ления на I стадии заболевания (90,2 % ) при спе-
цифичности 84,2 % (дискриминационный порог 
Д П равен 8,57 мкмоль/л • мин). Таким образом, 
диагностическая эффективность АльДГ составила 
176 %. Чувствительность, специфичность и эффек-
тивность АДГ равны 74,5, 86,2 и 160,7 % ( Д П = 
= 0,96 мкмоль/л -мин), а ГГТ — 44,4, 90 и 134,4 % 
соответственно ( Д П = 3 8 , 2 ед.). 

Следовательно, наибольшей чувствительностью 
и эффективностью обладает АльДГ, затем следуют 
АДГ и ГГТ, по этим критериям диагностическая 
ценность первых двух ферментов выше, чем у боль-
шого числа лабораторных показателей, оцененных 
аналогичным образом при обследовании больных 
алкоголизмом [7]. 

Совместное использование АДГ, АльДГ и ГГТ 
позволяет диагностировать алкоголизм в 98,1 % 
случаев при специфичности 78,9 % и эффектив-
ности 177 %. 

Таким образом, хотя данные тесты не обла-
дают абсолютной специфичностью, их чувстви-
тельность высока, а активность коррелирует с по-
треблением алкоголя, стадией заболевания и ря-
дом других клинических характеристик алкого-
лизма, поэтому они могут дать дополнительную 
объективную информацию. В частности, повыше-
ние активности АДГ и ГГТ у больных алкоголиз-
мом при поступлении в стационар, быстрое сни-

жение активности в процессе лечения у больных 
с I и II стадиями и отсутствие динамики при 
III стадии заболевания позволяют использовать 
эти тесты для диагностики алкоголизма и его 
стадий, оценки состояния больных и эффектив-
ности лечения в совокупности с другими лабора-
торными и клиническими данными. 

Использование комбинации трех тестов, в кото-
рой учитывается снижение активности АльДГ 
и повышение активности АДГ и ГГТ сыворотки 
крови, приводит к повышению чувствительности 
и эффективности диагностики алкоголизма по 
сравнению с каждым ферментом в отдельности. 
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Activities of alcohol, a ldehyde dehydrogenases (ADH, A1DH, 
respectively) and y-glutamyl t r a n s f e r a s e (GGT) were est imated 
in blood serum of pat ients with S tages I-III alcoholism (54 men) 
on admission to the hospital, within 1 hr af ter ethanol tes t ing 
(in a dose of 0.4 g / k g of body mass ) and du r ing the t r ea tment 
course. Distinct activation of ADH and G G T and decrease 
in activity of AIDH were found in the pat ients as compared 
with healthy volunteers . Alcohol test did not al ter noticeably 
the enzymatic activity studied. The activity of ADH and GGT 
was normalized in pat ients with S tages I-II alcoholism dur ing 
the t rea tment course. AIDH exhibited the highest diagnost ic 
efficacy, whose sensitivity and specificity were 92 % and 84 %, 
respectively; those for ADH 74 % and 86 % and for GGT 
44 % and 90 %, respectively. S imul taneous est imation of the 
activity of the three enzymes improved the sensitivity and 
efficacy of diagnostic technique and enabled the test to be used 
as an addit ional criterion in the diagnosis of alcoholism and 
in the evaluat ion of the pat ients ' s ta te and therapeut ical effi-
cacy. 
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СУПЕРОКСИДУСТРАНЯЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ 
ЖЕЛУДОЧНОГО СОКА ПРИ ГАСТРОДУОДЕ-
НАЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

НИИ педиатрии, Нижний Новгород 

Основным патогенетическим звеном при разви-
тии заболеваний желудка и двенадцатиперстной 
кишки признается несоответствие между агрес-
сивными свойствами желудочного содержимого 
и резистентностью слизистой оболочки органов 
гастродуоденальной зоны. Одним из факторов, 
определяющих состояние резистентности слизи-
стой оболочки желудка и двенадцатиперстной 
кишки, является перекисное окисление липи-
дов (ПОЛ) [8]. Значение ПОЛ в синтезе 
простагландинов [11, 20], его регулирующее 
влияние на свойства и функции клеточных 
мембран [2, 4 | , а также на скорость размноже-
ния клеток [3], определяющей регенерационную 
способность ткани, свидетельствуют об участии 
перекисных процессов как в преэпителиальной 
(слизеобразование), так и в эпителиальной 
(гидрофобность апикальных мембран эпителиоци-
тов, быстрая обновляемость клеток) защите. При 
гастродуоденальных заболеваниях в слизистой 
оболочке желудка и двенадцатиперстной кишки 
происходит накопление перекисных продуктов и 
нарушение эндогенной антиоксидантной защиты 
|13, 14, 16, 211. Однако активность перекисных 
процессов в слизистой оболочке контролируется, 
по-видимому, не только внутриклеточными меха-
низмами, но и антиоксидантной системой желу-
дочного сока, о чем свидетельствует возможность 
защиты слизистой оболочки желудка и двенадца-
типерстной кишки при внутрижелудочном введе-
нии аитиоксидаитов. Хороший эффект получен 
при использовании дибунола [9], супероксид-
дисмутазы [6], супероксиддисмутазы в сочетании 
с каталазой [24]. Поскольку экзогенные анти-

оксиданты по-разному вмешиваются в метаболи-
ческие процессы организма в зависимости от 
состояния собственных антиоксидантных си-
стем [7], при использовании антиоксидантов 
в процессе лечения гастродуоденальных заболе-
ваний необходимо учитывать состояние антиокси-
дантных свойств желудочного сока. Однако, за 
исключением единичных работ [10, 15, 25] , эти 
свойства желудочного сока практически не иссле-
дованы. 

Целью настоящей работы явилось изучение 
супероксидустраняющей активности (СУА) желу-
дочного сока больных хроническим гастродуоде-
нитом и язвенной болезнью двенадцатиперстной 
кишки и путей ее регуляции. 

М е т о д и к а . Исследованы базальная и стимулированная 
порции желудочного сока 87 детей 7— 15 лет с хроническим 
гастродуоденитом и язвенной болезнью двенадцатиперстной 
кишки в фазу обострения и ремиссии заболеваний, а т а к ж е 
желудочный сок 10 здоровых детей. Длительность заболева-
ний составила 1,5—7 лет. Больные находились на традицион-
ном лечении, включающем диету, седативные средства, анта-
циды, спазмолитики, препараты холинергического ряда. 16 че-
ловек с язвенной болезнью, кроме традиционного лечения, 
получали антацидный бифилакт (по 150 мл 3 раза в день в те-
чение 3—4 нед), представляющий собой продукт лечебного 
питания, разработанный в Нижегородском НИИ педиатрии 
Минздрава Р С Ф С Р |17] . 

Желудочный сок получали методом зондирования по 
Н. Л. Лепорскому. СУА оценивали по степени ингибирова-
ния восстановления нитросинего тетразолия (НСТ) в присут-
ствии НАДН и феназинметасульфата (ФМС) |19, 23]. Состав 
реакционной смеси: 1,2 мл 0,15 М фосфатного буфера рН 7,8, 
0,1 мл 0,160 мМ ФМС, 0,3 мл 0,610 мМ НСТ, 0,2 мл 1 мМ НАДН, 
0,3 мл желудочного сока. При добавлении желудочного со-
ка рН реакционной смеси существенно не изменялся. Реакцию 
начинали добавлением НАДН и останавливали через 1 мин 
добавлением 1 мл ледяной уксусной кислоты. Интенсивность 
окраски измеряли при длине волны 540 нм. Активность выража-
ли в условных единицах на 1 мл [12]. 

В желудочном соке методом атомно-абсорбционной спектро-
фотометрии с регистрацией на С-115М1 определяли содержа-
ние (в микромолях на 1 л) меди и железа. Методом титрования 
определяли концентрацию (в микромолях) восстановленного 
и окисленного глутатиона |18] . 

У 15 больных параллельно с определением СУА желудоч-
ного сока проведено морфометрическое исследование биопта-
тов двенадцатиперстной кишки. 

Результаты обработаны методом вариационной статистики 
по Стьюденту с использованием корреляционного анализа . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Гастро-
дуоденальная патология характеризуется сниже-
нием по сравнению с нормой СУА желудочного 
сока, особенно стимулированной порции (табл. 1). 
Наибольшая степень снижения имеет место в фа-
зу ремиссии и составляет 24 % (р>>0,05) в базаль-
ной порции и 42 % ( р < 0 , 0 5 ) в стимулированной. 
В фазу обострения СУА базальной порции уве-
личивается до уровня здоровых детей, а в стиму-

Т а б л и ц а 1 

СУА желудочного сока при гастродуоденальной патологии 

СУА, е д / м л - м и н 

Группа обследованных базальной стимулирован-
порции ной порции 

Здоровые (п= 10) 6 , 6 3 ± 0 , 8 6 10,28±1,27 
Обострение (л = 87) 6 , 6 8 ± 0 , 4 3 7 ,53±0 ,27 
Ремиссия ( я = 7 0 ) 5 ,05±0 ,21 6 ,04±0 ,32* 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3 звездочка — разли-
чия со здоровыми детьми достоверны ( р < 0 , 0 5 ) . 
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лированной порции она остается ниже этого уров-
ня на 27 % ( р > 0 , 0 5 ) . 

Степень снижения СУА зависит от функциональ-
ного состояния желудка и наиболее выражена 
при низком кислотообразовании. Так, у больных 
с высокой кислотообразующей функцией средние 
значения СУА стимулированной порции желудоч-
ного сока в фазу обострения составили 7 , 6 1 ± 
± 0 , 3 1 е д / м л - м и н (п=55), с сохранной функ-
цией — 4 , 3 3 ± 0 , 2 9 е д / м л - м и н (п—\2) и с низ-
кой кислотообразующей функцией 1 , 8 2 ± 
± 0 , 4 3 е д / м л - м и н (п = 20) . Установлено, что меж-
ду СУА и кислотностью желудочного сока су-
ществует прямая корреляционная связь 
( г = + 0 , 6 3 ; р<0,05). 

Изменения СУА желудочного сока т а к ж е за-
висели от характера течения гастродуоденальных 
заболеваний. При неблагоприятном течении, ха-
рактеризующимся частыми рецидивами, наличием 
осложнений, величина СУА стимулированной пор-
ции в фазу обострения составила 6 , 0 3 ± 
± 0 , 8 0 е д / м л - м и н , что на 41 % ниже, чем у здоро-
вых детей ( р с 0 , 0 5 ) , в то время как при благо-
приятном течении значения СУА, равные 9 , 1 3 ± 
± 1 , 5 0 е д / м л - м и н , от показателей здоровых детей 
практически не отличались. Оказалось , что для 
неблагоприятного течения гастродуоденальных за-
болеваний характерны не только низкие, но и 
чрезмерно высокие значения СУА, составившие 
в стимулированной порции 14 ,42±0 ,52 е д / м л - мин, 
что на 40 % ( р < 0 , 0 5 ) выше, чем в норме. Такие 
значения СУА зарегистрированы у 16 % больных 
с высокой кислотностью (9 человек из 55) при дли-
тельности заболевания, не превышающей 5 лет. 

Исследование взаимосвязи между антиокси-
дантными свойствами желудочного сока и морфо-
логической характеристикой слизистой оболочки 
двенадцатиперстной кишки показало наличие пря-
мой корреляции между СУА желудочного сока 
и количеством плазматических клеток собственной 
пластинки ворсин, участвующих в иммунных ме-
ханизмах защиты слизистой оболочки ( г = + 0 , 5 9 ; 
р < 0 , 0 5 ) , а т а к ж е количеством бокаловидных кле-
ток эпителия ворсин, участвующих в продукции 
слизи ( г = + 0 , 7 8 ; р < 0 , 0 5 ) . Таким образом, СУА 
желудочного сока оказывает регулирующее влия-
ние на состояние резистентности слизистой обо-
лочки двенадцатиперстной кишки, поэтому ее 
восстановление должно быть одним из принципов 
лечения гастродуоденальной патологии. 

Неблагоприятные последствия повышения СУА 
желудочного сока могут быть объяснены на осно-
ве механизма устранения супероксидных радика-
лов. Ранее нами было установлено, что СУА же-
лудочного сока имеет неферментативный характер 
и является интегративным результатом действия 
ионов Н+, ионов меди, восстановленного глута-
тиона, увеличивающих СУА, а т а к ж е ионов двух-
валентного железа , снижающих ее [ 15]. Введение 
в реакционную смесь таких хелаторов, как 
гистидин и органические кислоты, вызывает по-
вышение СУА желудочного сока, добавление анта-
цидов уменьшает ее (табл. 2 ) . 

Известно, что дисмутация Ог в организме не 
является уникальным свойством только фермента. 
Выявленный нами механизм СУА желудочного со-
ка соответствует данным литературы, касающим-

Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Влияние ряда факторов на СУА желудочного сока 

Условия определения СУА 

Конечная 
концентрация 
добавленного 
компонента, 

мкМ 

СУА, ед/мл -мин 

Исходный желудочный сок рН 1,5 3 ,75±0 ,02 
-|-глутатион восстановлен-
ный 6 4 ,83±0,03* 

20 20 ,85±0,05* 
+ CuSO„ 1,9 38,45=ь0,02* 

15 333,30±0,04* 
+ F e 2 ( S 0 4 ) 3 0,75 3 ,53±0 ,12 + F e 2 ( S 0 4 ) 3 

1,88 3,70чь0,07 
3,70 4 ,52±0 ,77 

11,2 3 ,22±0,21 
+ FeS0 4 1,88 1,80±0,02* 

15 0 
-j-лимонная кислота 1,35 12,60±0,02* 
-j-альмагель А Д о рН 5,0 2,10=ь0,01* 

7,0 1,84±0,34* 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — р < 0 , 0 5 в сравнении с исход-
ным желудочным соком; число наблюдений 32. 

ся способности ионов Н+, ионов меди и восстанов-
ленного глутатиона подавлять образование OJ 
[22, 26] . Супероксидные радикалы могут исполь-

зоваться в реакции Габера — Вайса, катализи-
руемой ионами Fe 3 + [1 | . Однако, как оказалось , 
в желудочном соке ионы Fe 3 + не влияют на СУА, 
а добавление ионов Fe^+ подавляет ее. 

Неферментативное устранение 0-2 в отличие от 
реакции, протекающей с участием фермента , ве-
дет к образованию гидроксильных радикалов 
[1, 22, 26] , оказывающих токсическое действие 
на мембранные структуры. С этой позиции увели-
чение СУА желудочного сока можно рассматри-
вать как увеличение его агрессивности. Опреде-
ленным подтверждением этого является отрица-
тельная взаимосвязь СУА с известным защитным 
компонентом желудочного сока — лизоцимом 
( г = — 0 , 4 8 ; р < 0 , 0 1 ) . Однако участие СУА желу-
дочного сока в процессах слизеобразования и 
иммунных механизмах защиты слизистой оболоч-
ки позволяет ставить задачу поддержания этого 
параметра на необходимом и достаточном уровне. 

Учитывая роль ионов Н+ в механизме устране-
ния O t , низкие значения СУА у больных с низкой 
кислотностью желудочного сока очевидны. Гораз-
до более удивительным явился факт снижения это-
го показателя у больных с высокой кислот-
ностью. В данной группе больных СУА желудоч-
ного сока снижена у 51 % в базальной порции 
и у 62 % в стимулированной, составляя соответ-
ственно 3 , 0 6 ± 0 , 2 0 и 4 , 6 9 ± 0 , 2 8 е д / м л - м и н , что 
на 54 % ниже нормы ( р < 0 , 0 5 ) . 

Исследование количества микроэлементов и вос-
становленного глутатиона в желудочном соке по-
казало (табл. 3 ) , что при обострении гастро-
дуоденальных заболеваний концентрация меди 
снижена в базальной порции желудочного сока 
на 27 % (р<0,05), в стимулированной на 41 % 
( р < 0 , 0 5 ) . Содержание восстановленного глута-
тиона уменьшено на 23 % в базальной порции 
( р > 0 , 0 5 ) и на 17 % в стимулированной ( / ?<0 ,05 ) . 
Отмечена тенденция к снижению содержания же-
леза ; его концентрация снижена на 12 % 
(р<С0,05). Между величиной СУА желудочного 

5 3 



Т а б л и ц а 3 Таблица 4 
Концентрации (в мкМ) микроэлементов и глутатиона в желудочном соке при обострении язвенной болезни двенадцатиперстной 
кишки 

Группа Fe стимулированный Си Глутатион 
Группа желудочный сок базальный стимулированный базальный стимулированный 

Здоровые 5,760±0,003 1,200±0,001 1,460±0,002 90,1 ± 7 , 3 91 ,3±2 ,5 
( п = 5 ) (п = 5) (п — 8) ( п = 15) ( л = 15) 

Больные 5,040±0,002* 0,880±0,001* 0,860±0,001* 69 ,2±8,6 75,4±4,0* 
( « = 1 3 ) (п—8) (п—10) (п=20) ( л = 2 4 ) 

сока и содержанием меди выявлена прямая кор-
реляционная связь ( г = + 0 , 7 9 в базальной пор-
ции; /?<(),05; г = + 0 , 9 1 стимулированной пор-
ции; /?<0,05) . С содержанием железа связь отри-
цательная (г— 0,38 в базальной порции; 
р < 0 , 0 5 ; г = — 0 , 3 3 в стимулированной порции; 
р < 0 , 0 5 ) . Полученные данные позволяют сделать 
предположение о том, что при высокой кислот-
ности желудочного сока причиной низкой СУА мо-
жет служить дефицит ионов меди и восстановлен-
ного глутатиона. 

Для коррекции выявленных нами нарушений 
использован кисломолочный продукт, который, 
кроме антацидного эффекта, обладает, как ока-
залось, СУА, сравнимой с активностью желудоч-
ного сока и равной 19,804=2,52 ед /мл-мин. Ра-
нее показано [5], что включение антацидного 
бифилакта в курс лечения в 3 раза снижает число 
рецидивов хронического гастродуоденита и язвен-
ной болезни двенадцатиперстной кишки. Одной 
из причин эффективного лечения с использовани-
ем данного продукта является нормализующий 
эффект на СУА желудочного сока. Величина это-
го параметра, составлявшая до лечения 6 , 1 5 ± 
± 1 , 3 8 ед/мл-мин в основной группе и 6 , 3 5 ± 
± 0 , 3 5 ед/мл -мин в контрольной, после лечения 
антацидным бифилактом увеличилась до 10 ,47± 
± 1 , 3 1 ед/мл -мин, а при традиционном лечении 
сохранилась на исходном уровне. 
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THE SUPEROXIDE ANION-OBVIATING ACTIVITY OF 
GASTRIC JUICE IN GASTRODUODENAL DISEASES. 

/. A. Pereslegina, Zh. V. Antipina, N. B. Pletneva, /. R. Mocha-
lova, E. A. Zhukova, L. A. Belentsova 

Institute of Pediatrics, RSFSR Ministry of Health, Nizhni 
Novgorod. 

A decrease in the superoxide anion-obviating activity of 
gastr ic juice was detected in patients with chronic gastro-
duodenitis and duodenal ulcerous disease, whose ra te depended 
on the disease stage, functional s tate of the stomach and na ture 
of the disease course. Deficiency in H+ , C u 2 + and a decrease 
of glutathione content in gastric juice were found to be 
responsible for the phenomenon observed. The superoxide anion-
obviating activity of gastric juice exhibited the regulatory effect 
on resistance of the duodenal mucosal membrane , which is 
prerequisite to restoration of the pattern studied dur ing medi-
cinal t reatment. Antacid biphilact produced from sour milk was 
used for the t reatment of the disease. 
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СОДЕРЖАНИЕ НЕКОТОРЫХ УГЛЕВОДНЫХ 
КОМПОНЕНТОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И 
МОЧЕ БОЛЬНЫХ В ОТДАЛЕННЫЕ СРОКИ 
ПОСЛЕ ВАГОТОМИИ ПРИ ЯЗВЕННОЙ БО-
ЛЕЗНИ Ж Е Л У Д К А И ДВЕНАДЦАТИПЕРСТ-
НОЙ к и ш к и 

Ярославский медицинский институт 

В патогенезе язвенной болезни желудка и две-
надцатиперстной кишки важное значение имеет 
нарушение равновесия между агрессивными фак-
торами желудочного секрета и защитной функ-
цией слизистой оболочки желудка [1, 3, 7 | . 

Применяемая при лечении язвенной болезни 
двенадцатиперстной кишки ваготомия снижает 
кислотопродукцию желудка [2, 8 | . Однако 
влияние ваготомии на защитный барьер гастро-
дуоденальной зоны в литературе освещено не-
достаточно и противоречиво [3, 10]. 

Основную защитную роль слизистой оболочки 
желудка и двенадцатиперстной кишки выпол-
няет слизь покровного эпителия, которая обра-
зует на внутренней поверхности желудка сплош-
ной слой, тесно связанный с сецериирующими 
клетками. Находящиеся в слизи углеводсодер-
жащие биополимеры, особенно фукогликопро-
теины, способны связывать соляную кислоту, об-
ладают антипептической активностью и образуют 
вязкие пленки, что защищает гастродуоденаль-
ную систему от переваривания [5]. 

Целью нашей работы явилось изучение некото-
рых защитных факторов слизистой оболочки же-
лудка в отдаленные сроки после различных ви-
дов ваготомии. 

М е т о д и к а . Д л я характеристики углеводсодержащих 
биополимеров исследовали кровь, что позволяло судить о со-
стоянии общего обмена гликоиротеиион, и мочу, гликопеп-
тиды которой представляют собой всосавшиеся в кровь 
и выделенные почками продукты распада гликопротеинов 
желудочно-кишечной слизи. Об общем содержании этих био-
полимеров судили по концентрации гексоз, связанных с бел-
ком. Содержание фукогликопротеинов оценивали по кон-
центрации фукозы, а сиалогликопротеинов по результатам 
определения сиаловых кислот. Методы определения указаны 
нами ранее [4]. Измерения оптической плотности произ-
водили па спектрофотометре фирмы «Karl Zeiss» (Герма-
ния). Полученные данные обрабатывали методами ва-
риационной статистики. Достоверность различий полученных 
количественных результатов определяли по таблице Стью-
дента. 

Р е з у л ь т а т ы и их о б с у ж д е н и е . Обсле-
довано 64 пациента (мужчин 60, женщин 4), кото-
рым ранее (в сроки от 1 года до 14 лет) были 
проведены различные виды ваготомии по поводу 
осложненных пилородуоденальных язв. Возраст 
пациентов на момент обследования был от 24 
до 53 лет. Контрольная группа (норма) состояла 
из 15 здоровых лиц. Двусторонняя стволовая 
ваготомия с дренирующими желудок операциями 
была выполнена 30 больным, селективная прокси-
мальная ваготомия (СПВ) 18 пациентам, ком-
бинированная (передняя селективная проксималь-
ная, задняя стволовая) ваготомия с дренирова-

нием желудка 16 больным. Обследуемые счита-
ли себя здоровыми, особых жалоб не предъяв-
ляли. Каких-либо грубых отклонений в клинико-
биохимических анализах крови и мочи выявлено не 
было. При фиброскопическом обследовании реци-
дива язвы не установлено. Таким образом, от-
даленные исходы оперативного лечения язвенной 
болезни двенадцатиперстной кишки у обследован-
ных пациентов вне зависимости от вида вагото-
мии можно считать отличными и хорошими. 

По нашим данным, содержание гексоз в сыво-
ротке крови и в моче снижено (вне зависи-
мости от вида ваготомии) лишь на 5—7 % (см. 
таблицу). Концентрация фукозы снижалась в сы-
воротке крови после стволовой ваготомии только 
на 9 %, после комби нированной — на 17 %, а по-
сле СПВ — на 23 %. В моче снижение концентра-
ции фукозы менее выражено (3 6 % ) , а раз-
ность между различными вариантами ваготомий 
статистически недостоверна. Содержание сиало-
вых кислот как показателя активности воспали-
тельного процесса уменьшалось в крови соответ-
ственно на 9, 14 и 20 %, причем разность этого 
показателя между рассматриваемыми группами 
статистически достоверна (рс0,05) . В моче содер-
жание сиаловых кислот снижалось на 7 12 % 
(разность статистически достоверна только между 
стволовой и селективной проксимальной ваго-
томией). 

Таким образом, после ваготомии происходит 
снижение как общих, так и специфических для 
язвенной болезни факторов защиты слизистой же-
лудка и двенадцатиперстной кишки. Однако реци-
дива язвы не наблюдается вследствие значи-
тельного снижения продукции соляной кислоты и 
пепсина, что обеспечивает надежную защиту сли-
зистой оболочки гастродуоденальной зоны от пере-
варивания. 

Различные виды ваготомии по-разному влияют 
на слизистый барьер желудка и двенадцатиперст-
ной кишки. Наибольшее угнетение защитной 
функции наблюдается после СПВ, а меньше все-
го концентрация углеводсодержащих биополиме-
ров снижается после стволовой ваготомии. Ком-
бинированная ваготомия занимает промежуточное 
положение. 

Известно, что рецидив язвенной болезни после 
СПВ наблюдается в 2 -3 раза чаще, чем после 
стволовой ваготомии [6, 9] . Проведенные нами 
исследования позволяют объяснить этот факт тем, 
что после СПВ защитный барьер слизистой обо-

Концентрация (в ммоль/л) гексоз, связанных с белком, фукозы 
и сиаловых кислот у больных, перенесших различные виды 
ваготомии 

Углевод-
ные ком-
поненты 

Вид ваготомии 
Углевод-
ные ком-
поненты 

Норма 
стволовая 

комбиниро-
ванная 

селективная/ 
проксимальная 

Гексозы 

Фу коза 

Сиаловые 

601,02±3,04 574,22±7,42* 562,33± 10,24* 559,28±3,24* 
882,86±4,77 842,21 ±9,36* 835,36±9,78* 833,83±4,21 * 
86,69±1,12 78,12±8,34* 71,86±6,92* 66,49±8,1 1** 

:ш.80 ' ! 2/IK 
209,99± 1,96 

296,50±7,42 290,38±1 1,46* 284,10±2,1 3* 
I86,58±8,24* 18i,58±9,27* 177,54±6,4 I * 

кислоты 288,47±2,03 268,71 ±9,12* 261,48±7,72** 259,67±5,44* 

П р и м е ч а н и е. Статистическая достоверность различия 
по сравнению с нормой: одна звездочка р<;0,05, две 
р<С0,01. Над чертой кровь, под чертой моча. 
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лочки желудка и двенадцатиперстной кишки 
нарушается, по-видимому, в большей мере, чем 
после стволовой ваготомии, что и может привести 
к более частому рецидиву заболевания. 
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Es t imat ion of p ro te in -bound hexoses, fucose and sialic ac ids 
in the blood and ur ine of 64 pa t i en t s with g a s t r o d u o d e n a l 
ulcers within la ter per iods a f t e r va r ious types of g a s t r i c vago-
tomy showed tha t the denerva t ion inhibited the protect ive 
bar r ie r of gas t r i c and duodena l mucosa l m e m b r a n e . Pro tec t ive 
func t ions of g a s t r o d u o d e n a l mucosa l m e m b r a n e were most 
dis t inct ly inhibited a f t e r selective proximal v a g o t o m y which m a y 
be responsib le for higher a m o u n t s of r e c u r r e n c e s of u lce rous 
d isease a f t e r this type of v a g o t o m y than other types of 
denerva t ion . 
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СОСТОЯНИЕ СИНТЕЗА НУКЛЕОПРОТЕИНОВ 
В ОРГАНАХ ГЕМОПОЭЗА У МЫШЕЙ С ПЕР-
ВИЧНЫМ ГИПОТИРЕОЗОМ 

Томский медицинский институт М З РФ 

О влиянии тиреоидных гормонов на синтез 
нуклеоиротеинов хорошо известно. Объектами 
для такого рода исследований обычно являются 
печень, скелетные мышцы, сердце, мозг [I, \2\. 
Гораздо реже можно встретить сведения о влиянии 
тиреоидных гормонов на синтез нуклеоиротеинов 
в других органах и тканях, в частности в гемо-
поэтических. Вместе с тем клетки системы крови 
проявляют чувствительность как к недостатку 
гормонов щитовидной железы, так и к их избытку, 
хотя до сих пор неясно, какие органы гемо-
поэза наиболее чувствительны к этим гормонам. 
Большинство исследователей, занимаясь дисфунк-

циями щитовидной железы, ставят своей задачей 
изучение либо системы эритрона [9, 11], либо 
иммунной системы [8, 13], либо системы сверты-
вания и функции тромбоцитов [4, 1()|. Не вполне 
ясно также, чем нарушения гемопоэза, свойствен-
ные гипотиреозу, отличаются от нарушений, 
обнаруживаемых при других эндокринопатиях, 
например при сахарном диабете. Последнее об-
стоятельство представляется важным, так как 
позволяет судить о закономерностях становления 
гормональной регуляции гемопоэза в филогенезе 
млекопитающих и человека. Предполагается, что 
поскольку тиреоидные гормоны в филогенетиче-
ском отношении более молодые, чем инсулин, 
то и нарушения гемопоэза, развивающиеся при 
гипотиреозе или сахарном диабете, также будут 
характеризоваться своими системными филогене-
тическими особенностями [6]. 

Задачей данной работы являлось сравнитель-
ное изучение влияния недостатка тиреоидных 
гормонов на синтез нуклеоиротеинов в различных 
органах гемопоэза с целью идентификации ор-
гана, в котором синтез нуклеопротеинов зависит 
от этих гормонов в максимальной степени. Для 
решения поставленной задачи была выбрана 
модель первичного гипотиреоза, вызываемого у 
мышей одним из антитиреоидных препаратов 
перхлоратом калия, который связывает свободный 
йод и таким образом препятствует синтезу 
йодированных производных тирозина. Эта модель 
гипотиреоза часто используется в опытах на кры-
сах 114). 

М е т о д и к а . Опыты были проведены на 125 мышах-
самцах линии B A L B / c (питомник «Рассвет», Томск) с на-
чальной массой 16 17 г. Животные были разделены на 
3 группы: 1-я интактные мыши (контроль) ; 2-я 
мыши с гипотиреозом, получавшие в течение I мес для 
питья 1 % раствор КСЮ^ (опытная группа) ; 3-я — мыши 
с гипотиреозом, получавшие в конце опыта перед забоем на 
фоне KCIO4 трийодтиропин (Т3) («Берлин-Хеми», Германия) 
подкожно в течение 3 дней в стандартной лечебной дозе 
(50 мкг /кг в сутки; вторая контрольная группа) . Вторая 
контрольная группа была предусмотрена для исключения 
возможного токсического воздействия KCIO4 на систему крови. 

Тяжесть гипотиреоза контролировали по с о д е р ж а н и ю 
тироксина и Тз в сыворотке крови. Гормоны определяли 
радиоиммунологическим методом при помощи наборов 
Всесоюзного объединения «Изотоп» (Москва , производи-
тель ИБОХ А-Н Беларуси, Минск) . Радиоактивность 
проб измеряли на одноканальиом у-спсктромстрс «Робо-
трон-20050» ( Г е р м а н и я ) . Концентрация тироксина в сыво-
ротке крови подопытных мышей через 1 мес от начала 
опыта с н и ж а л а с ь в среднем в 13,5 раза в мае — июне 
(до 7,9 имоль /л при норме 106,3 нмоль /л ; / ?<0 ,001) и в 
6,3 раза в декабре январе (до 31,1 нмоль /л при норме 
195,2 нмоль /л ; р<С(),001). Концентрация Тз в сыворотке 
гипотиреоидных мышей при этом ж е с н и ж а л а с ь , но менее 
значительно: в 1,7 раза зимой ( р < 0 , 0 1 ) и в 2,7 раза весной 
( р < 0 , 0 0 1 ) . 

О состоянии синтеза нуклеоиротеинов судили по включе-
нию в клетки меченых предшественников синтеза Д Н К , 
Р Н К и белка: либо метилДН-тимидина (молекулярная ак-
тивность 900 Т Б к / м о л ь ) , либо 5-41-уридина (молекулярная 
активность 960 Т Б к / м о л ь ) , либо 1- | 4 С-глицина (молекулярная 
активность 2,1 Т Б к / м о л ь ) . Все меченые соединения были 
получены из Всесоюзного объединения «Изотоп» (Ленин-
градское М Р О ) . Использовали модификацию микрометода 
[3]. Меченые предшественники вводили внутрибрюшинно в 

0,2 мл физиологического раствора за I ч до з а б о я жи-
вотных. Меченые тимидин и уридин вводили в дозе 
160 М Б к / к г , меченый глицин в дозе 40 М Б к / к г . Мышей 
декапитировали при легком эфирном наркозе . Собранную 
кровь использовали для получения сыворотки, в которой 
определяли содержание тиреоидных гормонов. У всех живот-
ных брали для исследования тимус, селезенку, илеоцекаль-
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Синтез нуклеопротеинов в органах гемопоэза у мышей с гипотиреозом до и после лечения их трийодтиронином (Xztm) 

Орган Контроль Гипотиреоз Гипоти реоз-|-
+ Тз 

Костный мозг 
Селезенка 
Тимус 
Л пмфоузлы 

Костный мозг 
Селезенка 
Тимус 
Л пмфоузлы 

Костный мозг 
Селезенка 
Тимус 
Л имфоузлы 

Синтез ДНК (включение 6Н-тимидина, раса/мин/ 10ь клеток) 

2031 ± 1 0 2 
1902 I 222 
308 ± 19 
861 ± 6 7 

1341 ± 1 3 1 
2222±310 

344 ± 3 3 
825 ± 7 8 

<0,001 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

Синтез РНК (включение 3Н-уридина, раса/мин/ 10ь клеток) 

1073±62 
1010=4=55 
280 ± 3 5 
554 ± 4 3 

835 ± 4 4 
1257± 126 
2 9 3 ± 13 
4 9 5 ± 3 8 

<0,01 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

Синтез белка (включение 14С-глицина, расп/мин/10{) клеток) 

1 0 3 ± 7 
119± 12 
4 7 ± 4 
74 ± 6 

6 9 ± 1 1 
7 4 ± 7 
К) I 

7 2 ± 9 

< 0 , 0 5 
<0,001 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

2364±243* 
4175 ± 3 5 5 

446 ± 3 4 
9 1 3 ± 5 2 * 

937 ± 8 8 * 
I055±130* 
408 ± 4 3 
436 ± 3 9 * 

185 ± 13 
348 ± 2 4 

70 ± 5 
1 1 7 ± 9 

< 0 , 0 1 
<0,001 
< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

<0,001 
<0,001 
<0,001 
<0,01 

П р и м е ч а н и е , р\ вероятность ошибки при сравнении данных опытной группы с контрольной, рч - то же при срав-
нении данных опытных групп между собой, звездочка отсутствие достоверных различий с контрольной группой. Число 
животных в каждой группе К) 15. 

ные (брыжеечные) лимфоузлы и бедренную кость, из которой 
раствором Хенкса вымывали костный мозг, который исполь-
зовали для анализа. Методика подготовки проб крове-
творных клеток для радиометрии описана нами ранее 
\7\. Радиоактивность подготовленных проб измеряли на оте-
чественном ^-анализаторе «Бета-2» с эффективностью регист-
рации 5 0 % для Ч 1 и 9 0 % для | 4С. Конечный результат 
выражался в распадах в I мип на I0(i ядерных клеток. 

Параллельно с основными исследованиями характеризова-
ли массу, весовые индексы и клеточный состав указанных 
органов у контрольных и подопытных животных, а также 
клеточный состав костного мозга (в миллионах миело-
кариоцитов па диафиз бедра) . Полученные данные обрабаты-
вали методом вариационной статистики с использованием 
к р и reр и я Стыоде нта. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Резул ьтаты 
исследований представлены в таблице и на рисун-
ке. Как видно из полученных данных, синтез 
нуклеопротеинов у гипотиреоидных мышей наибо-
лее выраженно угнетался в костном мозге. Вве-
дение T;i подопытным мышам на 76 % стимули-
ровало у них включение 3Н-тимидина (р<с0,01) 
и на 270 % {р<0,001) | 4С-глицина в клетки 
костного мозга по сравнению с группой гипо-
тиреоидных животных. Включение ^Н-уридина в 
Р Н К миелокариоцитов т а к ж е стимулировалось 
и к окончанию лечения уже достоверно не от-
личалось от контрольных значений. При этом, од-
нако, стимуляция включения 3Н-уридина в клетки 
костного мозга подопытных животных была менее 
выражена , чем включение Л11-гимидина и | 4С-гли-
цииа. 

При гипотиреозе достоверно угнетался т а к ж е 
синтез белка в селезенке. В тимусе же и 
лимфоузлах подопытных животных каких-либо 
нарушений синтеза общих нуклеопротеинов обна-
ружено не было. Клетки селезенки и тимуса 
гипотиреоидных мышей проявляли значительную 
чувствительность к стимулирующему влиянию 
экзогенного Тз, который активировал в селезенке 
синтез Д Н К и белка (на 88 и 370 % соответст-
венно; р < 0 , 0 0 1 ) , а в тимусе - синтез Д Н К , 
РНК и белка (соответственно на 30, 39 %; 
/?<(),05 и 7 5 % ; р < 0 , 0 0 1 ) . Отсутствие стимули-
рующего влияния Тз на синтез РНК, оцени-

ваемый по включению 3Н-уридина, в селезенке и 
лимфоузлах может объясняться тем обстоятельст-
вом, что у грызунов (в частности, у крыс) 
ряд клеточных популяций имеет очень низкую 
активность уридинкиназы, в то время как в других 
клетках активность этого фермента нормальная. 
Так, например, у крыс по этой причине 
Mi-уридин хорошо включается в Т-лимфоциты, 
составляющие абсолютное большинство клеток ти-
муса, и очень плохо в В-лимфоциты, основ-
ная масса которых находится в селезенке и 
лимфоузлах [15]. Возможно, что нечто подобное 
имеет место и у мышей. 

Минимальной чувствительностью к действию 
Тз у гипотиреоидных мышей обладали клетки 
лимфоузлов, в которых этот гормон стимулировал 
лишь синтез белка (в 1,6 раза по сравнению с 
гипотиреоидными животными; р < 0 , 0 0 1 ) . 

У гипотиреоидных мышей через 1 мес после 
начала опыта отмечалась достоверная гипоплазия 
костного мозга и селезенки. Клеточность костно-
го мозга всегда была достоверно ниже, чем в 

Уровень синтеза общих нуклеопротеинов у мышей с гипотирео-
зом до и после введения им Тз (50 мкг/кг /сут , 3 дня, под-
кожно) . 
а белок; в РНК; а - Д Н К . По оси абсцисс исследованные органы: 
К костный мозг, С селезенка, Т тимус, Л лимфоузлы; опытные группы 
животных: заштрихованные столбики гипотиреоз, светлые столбики ги-
поти реоз + Тз; по осям ординат —• интенсивность включения меченых пред-
шественников и состав н v кл ео п.рот е и н о в, % от контрольного уровня, при-
пятого за 100%. /> достоверное снижение показателя по сравнению с 
контролем (/><0,05); р —- достоверное увеличение уровня включения но срав-
нению с группой гипотиреоидных мышей (/?<0,05). Число животных в группах 10 16. 
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контроле, достигая наиболее низких значений в 
весенне-летние месяцы (в среднем 15,5 млн кле-
ток/диафиз при норме 23 млн клеток/диафиз; 
р<С0,001, что на 3 3 % было ниже контрольного 
уровня). Общая клеточность селезенки при этом 
также была на 32 % ниже контрольной (р<0,001), 
а ее масса и средний весовой индекс — соот-
ветственно меньше на 26 и 20 % (р<0,001 
и < 0 , 0 1 ) . Однако эти же показатели для ти-
муса и илеоцекального комплекса лимфоузлов 
достоверно не отличались от контрольных значе-
ний в 3 независимых сериях опытов, вы-
полненных в разное время года. Введение Тз 
в течение 3 дней гипотиреоидным мышам до-
стоверно увеличивало клеточность костного мозга 
(в среднем на 2 2 % ) и селезенки (на 2 0 % ) , 
но не всегда полностью нормализовало ее через 
3 сут лечения. Т3 практически не влиял на 
клеточность и массу тимуса и лимфоузлов. Таким 
образом, в наших исследованиях мы не смогли 
обнаружить признаки какого-либо необратимого 
токсического воздействия КСЮ4 на органы гемо-
поэза: практически все нарушения, найденные 
нами у гипотиреоидных мышей, исчезали пол-
ностью или в значительной мере уже в резуль-
тате 3-дневного лечения их Тз на фоне продол-
жающегося действия антитиреоидного препарата. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что разные органы гемопоэза в неодинаковой 
степени зависят от тиреоидных гормонов. Лаибо-
лее чувствительны к недостатку гормонов щито-
видной железы костный мозг и селезенка, имеющие 
у грызунов много общего в цитологическом 
составе [2 | . На клетках тимуса и брыжеечных 
лимфоузлов недостаток этих гормонов сказывает-
ся менее значительно. Оценивая в комплексе 
изменения клеточности различных органов гемо-
поэза у гипотиреоидных мышей и выраженность 
нарушений в них синтеза нуклеоиротеинов, мож-
но расположить все изученные нами органы 
гемопоэза в следующей последовательности (по 
степени зависимости их от тиреоидных гормо-
нов в сторону уменьшения этой зависимости): 
костный мозг ;> селезенка ;> тимус ;> лимфоузлы. 

В связи с полученными данными можно с 
достаточной долей вероятности утверждать, что 
наиболее зависимые от тиреоидных гормонов 
ростки (росток) кроветворения локализованы 
именно в костном мозге и селезенке. В то же 
время нельзя исключить, что повышенная чувст-
вительность костного мозга и селезенки к гиреоид-
ным гормонам является не прямой, а хотя бы 
отчасти опосредуемой, в частности, влиянием 
эритропоэтина на костномозговой и лиенальиый 
эритропоэз. Усиление основного обмена под 
действием тиреоидных гормонов может стимулиро-
вать образования этого регулятора эритропоэза 
и приводить к развитию полицитемии. При гипо-
тиреозе (на фоне пониженных окисл ительных 
процессов) образование эритропоэтина снижает-
ся, что может способствовать угнетению эритро-
поэза и развитию анемии [9, 16]. Остается 
неясным, являются ли сами тиреоидные гормоны 
непосредственными регуляторами кроветворения 
(в частности, эритропоэза) или же Bqe их эффекты 
опосредованы. 

Характер гематологических нарушений, в том 
числе изменения клеточности и интенсивности 
синтеза ДНК, выявленные при гипотиреозе в 
настоящем исследовании, существенно отличает-
ся от ранее найденных нами изменений у мышей 
с аллоксановым диабетом [5, 6 | , у которых 
критическим органом гемопоэза является тимус, в 
то время как клетки костного мозга и селезенки 
в целом не изменяют своей пролиферативной 
активности. Можно предполагать, что эти разли-
чия отражают общие закономерности становле-
ния гормональной регуляции гемопоэза в фило-
генезе млекопитающих и человека. 
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THE STATE O F NUCLEOPROTEIN SYNTHESIS IN HEMO-
PIETIC T I S S U E S OF MICE WITH PRIMARY HYPOTHY-
ROSIS. 

Yu. A. Koztov, N. M. Shevlsova, R. /. Pleshko, О. V. Kurlov, 
A. N. Baykov, V. V. Novitsky 

Medical Institute, Tomsk 

A ra te of incorporation of 3H-thymidine, ; ,H-uridine and 
l 4C-glycine into the nucleoproteins of bone mar row, spleen, 
thymus and ileocecal lymph nodes was studied in BALB/c mice 
with hypothyrosis developed af ter adminis t ra t ion of 1 % KClQ-t 
within a month. Distinct hypoplasia of bone mar row and spleen 
was found in the experimental animals ; the synthesis of 
nucleoproteins was most impaired in bone mar row. The depen-
dence of hemopoietic t issues on thyroid hormones was decreased 
as follows: bone mar row >> spleen > thymus > lymph node. 
After subcu taneous adminis t ra t ion of t r i iodothyronine (T3) 
in a dose of 50 m g / k g daily within 3 days of synthesis 
of nucleoproteins was considerably s t imulated and the 
amount of cells was increased in bone mar row and spleen. 
Less distinct s t imula t ing effect of T3 was observed in the 
thymus and lymph nodes of these animals . 
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