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В. И. Закревский 

р2-ГЛ И КОПРОТЕИ Н I ПЛАЗМЫ КРОВИ, 
СТРУКТУРА И БИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ 

Волгоградский медицинский институт 

р2-Гликопротеин I, он же аполипопротеин Н, 
он же липидсвязывающий ингибитор коагуляции, 
он же белковый кофактор антикардиолипиновых 
антител — такое количество терминов свидетель-
ствует о многообразии и значимости функций 
этого небольшого, но весьма своеобразного бел-
ка плазмы крови. Несмотря на то что он был 
выделен и описан 30 лет назад, исследователи 
и сегодня продолжают обнаруживать новые свой-
ства и функции этого белка. 

Достаточно высокая концентрация в крови 
(0,15—0,3 г / л ) и некоторые физико-химические 
особенности позволили Н. Schul tze и соавт. [26] 
в 1961 г. выделить р2-гликопротеин I (р 2-ГП I) 
в гомогенном состоянии, используя классические 
приемы препаративной биохимии. Своим успехом 
авторы прежде всего были обязаны способности 
|32-ГП I оставаться в растворе при обработке сыво-
ротки крови риванолом, 5 % трихлоруксусной или 
0,6 М перхлорной кислотами. Осаждение бал-
ластных белков 0,2 М перхлорной кислотой, выса-
ливание сульфатом аммония в диапазоне 1,4— 
1,8 М концентрации и последующий зональный 
электрофорез на поливинилхлориде привели к по-
лучению препарата р2-ГП I с 98 % степенью чисто-
ты. Аналитическим ультрацентрифугированием 
была определена константа седиментации препа-
рата S 2 0 o w = 2 , 9 . Белок оказался гликопротеидом, 
содержащим 18 % углеводов, из которых 6,7 % со-
ставляли гексозы (галактоза , манноза) , 5,8 % 
N-ацетилгексозамин, 4,4 % — ацетилнейрамино-
вая кислота и 0,2 % — фукоза. 

Возможность выделения значительного коли-
чества гомогенного белка достаточно простыми 
приемами позволили Н. Haupt и К. Heide [6] в 
1966 г. получить р2-ГГ1 I в кристаллическом состо-
янии. В дальнейшем способы очистки [32-ГП I 
совершенствовались по мере развития техники 
препаративной биохимии. В настоящее время ис-
пользуют аффинную, гель-фильтрационную и 
ионообменную хроматографию [12]. 

Наличие углеводного компонента придает осо-
бые свойства этому белку. Будучи мономерным 
низкомолекулярным (мол. м. 54 кД) белком, 
(32-ГГ1 I при гель-хроматографии на сефадексе 
G-200 элюируется в широком диапазоне между 
альбумином (мол. м. 69 кД) и иммуноглобулином 
(мол. м. 150 кД) [21]. При электрофорезе в 
полиакриламидном геле (ПААГ) он дает несколь-
ко субфракций, идентичных иммунохимически по 

содержанию сиаловых кислот и триптическим пеп-
тидным картам [4]. Выявленная микрогетероген-
ность определяется природой олигосахаридных це-
пей, что нашло подтверждение в тонких иммун-
ноэлектрофоретических исследованиях [23] . 

Полностью первичная структура р2-ГП I была 
изучена J. Lozier и соавт. |11] в 1984 г. Белок 
имеет одну полипептидную цепь, с о д е р ж а щ у ю 
326 остатков аминокислот, и весьма своеобра-
зен по составу. Он очень богат иролином (31 оста-
ток или к а ж д а я 10-я аминокислота) , а высокое 
содержание цистеина (22 молекулы) и глицина 
(23 остатка) служит косвенным подтверждением 
существования значительных участков р-структур. 
Аминокислотный состав молекулы р2-ГГ1 I приве-
ден в таблице. 

Молекулярная масса, рассчитанная из амино-
кислотного состава немодифицированной цепи, со-
ставляет 36 281 Д . Это значительно меньше той, 
которая была определена авторами [11] ПААГ-до-
децилсульфат-электрофорезом в присутствии 2-
меркаптоэтанола (54 200 Д ) , а т а к ж е меньше 
величины (40 000—48 000 Д ) , полученной в седи-
меитационных анализах . 

Указанные различия связаны с наличием угле-
водного компонента. Молекула р2-ГП I содер-
жит 5 олигосахаридных цепочек, связанных через 
галактозаминные остатки с аспарагином в 143, 
164, 169, 174 и 234 положениях полипептидной 
цепи (см. рисунок). Исследователи предполагают, 
что олигосахаридные цепи делятся на 2 типа 
(комплексные и богатые маннозой) , а каждый тип, 
вероятно, имеет микрогетерогенность по структу-
ре. Если принять молекулярную массу к а ж д о г о 
олигосахарида за 2500 D, то в целом масса р2-ГП I 
находится в пределах 48 000—50 000 D, что, в об-
щем, соответствует экспериментальным данным. 

Интересной особенностью данного белка явля-
ется высокое содержание пролина ( 8 , 3 % ) и ци-
стеина ( 6 , 2 % ) , тогда как в большинстве бел-
ков последние обычно встречаются с частотой 
5 и 2 % соответственно. 

Исследователи обнаружили наличие связанных 
между собой пар цис—про через регулярные 
интервалы — в положениях 4—5, 65—66, 123— 
124, 186—187, что привело к предположению о 
возможной внутренней гомологии. Компьютерный 
анализ последовательностей с использованием ба-
зы данных «Atlas of Protein Sequence and S t ruc tu -
re» (Protein Sequence D a t a b a s e ) подтвердил вы-
сокую степень гомологии участков полипептид-
ной цепи длиной 60 аминокислотных остатков. 
Это свидетельствует о том, что р2-ГП I построен 
из 5 последовательно связанных гомологичных 
сегментов, в которых консервативные последова-
тельности цис — про — три встречаются с высо-
ким постоянством. Косвенным подтверждением 
внутренней гомологии являются участки, связан-
ные дисульфидными мостиками: цис 4—47; 32— 
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Аминокислотный состав молекулы (Зг-ГП R g I Б ] 

Аминокислота Ч И С Л О 
молекул 

Аспарагиновая 
Аспарагин 
Треонин 
Серии 
Глутаминован 
Глутамин 
Пролин 
Глицин 
Алании 
Цистеин 
В ал и н 
Метионин 
Изолейцин 
Лейцин 
Тирозин 
Фенилаланин 
Лизин 
Гистидин 
Аргинин 
Триптофан 

14 
15 
27 
19 
20 

4 
31 
23 
17 
22 
18 
4 

13 
17 
14 
18 
30 

5 
10 
5 

Число аминокислот 
Общая мол. м., D 

326 
36 281 

60; 91 118; 155—181; 186--229; 281 288. Струк-
турная модель молекулы р2-ГГ1 I, предложенная 
J. Lozier и соавт. [11], представлена на рисунке. 

Авторы высказывают предположение, что 
р 2 -ГП 1 представляет собой продукт гена, кото-
рый в эволюции сформировался повторными дуп-
ликациями гена, кодирующего 60-аминокислотные 
сегменты белка. 

Особенности аминокислотного состава р 2 -ГП I 
определяют особенности вторичной структуры. 
Исследования спектров циркулярного дихроизма 
показали, что белок состоит главным образом 
из p-структур и аморфных участков с незначи-
тельным количеством а -спиралей [10]. р 2 -ГП I 
представляет собой амфифильный белок, срод-
ство которого к поверхности воздух—вода при 
нейтральном значении рН сравнимо с глобуляр-
ными белками и очень незначительно изменя-
ется при сдвиге рН как в кислую, так и в щелоч-
ную зону. Указанные особенности р 2 -ГП I, а т а к ж е 
неспособность его к самосборке в комплексы зна-
чительно отличают р2-ГГ1 I (аполипопротеин И) 
от других аполипопротеинов [10]. Это наклады-
вает отпечаток и на поведение его в крови. 

В плазме человеческой крови основное коли-
чество р 2 -ГП I (более 60 % ) находится в сво-
бодном от липопротеидов состоянии, Е. Polz и 
G. Kostner [16] центрифугированием в гра-
диенте плотности обнаружили в осадке 

достатка Ан 
число Лн 42 

молекулярная* бзоо 
масса 

ъ 
\ ш \ 

С В 1 
* 

С В 2 
Р ft 

с в з 
>7 2i 38 2 

С В 5 
7/ 32 

77 33 
/5000 J200 

55 
ЮООО 

Структурная модель 02-ГП 1 (по J. Lozier и соавт. [11]). 

СВ фрагменты, полученные обработкой CNBr; М метионин. 

1 

( D > 1,21 г / м л ) до 70 % всего р 2 -ГП I п л а з м ы кро-
ви человека. Количество р 2-ГП I, связанного с ли-
попротеидами, в значительной степени з а в и с и т от 
уровня триглицеридов в крови, хотя при этом 
р 2-ГП I встречается во всех классах липопро-
теидов. При исследовании плазмы крови голод-
ных испытуемых содержание р2-ГМ I в липопро-
теидах было следующим: в хиломикронах - 0 % , 
в липопротеидах очень низкой плотности 
( Л П О Н П ) — 8—9 %, в липопротеидах низкой 
плотности ( Л П Н П ) — 1,3- 1 , 9 % , в липопротеи-
дах высокой плотности ( Л П В П ) 16—18 %. 
Очень близкие величины получены этими же авто-
рами для плазмы крови крыс [19]. Если уровень 
Р 2 - Г П I в липопротеидах практически постоянный, 
то после приема жирной пищи одновременно с воз-
растанием содержания триглицеридов в крови уве-
личивается и количество р 2 -ГП I, связанного с хи-
ломикронами (с 0 до 8 - 9 % ) . Корреляция между 
содержанием триглицеридов и р2-ГП I в хиломик-
ронах свидетельствует о возможном взаимодей-
ствии между ними. 

Используя в качестве модели хилом икрона 
интралипид (искусственная эмульсия, с о с т о я щ а я 
главным образом из триглицеридов) , Е. Polz и 
G. Kos tner [17] выявили высокую степень спе-
цифического связывания р 2 -ГП I нормальной сы-
воротки с триглицеридами. Константа диссоциа-
ции комплекса р2-ГП I — интралипид состав-
л я л а Примерно 10"8 моль /л . Взаимодействие бел-
ка с интралипидом происходит очень быстро, и 
насыщение наступает в течение 5 мин (37 °С) при 
концентрации триглицеридов 10 г / л . Сравнение 
этих результатов с аналогичными для других из-
вестных аполипротеинов показало более высокое 
сродство к триглицеридам р2-ГП I. Авторы при-
шли к выводу о важной роли этого белка в мета-
болизме триглицеридов. Действительно, Y. N a k a y a 
и соавт. [13] обнаружили активирующее дей-
ствие р2-ГП I на липопротеинлипазу ( Л П Л ) чело-
веческой постгепариновой плазмы. Л П Л ответ-
ственна за гидролиз триглицеридов в хилом икро-
нах и Л П О Н П , в результате которого хиломикро-
ны превращаются в ремнантные частицы, а 
Л П О Н П — в Л П Н П . Действие Л П Л регули-
руется присутствующими аполипопротеинами. Апо 
C-II активирует фермент, а апо C-II I ингиби-
рует его. Апо Н (р2-ГП I) сам по себе с л а б о 
активирует Л П Л , но в 1,5 раза увеличивает сти-
мулирующее действие ario C-II . Комплекс апо 
Н — апо C-II менее подвержен ингибирующему 
действию ario C- I I I . Полученные результаты по-
зволили авторам прийти к выводу, что ario Н мо-
дулирует энзиматическую активность Л П Л в ме-
т а б о л и з м е триглицеридов в плазме крови. Отно-
сительные пропорции апо Н, апо C-II и ario C-II1 в 
богатых триглицеридами липопротеидных части-
цах определяют з а д а н н у ю скорость гидролиза три-
глицеридов [3, 18, 27] . Возможно, уровень со-
д е р ж а н и я апо Н и его взаимодействие с хило-
микронами и Л П О Н П играют в а ж н у ю роль в раз-
витии гиперлипидемий. 

Особенности структуры и свойств гликопротеида 
апо Н, описанные выше, резко отличают этот бе-
лок от других аполипопротеинов. Последние спо-
собны к. самосборке в комплексы, в присутствии 
липидов происходят значительные изменения их 
коиформации, с 11 ()Соб<СТВ у К) IЦ И С .у (t) О р |уш ш) в я н и ю ли-

Рш и * В И № Ю Т { 2 К А " з 
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попротеидной частицы. Апо Н такими свойствами 
не обладает , его взаимодействие с другими апо-
липопротеинами сходно с интегральным встраива-
нием периферических мембран белков. Очевидно, 
апо Н может ассоциироваться с плазменными 
липопротеинами, главным образом за счет белок-
белковых, а не белок-липидных взаимодействий 
[10]. 

Наряду с триглицеридами ( З 2 - Г П I способен 
ассоциироваться и с фосфолипидами. I. Schousboe 
[21 | в 1979 г. обратил внимание на способность 
кислых фосфолипидов связываться с (З2-ГП I 
и тем самым снижать его агглютинирующую ак-
тивность в отношении митохондрий. В дальней-
шем Н. Wtirm [28] в модельных опытах на муль-
тиламеллярных липосомах определил характери-
стики связывания ( З 2 Т П I с различными фосфо-
липидами. Оказалось , что белок практически не 
взаимодействовал с нейтральными фосфолипида-
ми (фосфатидилхолином, фосфатидилэтанол ами-
ном и сфингомиелином) , но прочно с в я з ы в а л с я 
с кислыми. Причем константа с в я з ы в а н и я ф о с ф а -
тидилссрина была на порядок выше с в я з ы в а н и я 
фосфатидил инозита. Способность к с в я з ы в а н и ю 
зависела от ряда параметров: молярности буфе-
ра, наличия моно- и двухвалетных катионов или 
ЭДТА. Значительное влияние оказывали другие 
белки. Так, присутствие бычьего сывороточного 
альбумина в концентрации 30 г /л с н и ж а л о про-
цент связавшегося ( З 2 - Т П I до 20 % от первона-
чального. 

Способность ( З 2 - Г П 1 к ассоциации с отрицатель-
но з а р я ж е н н ы м и субстанциями была о б н а р у ж е н а 
в отношении не только кислых фосфолипидов , 
но и ДНК. [8], митохондрий [21], гепарина [19], 
желчных кислот, синтетических анионных детер-
гентов [3, 24] и тромбоцитов [22, 24 ] . Связы-
вание Р2-ГП I с указанными субстанциями осу-
ществляется двумя различными механизмами 
[24]. Первый механизм — это гидрофильное 
взаимодействие отрицательно з а р я ж е н н ы х групп 
фосфолипидов мембран с белком через остат-
ки гистидина. Этот механизм имеет место при 
агглютинации митохондрий (Зг-ГП I. Д о к а з а т е л ь -
ством является ингибирование агглютинации ми-
тохондрий модификацией гистидиновых остатков 
( З 2 - Г П I или добавлением липосом, с о д е р ж а щ и х 
кислые фосфолипиды. I. Schousboe [24] обнару-
жил дозозависимый эффект липосом, с о д е р ж а щ и х 
фосфатидную кислоту. При этом оказалось , что 
( З 2 - Г П I связывается только с липосомами, содер-
ж а щ и м и высокие концентрации кислых фосфоли-
пидов (более 60 мол. % ) . В свою очередь способ-
ность (32-ГП 1 взаимодействовать с липосомами 
теряется при модификации нескольких гистидино-
вых остатков в молекуле белка. Очевидно, для 
прочного связывания необходимы эпитопы мемб-
ран, с о д е р ж а щ и е высокие концентрации кислых 
фосфолипидов и области белка , богатые гистиди-
н о м . 

Однако блокирование гистидина в ( З 2 - Г П I не 
п р едот в р а щ ает п ол н ост ь ю а г г л ют и и а ц и ю мито-
хондрий. В этом процессе участвует и другой 
механизм — гидрофобное взаимодействие белка 
со стероидами, особенно не с о д е р ж а щ и м и 7-ОН-
группу. Этот механизм является ведущим при 
связывании [ З 2 - Г П I с дезоксихолатом, холатом 

(несколько х у ж е за счет 7 -ОН) и в определенной 
степени с тромбоцитами. 

Взаимодействие р 2-ГП I с тромбоцитами более 
сложно и определяется многими ф а к т о р а м и . Тром-
боциты — единственные из форменных элемен-
тов крови, которые специфически с в я з ы в а ю т с я 
с гликопротеином. I. Schousboe [22] о б н а р у ж и л , 
что максимальное насыщение наступает в тече-
ние 45 мин и составляет 6 - Ю 5 молекул [32-ГП I 
на 1 тромбоцит. Константа диссоциации комплек-
са равна 559 иМ и снижается до 334 нМ в при-
сутствии С а 2 + ; присутствие других сывороточных 
белков не оказывает заметного влияния. С в я з ы в а -
ние | 3 2 ТП I коррелирует с ингибированием адени-
латциклазной активности и агрегации тромбоци-
тов. Это ингибирование вызвано накоплением 
цГМФ, индуцированным [Зг-ГП I [15] . Механизм 
агрегации очень сложный и зависит от многих 
факторов , поэтому эффект ( З 2 - Г П I в различных 
условиях неоднозначен. 

J. Nimpf и соавт. [15] установили, что ( З 2 - Г П I 
полностью ингибирует освобождение серотонина 
во время АДФ-индуцируемой активации тромбо-
цитов. Ингибирование коррелирует с подавлением 
второй волны АДФ-индуцируемой агрегации. Этот 
эффект [32-ГП I не был дозозависимым и не про-
являлся при концентрации белка выше 0,1 — 
0,15 м г / м л . На индукцию агрегации тромбоцитов 
коллагеном или тромбином [Зг-ГП I влияния не 
оказывает . Низкие дозы А Д Ф индуцируют экспо-
зицию рецепторов фибриногена, которыми явля-
ются комплексы мембранного гликопротеина НЬ 
и Ш а с ионами Са2"1 [2] . (32-ГП I не влияет 
на этот процесс, основное действие его, видимо, 
с в я з а н о с ингибированием аденилатциклазы , ак-
тивность которой регулируется более высокими 
уровнями индукторов и опосредуется через другие 
рецепторы. \J. Nimpf и соавт . [15] о б н а р у ж и л и 
строгую корреляцию ингибирования А Д Ф - и н д у -
цируемой агрегации с увеличением с о д е р ж а н и я 
ц Г М Ф . Этот эффект Р2-ГП I встречается и при 
индукции агрегации коллагеном. Если предполо-
жить, что взаимодействие ( З 2 - Г П I с тромбоцита -
ми стимулирует накопление цГМФ, то следствием 
этого может быть ингибирование а д е н и л а т ц и к л а -
зы, снижение концентрации цАМФ и простаглан-
динов П Г Е | и П Г Ь . Конечным результатом всех 
событий является ингибирование агрегации и сек-
реции тромбоцитов. 

Наряду с агрегацией стимулированные тромбо-
циты способны активировать плазменные ф а к т о р ы 
каскада свертывания крови. На их поверхности 
происходит активация фактора X и протромбина , 
ведущую роль в этом процессе играют кислые 
фосфолипиды, в частности фосфатидилсерин . 
J . Ros ing и соавт. [20] показали , что функция 
фосфолипидов в активации протромбина з а к л ю ч а -
ется в снижении величины « к а ж у щ е й с я » К м про-
тромбина до значения ниже его физиологической 
концентрации, но для этого требуется определен-
ная концентрация фосфатидилсерина на внешней 
поверхности мембраны тромбоцита . П о к о я щ и е с я 
тромбоциты имеют на внешней стороне мембраны 
значительно меньше кислых фосфолипидов, неже-
ли стимулированные, и поэтому не способны ак-
тивировать факторы свертывания . 

Ингибирующий эффект ( З 2 - Г П I не связан с пря-
мым взаимодействием с компонентами протромби-
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назного комплекса (Ха, Va и С а 2 + ) . Опыты на 
покоящихся , стимулированных и лизированных 
тромбоцитах, а т а к ж е на липосомах с различным 
содержанием фосфатидилсерина однозначно пока-
зали корреляцию между связыванием |32-ГП I 
фосфатидилсерином мембран и ингибированием 
протромбиназной активности [14]. М а к с и м а л ь н а я 
активация протромбина происходит при 20 мол. % 
фосфатидилсерина , резко увеличиваясь в диапа -
зоне от 10 до 15 мол. %. ( З 2 - Г П 1 проявляет мак-
симальный ингибирующий эффект при 20 мол. % 
концентрации фосфолипида . При содержании фос-
фатидилсерина на внешней поверхности мембра-
ны менее 10 мол. % ингибирование было незна-
чительным. J. Nimpf и соавт. [14| предполага-
ют, что Р2-ГП I играет регулирующую роль в про-
цессе свертывания, предотвращая латентную 
коагуляцию ингибированием прокоагулянтной ли-
пидной поверхности разрушенных клеток крови. 

Другой механизм регулирующего действия 
Р 2 - Г П I по типу обратной связи ингибирует про-
тромбиназную активность стимулированных тром-
боцитов для предотвращения персистирующей ак-
тивности в течение длительного времени. Анало-
гичное действие (Зг-ГП I оказывает и на акти-
вацию контактной фазовой системы внутрисосуди-
стого пути свертывания крови. Ингибирование 
носит характер конкуренции |32-ГП I с ф а к т о р а м и 
свертывания XII (Хагемана ) , прекалликреином и 
высокомолекулярным кининогеном за с в я з ы в а н и е 
с отрицательно з а р я ж е н н о й поверхностью [25]. 

Совершенно иной аспект участия (32-ГП I в под-
д е р ж а н и и гомеостаза обнаружен в последние го-
ды. Он связан с иммунным ответом организма 
на отрицательно з а р я ж е н н ы е гаптены (кислые 
фосфолипиды, фрагменты Д Н К и компоненты кле-
точной стенки бактерий) . Антитела к этим гапте-
нам часто дают перекрестные реакции и полностью 
не охарактеризованы до настоящего времени. Ан-
титела к фосфолипидам в очень небольших коли-
чествах встречаются постоянно в нормальной сы-
воротке человека [1]. Однако уровень таких анти-
тел, часто называемых аитикардиолипиновыми, 
резко возрастает при аутоиммунных и некоторых 
неопластических заболеваниях . В 30 % случаев 
наличие таких антител сопровождается артериаль-
ными и венозными тромбозами, тромбоцитопени-
ей и повторными абортами [1] . Особенно много 
исследований посвящено таким антителам при 
аутоиммунных заболеваниях , в частности систем-
ной красной волчанке [7, 9 ] . Это т я ж е л о е забо-
левание характеризуется образованием трех групп 
аутоантител: а н т и - Д Н К антитела, волчаночный 
( lupus ) антикоагуляит и аитикардиолипиновые 
антитела . При детальном изучении обнаружено , 
что, несмотря на имеющиеся различия , они дают 
перекрестные реакции и не обладают высокой 
специфичностью [7]. Все они способны взаимо-
действовать с поверхностями, с о д е р ж а щ и м и фос-
фолипиды. Однако при высокой степени очистки 
аитикардиолипиновые антитела не способны свя-
зываться с липосомами, с о д е р ж а щ и м и кардиоли-
пин или фосфатидилсерин [5]. Такое взаимодей-
ствие происходит л и ш ь в присутствии плазмы. 
М. Gal l i и соавт. [5] получили этот компонент, 
обозначенный ими как АСА-кофактор, в чистом ви-
де. Его активность не н а р у ш а л а с ь нагреванием 
(10 мин, 90 °С) , но ингибировалась обработкой 

трипсином. АСА-кофактор не с в я з ы в а л с я с липо 
сомами, с о д е р ж а щ и м и только нейтральные фос-
фолипиды, но реагировал с кислыми (фосфатид-
ная кислота, кардиолипин, фосфатидилсерин и 
фосфатидилинозитол) . Д е т а л ь н о е изучение ко-
фактора позволило авторам идентифицировать его 
как [32-ГП I. 

Подтверждением роли ( З 2 - Г П I в связывании 
ф осф ол и п и дов а нт ител а м и сл у ж ит сооб щен и е 
Н. McNeil и соавт. [12] . Р а з р а б а т ы в а я твердо-
фазную иммуноферментную систему определения 
антикардиолипиновых антител, они о б н а р у ж и л и , 
что высокоочищенные антитела не с в я з ы в а ю т с я 
ни с кардиолипиновым антигеном на планше-
те, ни с фосфолипидом аффинной колонки, если 
в систему не была добавлена нормальная сыво-
ротка или плазма . А ф ф и н н а я х р о м а т о г р а ф и я анти-
тел на колонке с кардиолипином или фосфатидил-
серином показала , что с колонкой с в я з ы в а ю т с я 
2 белка — иммуноглобулин и ( З 2 - Г П I. Причем 
если из сыворотки удаляли [Зг-ГП I, то аитикар-
диолипиновые антитела не с в я з ы в а л и с ь с колон-
кой, в то время как 1З2-ГП I а д с о р б и р о в а л с я 
и в отсутствие антител. Эти находки показывают , 
что присутствие [ З 2 - Г П I является абсолютно необ-
ходимым условием для взаимодействия комплек-
са антитело фосфолйпид. Антифосфолипидные 
иммуноглобулины узнают ( З 2 - Г П I, связанный с 
фосфолипидом, но не с гепарином, демонстрируя 
тем самым, что для взаимодействия с антителами 
нужны и гаптен (фосфолипиды), и белок ( ( З 2 - Г П I) . 
Таким образом, (32-ГП I, с в я з ы в а я с ь с фосфолипи-
д а м и или Д Н К , формирует полный антиген, к кото-
рому направлены все три группы антител при 
системной красной волчанке и других з а б о л е в а -
ниях. Формирующиеся антитела узнают и з а х в а -
тывают специфический криптический эпитоп, со-
д е р ж а щ и й антигенные детерминанты фосфолипи-
да ( Д Н К ) и [Зг-гликопротеида. Аналогичный меха-
низм стимуляции продукции антител путем фор-
мирования полноценного антигена, состоящего из 
( З 2 - Г П I и анионных макромолекул патогенных 
микроорганизмов (липополисахарид, тейхоевые 
кислоты, Д Н К и д р . ) , имеет место при ряде инфек-
ционных заболеваний. 

Удаление [32-ГП I из плазмы крови за счет фор-
мирования таких комплексов нарушает нормаль-
ное участие этого гликопротеина в процессах свер-
тывания и агрегации тромбоцитов. Этим м о ж н о 
объяснить развитие тромботических диатезов у 
больных с аутоиммунными заболеваниями . 

Таким образом, о б л а д а я уникальной структу-
рой и способностью взаимодействовать с разно-
образными компонентами и системами организма , 
|32-ГП I играет в а ж н у ю роль в гомеостазе орга-
низма. Он контролирует уровень триглицеридов 
в крови, участвуя в их транспорте и превра-
щениях в составе хиломикронов и Л П О Н П , а так-
ж е регулируя активность Л П Л . 

Отклонение в содержании или функционирова-
нии этого белка вызывает гиперлипидемию. 

( З 2 - Г П I играет важную, до конца еще не выяс-
ненную роль в гемостазе, изменение его физиоло-
гической концентрации в плазме крови может вы-
з в а т ь нарушение процессов свертывания крови и 
агрегации тромбоцитов. При нормальном содер-
жании Р2-ГП I предотвращает спонтанную коагу-
ляцию и снижает способность к агрегации тром-
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боцитов, блокируя активную фосфолипидную по-
верхность. Этим самым он повышает порог чув-
ствительности системы свертывания к различным 
индукторам. 

Наконец, работы последних лет выявили очень 
важную роль Р2-ГП 1 в формировании иммун-
ного ответа организма на отрицательно заря-
женные неполные антигены. Возможно, дальней-
шие исследования позволят установить роль р2-
гликопротеина крови в патогенезе аутоиммунных 
инфекционных и других заболеваний. 
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Катаболизм основной массы плазменных липо-
протеинов ( Л П ) происходит при участии спе-
цифических рецепторов. Все клетки тканей орга-
низма содержат В, Е-рецепторы, посредством ко-
торых и осуществляется элиминация из кровото-
ка большей части Л П низкой плотности ( Л П Н П ) . 
З а х в а т Л П Н П клетками — высокоаффинный про-
цесс, характерной чертой которого является ре-
гуляция активности рецепторов внутриклеточным 
холестерином по принципу обратной связи [5]. 

Однако рецепторный путь не единственный ме-
ханизм элиминации Л П из плазмы. В настоящее 
время большое значение придается скэвенджер-
механизму утилизации Л П . Установлено, что скэ-
венджер-рецепторы присутствуют лишь на клетках 
ретикулоэндотелиальной системы (РЭС) — эндо-

телиальных клетках, купферовских клетках, мак-
рофагах — и связывают и утилизируют преиму-
щественно видоизмененные или модифицирован-
ные Л П [2 | . Считается, что нерегулируемый за-
хват моноцитами-макрофагами модифицирован-
ных ЛГ1 является центральным звеном форми-
рования пенистых клеток в атеросклеротических 
поражениях сосудов. Макрофаги моноцитарного 
происхождения, нагруженные липидами, наибо-
лее ранний признак атеросклеротического пора-
жения. 

Поскольку клетки РЭС — главный компонент 
в удалении модифицированных Л П , то можно 
предположить, что ее подавление (блокада) может 
вызвать изменение в содержании и свойствах 
Л П крови. Исходя из этого, целью настоящей 
работы явилось исследование влияния блокады 
РЭС на скорость элиминации введенных иатив-
ных и модифицированных Л П , а т а к ж е харак-
тера взаимодействия Л П Н П , выделенных из кро-
ви животных после блокады РЭС с двумя типа-
ми клеток макрофагами, имеющими скэвенд-
жер-рецепторы, и фибробластами, у которых та-
кие рецепторы отсутствуют, а захват Л П осущест-
вляется преимущественно, В, Е-рецепторами. 

М е т о д и к а . Блокаду РЭС осуществляли внутривенной 
инъекцией кроликам-самцам массой тела 2,5—3 кг 10 % эмуль-
сии этилового эфира олеиновой кислоты [11] в физиологи-
ческом растворе, содержащем 0,7 % твин-20, из расчета 1 мл 
эфира на 1 кг массы тела животного. 
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Рис. 1. Влияние блокады РЭС кроликов на содержание 
(в мг/мл) липидов в плазме (каждая точка — среднее из 3 экс-
периментов). 

По осям абсцисс — дни. / ХС; 2 — ТГ; 3 — XC Л П В П . 

Д л я изучения скорости элиминации Л П Н П из кровотока 
контрольным животным и животным с блокадой РЭС (через 
24 ч после введения этилолеата) внутривенно вводили натив-
ные и модифицированные (ацетилированные) 12Г)1-ЛПНП с 
удельной активностью 2,5-104 имп/мин/мг белка из расчета 
500 мг белка Л П на животное. Иодирование Л П осуществляли 
монойодхлоридным методом [7], ацетилирование Л П Н П про-
водили с помощью уксусного ангидрида [12]. 

Эксперименты по изучению взаимодействия Л П с фибро-
бластами проводились А. Д. Денисенко совместно с докто-
ром М. Soma в отделе медицины Бейлорского медицин-
ского колледжа (Хьюстон, США). 

Характер взаимодействия Л П Н П с клетками исследовали 
на культуре двух типов клеток фибробластов и макрофа-
гов. В культуре фибробластов кожи кролика определяли 
величины специфического связывания, захвата и деградации 
по методу [3] для нативных Л П Н П и Л П Н П , выделенных 
от кроликов с блокадой РЭС. Об интенсивности взаимо-
действия Л П Н П с макрофагами судили по включению в 
эфиры холестерина (ХС) клеток мС-олеиновой кислоты [4 | . 
С этой целью нестимулированные перитонеальные макрофаги 
мыши преинкубировали 24 ч в СОг-инкубаторе в среде Игла, 
содержащей антибиотики и безлипопротеидную сыворотку 
( d > l , 2 1 ) из расчета 5 мг белка на 1 мл среды. Затем 
культуру макрофагов инкубировали 6 ч в такой же среде, со-
держащей 0,1 мМ 14С-олеиновой кислоты в комплексе с 
альбумином (удельная радиоактивность 20Х 
X 10 имп/мин/нмоль) и Л П Н П от кроликов с блокадой РЭС 
или контрольных животных в концентрации 50 мкг белка Л П 
на 1 мл среды. После окончания инкубации клеточный монослой 
отмывали трижды фосфатным буфером и из клеток экстрагиро-
вали липиды смесыо гексан - изопропанол в соотношении 3:2 
(2 раза по I мл) и заливали 1 мл 0,2 М NaOH на ночь. 
В щелочном гидролизате определяли белок клеток по методу 
[8]. Липидный же экстракт высушивали в токе азота и затем 
разделяли с помощью тонкослойной хроматографии на сили-
кагеле («Silufol») в системе петролейный эфир диэтиловый 
эфир — ледяная уксусная кислота (90:10:1). Пятно, соответст-
вующее эфирам ХС, элюировали и подсчитывали радиоактив-
ность. 
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Рис. 2. Скорость элиминации нативных и модифицированных 
| 2 51-ЛПНП из кровяного русла нормальных кроликов и кроли-
ков с блокадой РЭС этилолеатом. 

По оси абсцисс — минуты; по оси ординат — %. 
1 — нативные Л П Н П кроликов с блокадой РЭС; 2 — то же нормальных 
кроликов; 3 — ацетилированные Л П Н П кроликов с блокадой РЭС; 4 — 
то же нормальных кроликов. 

Л П Н П выделяли препаративным ультрацентрифугирова-
нием в градиенте плотности NaBr [6]. Концентрацию ХС и 
триглицеридов (ТГ) определяли на автоанализаторе AA-II 
(«Technikon»). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как видно 
из рис. 1, внутривенное введение кроликам этил-
олеата вызывает значительное повышение уровня 
ХС и ТГ в плазме крови животных. При этом 
максимальное увеличение концентрации ТГ на-
блюдалось уже на 2-е сутки, а ХС — на 4-е. 
В целом гиперлипидемия ( Г Л П ) сохранялась 
в течение 7—10 дней. О б р а щ а е т на себя вни-
мание тот факт , что динамика изменения уров-
ня ХС Л П высокой плотности (ХС Л П В П ) в кро-
ви была реципрокна динамике изменения уровня 
общего ХС и ТГ крови. 

Хотя точная причина Г Л П при введении этил-
олеата не установлена, предполагается , что этил-
олеат, активно з а х в а т ы в а я с ь клетками РЭС, 
приводит к временной потере функциональной ак-
тивности этих клеток, и, таким образом, нара-
стание уровня липидов плазмы расценивается 
как результат снижения катаболизма ЛГ1 с уча-
стием РЭС [10]. 

Ранее в нашей лаборатории было показано [1], 
что блокада РЭС, вызванная внутривенным вве-
дением коллоидального угля, приводит к сниже-
нию синтеза ТГ, ХС и фосфолипидов печеноч-
ной тканыо и, следовательно, при этом увеличе-
ние уровня липидов крови не может быть объясне-
но повышением их образования и секреции пе-
ченью. 

Поэтому была предпринята попытка изучить 
влияние блокады Р Э С на скорость элиминации 

Специфические связывание, захват и деградация ЛПНП (в мкг белка ЛПНП на I мг клеточного белка), выделенных от 
нормальных кроликов и кроликов с блокадой РЭС, фибробластами кожи кроликов 

Кролики 
Белок Л П Н П 

» среде инкубации, 
м к г/мл 

Связывание Захват Деградация 

Нормальные 8 1,32=1=0,01 21,42=1=0,83 80,73=1= 1,99 Нормальные 
15 2 ,15±0 ,16 30,99=1=0,71 1 19,08±2,01 

После блокады РЭС 8 0,11 ± 0 , 0 1 12,094=0,30 61,26=1=2,52 
15 2,62-4-0,24 14,08=1=0,57 106,42=1-4,97 

П р и м е ч а н и е . Л П Н П плазмы выделены через 24 ч после блокады РЭС. Средние данные из 3 опытов. 
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Рис. 3. Захват Л П Н П , изоли-
рованных от нормальных кро-
ликов ( / ) и кроликов с блока-
дой РЭС (2), макрофагами 
(по данным включения олеи-
новой кислоты в эфиры холе-
стерина клеток). 

По оси ординат — нмоль | 4С-олеино-
вой кислоты на 1 мг белка/ч . Штрихо-
вая линия — данные каждого экспе-
римента; сплошная линия — средний 
результат. 

Л П из кровотока. В связи с тем что в послед-
ние годы клеткам макрофагальной системы отво-
дится особая роль в катаболизме видоизменен-
ных или так называемых «модифицированных» 
Л П , была сопоставлена скорость элиминации на-
тивиых и модифицированных (ацетилированных) 
ЛГ1 из крови как интактных животных, так и у 
кроликов с блокадой РЭС этилолеатом. Оказа-
лось (рис. 2 ) , что выведение из крови как натив-
ных, так и ацетилированных Л П Н П , мечен-
ных |251, значительно снижено у животных с бло-
кадой РЭС. Однако в обеих группах животных 
ацетилированные Л П удалялись из крови значи-
тельно быстрее, чем нативные. Полученные дан-
ные свидетельствуют, что блокада РЭС в наших 
условиях тормозит катаболизм нативных и моди-
фицированных ЛГ1 примерно в одинаковой сте-
пени. Эти данные оказались неожиданными, по-
скольку хорошо известно, что ацетилированные 
ЛГ1 захватываются макрофагами значительно ак-
тивнее, чем нативные, что наблюдалось и в на-
ших экспериментах. Следовательно, можно было 
ожидать , что блокада РЭС приведет в первую 
очередь к замедлению элиминации из крови аце-
тилированных Л П . В таблице представлены ре-
зультаты по изучению взаимодействия Л П Н П с 
фибробластами. Было найдено, что специфиче-
ское связывание, захват и деградация Л П Н П , 
выделенных от кроликов с блокадой РЭС, зна-
чительно ниже, чем соответствующие величины 
для Л П Н П контрольных животных. В то же вре-
мя захват Л П 4 из 6 кроликов с блокадой РЭС 
перитонеальными макрофагами мыши (рис. 3) 
был более активным, чем захват нативных Л П Н П 
кроликов. Следовательно, можно предположить, 
что блокада РЭС приводит к таким изменениям 
в Л П Н П , которые, с одной стороны, снижают 
их способность взаимодействовать с фибробласта-
ми, а с другой стороны, стимулируют захват их 
макрофагами. 

Г Л П , наблюдаемая у кроликов при блокаде 
РЭС, может объясняться снижением скорости ка-
таболизма Л П Н П при участии ario В,Е-рецепто-
ров и замедлением (угнетением) удаления ЛГ1 
(главным образом модифицированных) клетками 
РЭС. Блокада РЭС этилолеатом [9—11) сопро-
вождается угнетением неспецифического рецеп-
торнезависимого пути катаболизма Л П Н П (низко-
аффинного адсорбционного эндоцитоза) , пути, ко-
торый не исследовали в данной работе, но эффект 
которого следует учитывать в общем балансе мета-
болизма липопротеинов. Снижение способности 
Л П Н П после блокады РЭС взаимодействовать 
с фибробластами связано, вероятно, с изменени-
ем их химического состава либо с секрецией клет-
ками РЭС после введения этилолеата каких-то 

веществ (острофазиые белки ?) , способных свя-
зываться с ЛГ1 и нарушать их нормальный мета-
болизм. 
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IMPACT OF RETICULOENDOTHELIAL BLOCKADE ON 
LOW DENSITY LIPOPROTEIN METABOLISM IN RABBITS 

A. D. Denisenko, A. G. Vinogradov, Yu. I. Pivovarova, A. S. Kuz-
netsov, A. N. Klimov 

Inst i tute of Experimental Medicine, Academy of Medical Sciences 
of the Russian Federat ion, St. Pe t e r sburg 

In t ravenous ethyl oleate-induced blockade of the reticulo-
endothelial a p p a r a t u s (REA) in rabbi ts was found to reduce 
the elimination rate of both native and l 2 5I-modified (acetylated) 
low lipoproteins. Lower lipoprotein catabolism is likely to result 
in hyperlipidemia observed in REA blockade. At the same 
time the latter was shown to induce the changes in low 
lipoproteins, which diminished their capacity to interact with 
f ibroblasts , on the one hand, and to s t imulate their macropha-
ge uptake. 
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Г. X. Божко, П. В. Волошин, Т. П. Бойко, 
Л. С. Костюковская 

Д Е Й С Т В И Е ПРОТАМИНА НА ХОЛЕСТЕРИН, 
Т Р И Г Л И Ц Е Р И Д Ы И БЕЛКИ СЫВОРОТКИ 
КРОВИ В Д И Н А М И К Е ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬ-
НОЙ ГИ ПЕРХОЛЕСТЕРИ НЕМИ И 

НИИ неврологии и психиатрии им. В. П. Протопопова, 
Харьков 

Ранее предположили, что щелочные белки, в том 
числе протамины, могут препятствовать разви-
тию атеросклероза [7]. Исследование щелочных 
белков сыворотки крови способствует ранней 
диагностике атерогенных нарушений при сосуди-
стых заболеваниях [1]. Предполагается , что про-
тамины предупреждают модификацию белков, вхо-
дящих в состав липопротеинов. Они могут ста-
билизировать структуру липопротеинов низкой 
плотности ( Л П Н П ) , взаимодействуя с амфипа-
тической спиралью ario В. В итоге можно ожи-
дать подавления протаминами нерецепторного 
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з а х в а т а холестерина клетками, уменьшения хо-
лестериноза и предупреждения процессов ате-
рогенеза [3, 4 ] . 

В настоящей работе поставили задачу иссле-
довать концентрацию белков, холестерина и 
триглицеридов сыворотки крови и в составе ли-
попротеинов при введении протамина на фоне 
гиперхолестеринемии различной продолжительно-
сти. 

М е т о д и к а . Подопытными животными служили 50 беспо-
родных кроликов-самцов массой 3—4 кг. Животные 1-й груп-
пы получали дважды перекристаллизованный из этанола хо-
лестерин в составе рациона ежедневно (кроме воскресенья) 
в течение 1 мес по 0,5 г /кг массы тела. Кроликам 2-й группы, 
помимо холестерина, вводили 10 мг/кг 1 % раствора протами-
на внутрибрюшинно (протамина сульфат, полученный из 
семенников рыб, Хабаровский химико-фармацевтический за-
вод). Животные 3-й группы получали холестерин в тече-
ние 3 мес. 4-ю группу составили животные, содержавшиеся 
на атерогенном рационе 3 мес, которым вводили за I мес 
до окончания опытов протамин. Кролики 5-й группы отли-
чались от 3-й тем, что они получали холестерин 7 мес. Жи-
вотные 6-й группы также получали холестерин 7 мес и, помимо 
этого, протамин в аналогичной предыдущим постановкам экс-
периментов дозе за 1 мес до завершения опытов. 

В каждый из периодов гиперхолестеринемии использо-
вали собственную контрольную группу, состоящую из 5—6 кро-
ликов. Часть из них получали внутрибрюшинные инъекции 
физиологического раствора вместо протамина. Подопытные и 
контрольные животные в течение всего времени экспери-
ментов находились в условиях лабораторного вивария и по-
лучали одинаковый в качественном и количественном отно-
шении рацион (овощи, сено, хлеб). 

Кровь, собранную утром перед кормлением из краевой 
вены уха под местной анестезией, центрифугировали при 
3000 об/мин в течение 15 мин при 4 °С. Липопротеины фрак-
ционировали препаративным ультрацеитрифугированием в 
ступенчатом градиенте концентрации солевых растворов по 
методу [18| , используя ультрацентрифугу УЦП-50, ротор 
РПУ-45 при 18 °С. Хиломикроны удаляли флотацией в раство-
ре с плотностью 1,0055 г/мл. Холестерин экстрагировали 
смесью хлороформ метанол (2:1), григлицериды изопро-
панолом и определяли методом [13]. Концентрацию белка 
определяли модифицированным методом Лоури |19 | . 

Статистический анализ полученных результатов проводили 
по методу Фишера Стьюдента [14]. Различие между сравни-
ваемыми группами считали статистически значимым, если ве-
роятность его случайного происхождения не превышала 5 % 
(р<С0,05). При значении р в области 0,1 0,05 делали вывод 
о наличии тенденции к изменению. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как видно 
на рисунке, в сыворотке крови животных, по-
лучавших холестерин, его концентрация равномер-
но увеличивалась по сравнению с начальным 
уровнем в течение всего времени исследования. 
Зависимость изменения концентрации холестерина 
от времени была практически линейной. Д а н н ы е 
литературы свидетельствуют, что у кроликов после 
однократной нагрузки холестерином его кон-
центрация в сыворотке крови в течение суток 
возрастает почти линейно. Только после 24 ч 
кривая , описывающая изменение концентрации хо-
лестерина как функцию времени, отклоняется от 
линейной зависимости в сторону насыщения | 15 ] . 
С этими данными вполне согласуются результа-
ты, полученные с использованием меченого хо-
лестерина. Удельная радиоактивность холестерина 
сыворотки крови линейно увеличивается в интер-
вале 0—24 ч [17]. Таким образом, линейное воз-
растание концентрации холестерина сыворотки 
крови в условиях длительного его с к а р м л и в а н и я 
животным может представлять собой результи-
рующую тенденцию ежесуточного его прироста . 
В течение 3 мес содержания кроликов на атеро-
генном рационе на фоне резко возрастающей ги-
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Изменения концентрации холестерина и триглицеридов сыво-
ротки крови и в составе фракций липопротеинов (в ммоль/л) 
в динамике гиперхолестеринемии и при введении протамина. 
По осям абсцисс — длительность исследования, мес, К контроль; по осям 
ординат — концентрация холестерина (сплошная линия) и триглицеридов 
(прерывистая линия), ммоль/л. А концентрация триглицеридов указана справа. 
а сыворотка крови; б Л П О Н П ; в — Л П Н П ; г ЛГ1ВП; / и 3 
гиперхолестеринсмия; 2 и 4 — гиперхолестеринемия + введение протамина. 

перхолестеринемии наблюдается равновесие меж-
ду концентрацией холестерина в сыворотке крови 

*и печени, о чем свидетельствует о д и н а к о в а я ве-
личина отношения холестерин печени /холестерин 
крови в динамике гиперхолестеринемии [2] . 

В начальной стадии экспериментальной гипер-
холестеринемии (до 28-х суток) отмечалась слож-
ная временная зависимость изменений концентра-
ции суммарного холестерина крови и холестерина 
в составе липопротеинов, которая может быть 
охарактеризована в общем виде как колебатель-
ный процесс [5, 16]. При еженедельном или, 
еще лучше, более частом определении кон-
центрации холестерина удается о б н а р у ж и т ь пе-
риоды относительного понижения его концентра-
ции. Только в дальнейшем наблюдается суще-
ственное уменьшение амплитуды и удлинение пе-
риода колебаний. Затухание колебательного про-
цесса рассматривается авторами как свидетель-
ство адаптации организма к патологическому со-
стоянию. Это представление укладывается в рамки 
концепции о защитной роли феномена адаптацион-
ной стабилизации структур [12]. 

Результаты исследования основных фракций ли-
попротеинов сыворотки крови, включая субпопу-
ляции липопротеинов высокой плотности ( Л П В П ) , 
в ранний период гиперхолестеринемии у к а з ы в а ю т 
на то, что специфические адаптационные меха-
низмы в ы р а ж а ю т с я в активировании в это время 
прямого и обратного транспорта холестерина. 
Наблюдается увеличение триглицеридбогатых и 
апо В-содержащих частиц липопротеинов, однако 
концентрация Л П В П т а к ж е значительно воз-
растает [4, 11 | . Особенности субфракционных 
превращений Л П В П свидетельствуют о стимуля-
ции акцептирования холестерина с донорных 
структур и переносе его в печень | 1 1 | . Н а ч а л ь -
ный период гиперхолестеринемии характеризуется 
т а к ж е активированием общих неспецифических 
механизмов адаптации, о чем свидетельствует сни-
жение центральных и увеличение периферических 
ресурсов катехоламинов [6]. 

Ежедневное введение протамина иитактным 
кроликам в течение 30 сут не в ы з ы в а л о из-
менений концентрации общих белков, холестерина 
и триглицеридов сыворотки крови. Не наблюда-
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лись т а к ж е значимые отклонения исследованных 
параметров в составе фракций липопротеинов [6]. 
Между тем действие протамина на фоне 1-ме-
сячной гиперхолестеринемии приводило к резкому 
увеличению концентрации холестерина крови — 
в 2,73 раза . Через 3 мес по сравнению с преды-
дущим периодом исследования происходило даль-
нейшее увеличение уровня холестерина. Протамин 
в этих условиях препятствовал повышению уровня 
холестерина, о чем свидетельствует отсутствие 
прироста его концентрации по сравнению с пре-
дыдущим периодом исследования. 

В условиях 7-месячной гиперхолестеринемии 
концентрация холестерина сыворотки крови была 
чрезвычайно высокой (в 19 раз выше, чем в 
контроле). Действие протамина на фоне длитель-
ной гиперхолестеринемии вызывало значительное 
ее уменьшение — в 2,34 раза , т. е. оказывало 
действие, противоположное таковому при 1-месяч-
ной гиперхолестеринемии. Уровень холестерина 
в этой постановке экспериментов был выше, чем в 
контроле, однако практически не отличался от 
значений, наблюдавшихся в другие исследованные 
периоды гиперхолестеринемии в опытах с протами-
ном. Таким образом, зависимость изменения кон-
центрации холестерина сыворотки крови при дей-
ствии протамина на фоне гиперхолестеринемии 
графически выглядит как прямая, параллельная 
горизонтальной оси координат. На основании по-
лученных данных можно заключить, что введение 
протамина на фоне длительного холестериноза 
сопровождается выравниванием концентрации хо-
лестерина крови по отношению к изменениям, 
характеризующим изолированную гиперхолесте-
ринемию, стабилизацией ее во времени, но на 
более высоком уровне, чем у интактных жи-
вотных. 

На рисунке представлены т а к ж е результаты 
определения триглицеридов сыворотки крови в 
динамике длительной гиперхолестеринемии. Вид-
но, что возрастание содержания этих соединений 
подобно изменению концентрации холестерина. 
Отличие заключается лишь в меньшем наклоне 
относительно оси абсцисс прямой, описывающей 
зависимость изменения концентрации от времени. 
Влияние протамина на изменение содержания 
триглицеридов т а к ж е весьма сходно с его дей-
ствием на холестерин крови. Относительно уровня, 
характеризующего гиперхолестеринемию, через 

1 мес экспериментов наблюдается двукратное уве-
личение коцентрации триглицеридов, выравнива-
ние их концентрации к 3 мес и снижению в 
2,2 раза через 7 мес гиперхолестеринемии. Экс-
периментальные точки, характеризующие кон-
центрацию триглицеридов, хорошо укладываются 
на горизонтальную прямую. Концентрация тригли-
церидов при этом остается выше, чем в конт-
роле. 

Таким образом, определение концентрации 
триглицеридов и холестерина сыворотки крови 
при действии протамина на фоне длительной 
гиперхолестеринемии показывает, что его эффекты 
противоположны на ранних и поздних стадиях 
гиперхолестеринемии. Вначале наблюдается до-
полнительное увеличение их содержания по отно-
шению к уровню, характеризующему гиперхоле-
стеринемию, через 7 мес — отчетливый гипохо-
лестеринемический и гипотриглицеридемический 
эффекты. Принимая во внимание собственные ре-
зультаты и данные литературы [6, 12], можно 
предположить, что такая динамика о т р а ж а е т раз-
витие адаптации к избыточному поступлению хо-
лестерина в организм. 

Известно, что в кровяном русле холестерин 
и триглицериды присутствуют не в свободном 
виде, а транспортируются в связанном состоя-
нии преимущественно в составе липопротеинов. 
Анализ результатов, представленных на рисунке, 
дает соснование полагать, что особенности изме-
нений концентрации холестерина сыворотки кро-
ви при гиперхолестеринемии и действий протами-
на на этом фоне в значительной степени обуслов-
лены изменением его содержания в Л П Н П и ли-
попротеинов очень низкой плотности ( Л П О Н П ) . 
Понижение уровня триглицеридов, которое наблю-
дается при действии протамина в условиях ги-
перхолестеринемии также, вполне вероятно, опре-
деляется уменьшением их концентрации в составе 
атерогенных фракций липопротеинов. Л П В П ха-
рактеризуются низким содержанием триглицери-
дов. Их концентрация в составе этих частиц не 
изменялась в динамике гиперхолестеринемии и 
при действии протамина. В отдельных постанов-
ках экспериментов наблюдались незначительные 
колебания триглицеридов в пределах 0,06— 
0,10 ммоль/л . Концентрация холестерина в составе 
Л П В П не отличалась от контроля при 1-месячной 
гиперхолестеринемии, увеличивалась через 3 мес 

Влияние протамина на изменение концентрации белков (в мг/мл) в динамике гиперхолестеринемии ( я = 6 ± 7 ) 

Время исследования, мес 
Условия опытов Контроль Условия опытов Контроль 

1 3 7 

Гиперхолестеринемия 
Гиперхолестеринем и я-(-протамин 

Г и 11 ер хол есте р и не м и я 
Гиперхолестеринемия-}-протамин 

Гиперхолестеринемия 
Гиперхолестеринемия-!-протамин 

Гиперхолестеринемия 
Гиперхолестеринемия-}-протамин 

Сыкоротка кроки 

6 5 , 4 ± 3 , 1 
6 5 , 9 ± 2 , 9 

Л П В П 

1,20±0,2 
1,26±0,2 

Л П Н П 

0,97=1=0,2 
1,12±0,1 

Л П О Н П 

0 , 1 5 ± 0 , 0 3 
0,21 ± 0 , 0 5 

86,8=1=3,3* 
83,4=1=2,3* 

5,1 ± 0 , 1 * 
6,1 ± 0 , 4 * 

1,0±0,1 
2 , 2 ± 0 , 4 * 

0 , 4 3 ± 0 , 0 4 * 
1 ,16±0,03* 

5 5 , 2 ± 2 , 0 * 
5 8 , 5 ± 1,1* 

0 , 2 8 ± 0 , 0 2 * 
0,21 ±0 ,02* 

0 , 7 2 ± 0 , 1 
1 ,56±0,1 * 

0 , 1 5 ± 0 , 0 1 
0 , 2 2 ± 0 , 0 1 

7 1 , 6 ± 5 , 9 
6 7 , 9 ± 2 , 9 

1 ,31±0,1 
2,64=4=0,3* 

7 , 6 ± 0 , 2 * 
5 , 9 ± 0 , 1 * 

0,91 ± 0 , 2 * 
0 , 3 7 ± 0 , 0 4 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — изменение статистически значимо по сравнению с контролем. 



и о с т а в а л а с ь выше начального уровня через 7 мес, 
однако не изменялась в это время по сравнению 
с предыдущим периодом исследования (см. ри-
сунок) . Действие протамина на холестерин Л П В П 
существенно отличалось от его влияния на из-
менения в составе апо В-содержащих фракций 
липопротеинов. В каждый из исследованных про-
межутков времени в динамике гиперхолестерине-
мии концентрация холестерина Л П В П была вы-
ше значения, характеризующего уровень гипер-
холестеринемии. Необходимо отметить в связи с 
этим, что увеличение уровня холестерина Л П В П 
обычно считается ангиатерогеиным фактором [ 8 | . 

О б р а щ а е т на себя внимание наиболее сильное 
действие протамина относительно других ф р а к ц и й 
липопротеинов через 7 мес экспериментов на со-
д е р ж а н и е холестерина и триглицеридов в составе 
Л П О Н П , которое в 2,5—2,6 раза п о н и ж а л о с ь 
по сравнению с уровнем, характеризующим ги-
перхолестеринемию. Концентрация белков в их со-
ставе при этом т а к ж е уменьшалась (см. т а б л и ц у ) . 
М о ж н о предположить, что этот факт следует рас-
сматривать как аргумент в пользу ангиатероген-
ного действия протамина, поскольку одним из ран-
них эффектов, связанных с избытком холестери-
на в пище, является стимуляция синтеза в пе-
чени и повышение секреции в кровь апо В соста-
ве Л П О Н П [9]. 

Д а н н ы е об изменении концентрации белков 
представлены в таблице. Полученные результа-
ты свидетельствуют, что в ранний период гипер-
холестеринемии наблюдалось повышение по срав-
нению с контролем уровня суммарных белков 
сыворотки крови. Через 3 мес их концентрация 
уменьшалась . Это согласуется с данными преды-
дущей работы, из которых т а к ж е следует, что 
минимальный уровень белков сыворотки крови 
наблюдался при более длительной гиперхолестери-
немии — через 4—5 мес [10]. К 7 мес гипер-
холестеринемии количество белков сыворотки кро-
ви восстанавливалось до контрольных значений. 
В динамике гиперхолестеринемии протамин не 
оказывал влияния на изменение концентрации 
суммарных белков сыворотки крови. В отличие от 
этого изолированная гиперхолестеринемия и дей-
ствие протамина на этом фоне на ранних и 
поздних ее стадиях характеризовались отчетли-
выми особенностями изменений концентрации бел-
ковых компонентов в составе всех исследованных 
фракций липопротеинов. Д и н а м и к а белков при 
действии протамина по сравнению с уровнем, ха-
рактеризующим гиперхолестеринемию, сильно от-
л и ч а л а с ь от изменений более вариабельных 
структурных элементов липопротеинов. Колебания 
белков не сопровождались соответствующими про-
порциональными изменениями холестерина и 
триглицеридов. По-видимому, это о т р а ж а е т значи-
тельное обогащение липопротеинов холестерином 
и триглицеридами в расчете на единицу белка . 
На основании этих данных можно заключить , 
что линейное возрастание липидных компонентов 
липопротеинов в динамике гиперхолестеринемии 
и выравнивание их концентрации при введении 
протамина преимущественно обусловлены измене-
нием состава частиц липопротеинов, но не их 
количества. 

Сравнение концентрации холестерина и белков 
в составе Л П В П и апо В-содержащих фракций 

при действии протамина на фоне 7-месячной ги-
перхолестеринемии показывает , что направлен-
ность изменений была противоположной в ранние 
и поздние ее периоды. Можно , следовательно , 
предположить, что протамин, способен противо-
действовать развитию двух типов дислипопро-
теинемий гипербета- и гипоальфапротеинемии, 
обе из которых рассматриваются как независимые 
факторы риска атеросклероза и ишемической бо-
лезнью сердца [6, 8 ] . 

Совокупность полученных в работе результатов 
и данные литературы, их подтверждающие , позво-
ляют предположить, что протамин и подобные 
ему по структуре щелочные белки могут о б л а д а т ь 
антиатерогенными свойствами. Это может с л у ж и т ь 
основанием д л я испытания их в качестве про-
филактических и лечебных средств при сосудистых 
заболеваниях атерогенной природы. 
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Content of total proteins, cholesterol, and triglycerides was 
studied in the blood serum and lipoprotein fract ions of rabbits 
af ter administrat ion of protamine within 1, 3 and 7 months 
of hypercholesterolemia development. The protamine effect was 
accompanied by "equal izat ion" of cholesterol and tr iglyceride 
concentrat ions, as compared with treir al terat ion in hyper-
cholesterolemia, by stabilization of their content in var ious 
periods of the disease, but at the higher level than that of 
intact animals . The phenomenon observed occurred mainly 
in lipid components of LDL and VLDL subfrac t ions . Analysis 
of a l tera t ions in the content of cholesterol and proteins in 
HDL and apo B-containing fract ions showed that admi-
nistration of protamine dur ing long-term hypercholesterolemia 
led to development of ant iatherogenic symptoms. Proa thero-
genic al terat ions in lipoprotein composition, developed dur ing 
hypercholesterolemia, appear to be inhibited by protamine. 
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ОБ ОСОБЕННОСТЯХ АУТОЛИТИЧЕСКИХ ПЕ-
РЕСТРОЕК Л И П И Д О В ПЛАЗМЫ, СЫВОРОТ-
КИ И СГУСТКА КРОВИ 

Тверской университет 

Ранее нами было установлено, что в процессе 
образования сгустка крови без форменных элемен-
тов в него переходит часть липидов плазмы, но по 
содержанию липидов и их отдельных фракций он 
существенно отличается от плазмы и сыворотки 
значительным количеством свободных жирных 
кислот и фосфолипидов [3]. В многочисленных 
исследованиях указывается на важное значение 
липидного компонента в процессах гемостаза [1 ,6 , 
8, 10, 11| . Существует мнение, что наряду с раз-
личными биологическими явлениями свертывание 
крови и фибринолиз имеют в своей основе уни-
версальный биологический механизм — аутолити-
ческий распад химических компонентов [7] . Од-
нако исследований характера превращений липи-
дов в аутолизирующихся компонентах свертываю-
щей системы крови до сих пор практически не 
проводилось. Вместе с тем сравнительный ана-
лиз метаболических взаимоотношений липидного 
компонента в процессе аутолиза в плазме, сы-
воротке и особенно в сгустке крови может иметь 
не только теоретическое, но и важное приклад-
ное значение. 

В связи с этим целью настоящего исследования 
явилось сравнительное изучение микрохромато-
графическими методами качественного состава и 
количества основных липидных компонентов сгуст-
ка, сыворотки и плазмы крови и его изменений 
в динамике аутолитического процесса. 

М е т о д и к а . Материалом служили плазма, сыворотка и 
сгусток без форменных элементов, полученные из венозной 

Аутолитические изменения ОЛ плазмы донорской крови (п—8) 

донорской крови, хранившейся в холодильнике в течение 3 
7 сут, как было описано ранее [3]. Д л я развития ауто-
литических процессов плазму и сыворотку помещали в про-
бирки, а сгусток, предварительно взвешенный — в насыщен-
ную водяными парами чашку Петри и инкубировали в асеп-
тических условиях в термостате при 37 °С. Показатели ли-
пидного обмена оценивали сразу после получения образцов 
(0 ч), через 4 и 24 ч инкубации в термостате [5]. Экстракцию 
и очистку общей липидной фракции, ее количественное опре-
деление, изучение качественного состава и количества отдель-
ных липидных фракций сыворотки, плазмы и сгустка без 
форменных элементов крови («белый сгусток») проводили с 
применением микротонкослойной хроматографии по методам, 
описанным ранее |4 ) . 

Рассчитывали абсолютное количество общих липидов (ОЛ) 
и относительное содержание основных липидных фракций: 
фосфолипидов ( Ф Л ) , свободного холестерина (СХ), свободных 
(неэстерифицированных) жирных кислот ( С Ж К ) , триглицери-
дов (ТГ), эфиров холестерина (ЭХ). Данные обрабатывали 
методом вариационной статистики. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
сравнительного изучения аутолитических пере-
строек липидов плазмы, сыворотки и сгустка без 
форменных элементов крови представлены в 
табл. 1—3. Как видно из табл. 1, суммарное 
количество липидов плазмы, полученной из донор-
ской крови, в ходе аутолиза снижается , причем 
особенно интенсивно в ранние сроки — со ско-
ростью 57,1 м г % / ч , и в последующие 20 ч-
6,7 мг % / ч . Характер и скорость изменений от-
дельных классов липидов различны. Значитель-
ным изменениям подвергаются ФЛ и С Ж К , при 
этом относительное содержание Ф Л снижается 
в первые 4 ч с наибольшей скоростью — 8,2 % / ч , 
одновременно происходит рост количества С Ж К со 
скоростью 10,7 % / ч . К 24-му часу инкубации 
наблюдается увеличение доли ЭХ, связанное по 
всей вероятности, с активацией реакций эстери-
фикации СХ, концентрация которого в ходе инку-
бации заметно снижается . Фракция ТГ проявляет 
относительную стабильность. 

Отмеченные метаболические изменения могут 
быть отображены следующей схемой: 

с ж ф * Ф Л | — -->- л и з о ф о с ф о л и п и д ы[ 
СХ\ 

f — увеличение содержания соответствующей 
фракции, 

[ — уменьшение содержания. 
Липидный компонент сыворотки, как видно из 

табл. 2, т а к ж е подвергается значительным изме-
нениям. Как и в плазме, общая липолитическая 
активность возрастает наиболее интенсивно в ран-
ние сроки аутолиза — со скоростью 28,7 мг % / ч , 
в дальнейшем снижение количества ОЛ продол-
жается , но с меньшей интенсивностью 
6,6 мг % / ч . Характер изменений Ф Л и С Ж К 
сходен с таковым для плазмы крови: в первые 
4 ч уровень Ф Л снижается со скоростью 7,2 % / ч , 

Т а б л и ц а 1 

Время аутолиза, ч Количество Фракции ОЛ, % от суммы 
Время аутолиза, ч ОЛ, мг% ФЛ с х СЖК т г э х 

0 640,25±41,46 28 ,9±2 ,97 
4 411,87±33,4* 19 ,4± 1,58* 

% изменений 64,3 67,1 
24 277,13±44,3* 21,41нь1,84* 

% изменений 43,3 74,1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3 звездочка - р < 0 , 0 5 . 

15 ,7± 1,55 15,03± 1,41 22 ,35±2 ,5 18,02±1,94 
14,38± 1,13 2 1 , 4 6 ± 1,24* 24, И ± 2 , 5 7 20 ,65±3 ,00 

91,6 142,8 107,9 114,6 
12,24=1= 1,55 22 ,59±3,21* 18,5±2,51 25 ,26±2,26* 

77,9 150,3 82,8 140,2 
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Т а б л и ц а 2 
Аутентические изменения ОЛ сыворотки донорской кропи ( л = 8 ) 

Время ауто- Количество ОЛ, Фракции ОЛ, % от суммы 

лиза, ч мг% ФЛ СХ СЖК ТГ э х 

О 501,3zh24,l 27,14=fc 1,86 14,33=1=1,82 16,19=1=1,71 2 2 , 7 2 ± 1 , 9 6 19 ,62±1 ,53 
4 386,5=Ь 39,9* 19,33=1=1,76* 14,22=1=1,63 2 2 , 7 ± 1,82* 2 4 , 7 5 ± 2 , 9 3 19,0=1=2,59 

% изменений 77,1 71,2 99,2 140,2 108,9 96,8 
24 253 ,8±31 ,63* 18,02=1-1,1* 15 ,02±1,79 29 ,83±2 ,19* 14,87=*= 1,26* 22,26=1=2,92 

% изменений 50,6 66,4 104,8 184,2 65,4 113,5 

в более поздние сроки — 1,7 % / ч ; с о д е р ж а н и е 
С Ж К в ранние часы возрастает на 10 % / ч , в позд-
ние — на 2,2 % / ч . Кроме того, к 24-му часу 
инкубации отмечается значительное снижение ко-
личества ТГ; концентрация ж е холестерина и его 
эфиров практически не изменяется. 

Описанные взаимоотношения липидов м о ж н о 
представить схемой: 

ФЛ лизофосфолипиды 

ТГ —— СМИ ди-и моноглицвриды -
t 1 I 

Сопоставляя данные результаты с полученными 
ранее [5, 9 ] , нужно отметить некоторые р а с х о ж -
дения в интенсивности изменений с о д е р ж а н и я О Л 
в сыворотке крови, полученной от доноров непо-
средственно перед экспериментом, по сравнению с 
донорской кровью, хранившейся в течение некото-
рого времени в холодильнике. В первом случае 
содержание липидов в процессе аутолиза не под-
вергалось значительным изменениям, тогда как 
инкубация in v i t ro плазмы и сыворотки, полу-
ченных из хранившейся при низких температурах 
донорской крови, сопровождается прогрессивным 
снижением с о д е р ж а н и я О Л и их отдельных фрак-
ций, что может быть связано с активированием 
липолитической активности плазмы и сыворотки 
крови в процессе хранения. 

В табл . 3 представлены данные о характер е 
аутолитических изменений липидов «белого 
сгустка» крови доноров. 

Из табл . 3 видно, что липидный компонент 
сгустка проявляет большую стабильность, чем в 
плазме и сыворотке. Количество суммарных ли-
пидов в ходе аутолиза практически не изменяется , 
л и ш ь незначительно возрастая в ранние сроки. 
Основным изменениям подвержены фракции Ф Л и 
С Ж К : отмечается снижение доли Ф Л в первые 
4 ч с максимальной скоростью — 5,6 % / ч и по-
вышение концентрации С Ж К со скоростью 
7,3 % / ч в ранние и 2,1 % / ч — поздние сроки 
инкубации. С о д е р ж а н и е фракций СХ, ЭХ и ТГ 
колеблется в зависимости от фазы. 

Сравнительный анализ изменений с о д е р ж а н и я 

Дутолитические изменения ОЛ сгустка донорской крови (п—7—8) 

липидов плазмы и сыворотки в ходе аутолиза 
показывает , что суммарное количество их сни-
ж а е т с я на всем рассматриваемом отрезке времени, 
причем особенно значительно в первые часы инку-
бации, что, вероятно, свидетельствует о высокой 
липолитической активности именно в ранние сро-
ки аутолиза . При этом в плазме она о к а з ы в а е т с я 
более выраженной, чем в сыворотке, полученной 
из аналогичных образцов донорской крови. 
В сгустке ж е содержание О Л практически не 
изменяется. Наиболее быстро зо всех изученных 
объектах снижается доля Ф Л с параллельным 
накоплением С Ж К ; содержание ТГ колеблется; 
ф р а к ц и я холестерина достаточно стабильна . 

Отмеченные изменения могут быть объяснены 
существующими между отдельными классами ли-
пидов сложными метаболическими взаимоотноше-
ниями, осуществляющимися преимущественно при 
участии трансацилазных и гидролазных меха-
низмов [2]. Общий пул липолитической актив-
ности в плазме, сыворотке и сгустке в ходе ауто-
лиза складывается из гидролитических активно-
стей в отношении Ф Л , ЭХ, ТГ и, возможно, ди- и 
моноглицеридов, которые нивелируются трансаци-
лазными реакциями. О б р а з у ю щ и е с я при этом 
С Ж К могут использоваться для о б р а з о в а н и я ТГ 
в ранние сроки аутолиза во всех трех изученных 
объектах и ЭХ на более поздних этапах аутолиза 
в сыворотке и плазме . Поэтому при определении 
липолитической активности в обычных условиях 
и в динамике аутолитических и других процес-
сов целесообразно не ограничиваться выявлением 
л и ш ь общей активности, но определять степень 
гидролиза отдельных а ц и л с о д е р ж а щ и х фракций , 
учитывая при этом и возможность т р а н с ф е р а з н ы х 
взаимодействий. 

Представленные данные свидетельствуют о том, 
что липидный компонент плазмы, сыворотки и 
сгустка крови без форменных элементов в дина-
мике аутолиза in v i t ro изменяется неоднотипно. 
Специфические особенности аутолитических пре-
вращений липидов в этих объектах определяются 
как различиями в составе и активности фермент-
ных систем, осуществляющих биодеградацию и 

Т а б л и ц а 3 

Время аутолиза, ч Количество ОЛ, мг % 
Фракции ОЛ, % от суммы 

Время аутолиза, ч Количество ОЛ, мг % 
ФЛ с х СЖК ТГ э х 

0 126 ,43± 11,3 29,24=1=2,38 13 ,27±1,24 19 ,36±3 ,22 19,11 ± 1,79 19,02=1=1,93 
4 164.93db31.76 2 2 , 6 8 ± 3 , 9 3 15 ,07+2 ,9 25,01 ± 4 , 4 2 22,8=h3,86 14,444=2,86 
% изменений 130,5 77,6 113,6 129,2 119,3 75,9 
24 115,55=fc 16,52 20 9 ± 1 8 9 * 11,3ч=1,13 3 3 , 1 ± 3 , 2 5 * 16 ,52±2 ,74 18,184=2,23 
% изменений 91,4 ' 7 1 5 85,2 170,9 86,4 95,6 
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биотрансформацию липидного компонента, так и 
существующими изменениями в характере мета-
болических взаимоотношений липидов в них. 
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SPECIFICITY OF AUTOLYTIC LIPID R E A R R A N G E M E N T S 
O F BLOOD PLASMA, SERUM AND CLOT. 

G. A. Gribanov, N. V. Lutskaya 

Sta te University, Tver. 

Quant i ta t ive composition and amount of main lipid f rac t ions 
were studied by means of microthin-layer ch roma tog raphy 
in blood clot free of cell elements, in blood serurn and p lasma 
obtained from volunteers as well as their a l te ra t ions were 
est imated in dynamics of autolysis. Dissimilar a l te ra t ions were 
detected in total lipids and their individual f rac t ions in the 
prepara t ions studied. Under conditions of incubation the lipid 
component was found to be highly labile in blood plasma 
and serum, where total content of lipids was distinctly decreased, 
while the lipids content was not considerably altered in blood 
clot. Content of phospholipids was most distinctly decreased 
with s imul taneous accumulat ion of free fat ty acids in all the 
prepara t ions studied. The most considerable t r a n s f o r m a t i o n s 
were observed within early steps of autolysis. Dissimilar compo-
sition and activity of the enzymatic systems involved in biodegra-
dation and biot ransformat ion of lipid components as well as 
specific metabolic relat ions between lipids may be responsible 
for these differences in the type and rate of autolytic t r ans fo r -
mations of lipid components in blood plasma, se rum and 
clot. 
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РОЛЬ ЛИП И Д О В В М ЕХА Н И З М Е М ЕТА ВО Л И-
ЧЕСКОГО ОТВЕТА НА ИНТРАЕЮНАЛЬИОЕ 
ВВЕДЕНИЕ ГИПЕРТОНИЧЕСКОГО РАСТВО-
РА ГЛЮКОЗЫ 

Ташкентский Научный центр хирургии 

Патогенез демпинг-синдрома чрезвычайно сло-
жен и связан с многочисленными факторами: 
ускоренным опорожнением культи желудка , по-
ступлением недостаточно обработанной пищи в 
начальный отдел тонкой кишки, уменьшением се-
креторной функции желудка. В результате в орга-
низме развиваются сложные нейрогуморальиые 
сдвиги, которые характеризуются активацией сим-
патико-адреналовой и кининовой систем, функцио-

нальными изменениями надпочечников, образова -
нием гипотензивных полипептидов [7, 9, 12, 13]. 

Несмотря на проведение исследования, метабо-
лические механизмы развития демпинг-реакции до 
конца не выяснены. В частности, не установлена 
роль липидов в патогенетической цепочке форми-
рования демпинг-реакции, хотя известно, что, по-
мимо пищи с богатым содержанием легкораство-
римых углеводов, жирная пища в ряде случаев 
может провоцировать демпинг-криз |1, 8J . 

Эти сведения указывали на важность изучения 
роли липидов в формировании демпинг-реакции, 
в связи с чем в крови экспериментальных живот-
ных до и на пике спровоцированной демпинг-
реакции определяли уровень неэтерифицироваи-
ных жирных кислот ( Н Э Ж К ) триглицеридов и 
фосфолипидов. 

М е т о д и к а . Демпинг-реакцию вызывали у собак путем 
интраеюнального введения 150 мл 50 % раствора глюкозы 
при 36 -37 °С через эндоскоп в начальный отдел тонкой 
кишки. После премедикации (1 мл 2 % раствора промедола на 
1 кг массы животного) катетеризировали бедренную вену и 
производили забор крови. Обследование проводили до и на 
пике демпинг-реакции. 

Проведенные нами ранее исследования |2, 3] биологиче-
ски активных веществ при спровоцированной демпинг-реакции 
у экспериментальных животных показали наличие характер-
ных особенностей их уровней у разных животных. По изме-
нениям уровня серотонина, а также показателей гемодина-
мики животных разделили на 3 группы: 1-я группа (6 живот-
ных) — контрольная (содержание серотонина на пике спрово-
цированной реакции увеличилось не более чем в 1,5 раза; 
артериальное давление не изменялось): 2-я (12) — с симпати-
ко-тоиическим типом реакции (содержание серотонина увели-
чилось в 1,5 2 раза ; артериальное давление повышалось) ; 
3-я (8) - с ваготоническим типом реакции (содержание серо-
тонина на пике спровоцированной реакции снижалось; артери-
альное давление падало) . Содержание глюкозы крови и фосфо-
липидов в сыворотке крови определяли по |5] , триглицери-
дов колориметрическим методом [10], Н Э Ж К по [11], 
иммунореактивного инсулина в сыворотке крови с приме-
нением наборов рио-ИНС-ПГ-1 2 51. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Исходный 
уровень глюкозы у животных 3 групп достоверно 
не отличался (р>0,05). Введение высокоосмотиче-
ского раствора глюкозы у контрольных животных 
вызывало повышение уровня глюкозы на 35,1 % 
( р < 0 , 0 2 ) (см. таблицу) . Гипергликемический ко-
эффициент равнялся 1,35. У собак с симпатико-
тоническим типом реакции уровень глюкозы уве-
личился на 2 0 , 3 % (р<( ) ,01 ) , а гипергликемиче-
ский коэффициент был ниже контрольного и рав-
нялся 1,20. При ваготоническом типе демпинг-
реакции уровень глюкозы повысился на 65,8 % 
(р<0,01), гипергликемический коэффициент был 
высоким 1,65, что свидетельствовало о повышен-
ном вегетативном возбуждении у животных с ваго-
тоническим типом реакции. 

Исходный уровень липидных фракций крови у 
животных 3 групп был одинаков, за исключением 
более низкой концентрации Н Э Ж К у животных 
3-й группы ( р < 0 , 0 1 ) . 

На пике провокационной пробы определялись 
существенные сдвиги в концентрациях отдельных 
липидных фракций. У животных с симпатико-
тоническим типом реакции содержание Н Э Ж К 
достоверно увеличилось на 1 4 , 8 % (р<0,02), три-
глицеридов снизилось на 17,5 % (р<С(),01), а фос-
фолипидов оставалось без изменения, что, вероят-
но, связано с адренергической стимуляцией липо-
лиза [6]. Повышение уровня инсулина в этой груп-
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Содержание субстратов в крови при разных типах спровоцированной демпинг-реакции 

Исследуемые субстраты Контрольный группа Симиатотоиический тии 
демнинг-реакции 

Ваготонический тип 
реакции 

Глюкоза, ммоль/л 1. 5 , 4 4 ± 0 , 5 5 1. 4,78=fc0,18 1. 5 , 4 9 ± 0 , 4 6 
2. 7 , 3 5 ± 0 , 7 7 2. 5,75=1=0,25 2. 9,1 =Ь 1,01 

Р < 0 , 0 2 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 
Н Э Ж К , М К М О Л Ь / Л 1. 179,3=1= 17,2 1. 178,2=1=7,1 1. 108,6=1=2,8 

2. 192,1=1=13,4 2. 204,7=1=7,6 2. 90,5=1=3,6 
Р > 0 , 0 5 < 0 , 0 2 < 0 , 0 1 

Триглицериды, ммоль/л 1. 1,14=1=0,05 1. 1,14=1=0,03 1. 1,04=1=0,09 
2. 1 ,12±0 ,03 2. 0,94=1=0,02 2. 1,29 1 (),()<) 

Р > 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 
Фосфолипиды, ммоль/л 1. 2 , 5 4 ± 0 , 1 4 1. 2,16=1=0,07 1. 1,93=1=0,09 

2. 2,69=1=0,12 2. 1,99=1=0,09 2. 2,21 ± 0 , 1 1 
р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . 1 до введения гипертонического раствора глюкозы, 2 — после введения, р достоверность отличия между 
1 и 2. 

пе животных с 1 1 5 ± 10 до 1 6 3 ± 1 1 п м о л ь / л 
(р<С0,01) способствовало достаточно эффектив-
ной утилизации глюкозы тканями и уменьшению 
ее концентрации в крови. Активность липолиза в 
связи с этим нормализовалась . 

При ваготоническом типе реакции на пике спро-
воцированной демпинг-реакции достоверно увели-
чивалась концентрация триглицеридов на 24 % 
( р < 0 , 0 5 ) и с н и ж а л а с ь концентрация Н Э Ж К на 
16,3 % ( р < 0 , 0 1 ) . В условиях отсутствия адренер-
гической стимуляции у этой группы животных 
(низкий уровень адреналина и цАМФ) глюкозе-
мия, видимо, способствовала ресинтезу нейтраль-
ного ж и р а , поскольку глюкоза служит основным 
исходным субстратом в биосинтезе липидов [4]. 

В соответствии с полученными данными м о ж н о 
представить следующую последовательность собы-
тий. У животных с симпатико-тоническим типом 
демпинг-реакции в результате повышенной актив-
ности энтерохромаффинной ткани начального от-
дела тонкой кишки [1] происходит значительный 
выброс серотонина в кровоток и как следствие 
катехоламинов, гистамина и цАМФ [2]. Актива-
ция аденилатциклазной системы усиливает липо-
лиз, что обусловливает возросший уровень жир-
ных кислот в крови. Наряду с гиперинсулине-
мией этот фактор способствует нормализации 
глюкозы в крови; наступает компенсация. 

При ваготоническом типе криза концентрация 
биологически активных веществ и инсулина низ-
кая , и в этих условиях гипергликемия способ-
ствует ресинтезу нейтрального ж и р а в печени. 
В результате чего снижается уровень гиперглике-
мии. 

Таким образом, липиды участвуют в формиро-
вании разных типов спровоцированной демпинг-
реакции у экспериментальных животных. Видимо, 
по аналогичным механизмам формируется тот или 
иной тип демпинг-реакции и у больных с постгас-
трорезекционным демпинг-синдромом, что следует 
иметь в виду при назначении этиопатогенетиче-
ского лечения этого осложнения. 
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Impor t ance of impa i rmen t s in lipid metabol ism for develop-
ment of dumping react ions was s tudied in exper imenta l an ima l s . 
Al te ra t ions in content of free fa t ty acids, t r ig lycer ides and 
phospholipids before and at the peak of the provoked d u m p i n g 
react ion depended on the type of the d u m p i n g react ion. Lipid 
metabol i tes were involved in development of the provoked 
d u m p i n g reaction. 
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Д И Н А М И К А И З М Е Н Е Н И Й Л И П И Д Н Ы Х ПО-
КАЗАТЕЛЕЙ ПРИ В О З Д Е Й С Т В И И Л А З Е Р Н О -
ГО ОБЛУЧЕНИЯ НА Р Е Г Е Н Е Р И Р У Ю Щ И Е 
ТКАНИ КОЖИ 

Тверской медицинский институт 

Механизм лазерного воздействия опосредуется 
на уровне биологических мембран [1—3, 15], не-
обходимым компонентом которых я в л я ю т с я фос-
фолипиды ( Ф Л ) . Особенности физико-химических 
свойств этих соединений определяют их участие 
во всех важных функциях клетки: пролиферагив-
ной, энергетической, транспортной, рецепторной 
[9, 11, 13, 14]. В литературе отсутствуют данные 

об изменении с о д е р ж а н и я отдельных фракций Ф Л 
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Т а б л и ц а 2 

Абсолютное содержание ФЛ (в мг на 100 г ткани) в регене 
рирующей ткани на различных этапах заживления 

Длительность 
заживления, Контроль Облучение лазером 

Д Н И 

7 500 ,45± 17,36 2 4 0 , 6 8 ± 19,73* 
14 317 ,40±24,47 185,08± 18,51 
21 271,41 ± 15,32 531,764=18,18* 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2 звездочка различия 
статистически достоверны. 

в условиях лазерного воздействия на посттравма-
тическую регенерацию. З а д а ч а настоящего иссле-
дования состояла в определении с о д е р ж а н и я от-
дельных фракций Ф Л в регенерирующих т к а н я х в 
ходе з а ж и в л е н и я ран кожи при воздействии гелий-
неонового л а з е р а . 

М е т о д и к а . Эксперименты выполнены на 72 белых кры-
сах. Животные I серии служили контролем, крысы II серии 
получали лазеротерапию (ЛГ-75, плотность мощности 
5 мВт/см 2 , экспозиция 5 мин). Животных обеих серий выводили 
из эксперимента с соблюдением правил эвтаназии. У ряда 
животных была инфицированная рана в межлопаточной обла-
сти. Фосфолипидный состав регенерирующих тканей определя-
ли в динамике раневого процесса через 7, 14 и 21 день 
способом тонкослойной горизонтальной хроматографии в сте-
клянных камерах [6]. С этой целью использовали стан-
дартные навески ткани, тщательно очищенные от струпа, гноя 
и жировой клетчатки. Экстракцию липидов производили по 
методу Фолча [12]. Экстракты упаривали в токе азота, раство-
ряли в смеси хлороформ метанол, наносили на стеклян-
ную пластиику с адсорбентом. Хроматографию производили в 
системе хлороформ метанол 7 н. аммиак (13:7:1) в тече-
ние 50 мин. Хроматограммы проявляли в парах хромовой 
смеси. Количественную оценку осуществляли денситометриче-
ски, расчеты производили в процентах и абсолютных цифрах. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Тонкослой-
ная хроматография позволила выявить следующие 
фракции Ф Л в регенерирующих тканях у живот-
ных сравниваемых серий: лизофосфатидилинозиты 
( Л Ф И ) , сфингомиелины ( С Ф М ) , фосфатидилхо-
лииы (ФХ) , фосфатидилинозитиды ( Ф И ) и ф о с ф а -
тидилэтаноламины ( Ф Э А ) . Спектр фракций в ходе 
репарации не изменялся, но отличался количе-
ственным составом у контрольных животных и 
крыс, подвергавшихся облучению. 

Через 7 дней после операции у животных кон-
трольной серии содержание Ф Л составило 
500,45 мг на 100 г ткани (табл. 1). П р е о б л а д а ю -

Т а б л и ц а 2 

Содержание ФЛ (в %) в регенерирующей ткани на различных 
этапах заживления 

Длительность 
заживления, 

дни 
ФЛ Контроль Облучение 

лазером 

7 Л Ф И 12,71 ± 5 , 3 9 2 ,76±0 ,81 
СФМ 29 ,43±3 ,77 15,82±2,23* 
ФХ 31 ,53±2 ,07 39 ,92±2 ,93* 
ФИ 9,30=1= 1,96 12,64-4-4,92 
ФЭА 17,02±7,31 28,81 ± 1 , 7 2 

14 Л Ф И 10,48±3,32 7 ,67±2 ,72 
СФМ 34,91 ± 1 , 0 7 34 ,32±4 ,72 
ФХ 28 ,29±2 ,44 3 9 , 2 7 ± 0 , 9 3 
ФИ 10,33 ч- 1,83 6 , 5 2 ± 2 , 3 9 
ФЭА 15,97±3,78 12 ,20± 1,46 

21 Л Ф И 16,21 ± 2 , 7 3 6 ,89±0 ,76* 
СФМ 18,76±2,81 46 ,63±5 ,12* 
ФХ 28 ,37±3 ,47 20 ,03±3 ,28 
ФИ 15,68±2,35 12 ,67± 1,73 
ФЭА 15,21 ± 3 , 1 1 10,20±2,81 

Рис.3 

Рис. 1. Абсолютное содержание Ф Л (в мг на 100 г ткани) 
в регенерирующей ткани через 7 дней после операции. 
З д е с ь и на рис. 2 и 3 светлые столбики контроль, заштрихованные 
облучение лазером. 

Рис. 2. Абсолютное содержание Ф Л (в мг на 100 г ткани) в 
регенерирующей ткани через 14 дней после операции. 

Рис. 3. Абсолютное содержание фосфолипидов (в мг на 100 г 
ткани) в регенерирующей ткани через 21 день после операции. 

щей фракцией в абсолютных величинах и процен-
тах я в л я л а с ь ФХ. Д а л е е в порядке убывания 
были представлены С Ф М , ФЭА и Л Ф И . Количест-
венно минимальной фракцией была Ф И (табл . 2 ) . 

У животных, получавших лазеротерапию, в тот 
ж е срок содержание Ф Л было почти в 2 р а з а мень-
ше и составило 240,68 мг на 100 г тка^и . Получен-
ные нами результаты согласуются с данными рабо-
ты [7], в которой отмечено снижение с о д е р ж а -
ния Ф Л и холестерина в плазме крови крыс при 
воздействии лазером на эпигастральную область . 
Изменилось и соотношение фракций. С о д е р ж а н и е 
всех фракций в абсолютных величинах у данной 
группы животных можно оценить однозначно: 
происходит уменьшение их уровня по сравнению 
с контролем. Очевидно, это согласуется со сниже-
нием общего с о д е р ж а н и я Ф Л . Особенно в ы р а ж е н -
ным изменениям подвергалось с о д е р ж а н и е лизо-
форм, которое уменьшилось почти в 10 раз . Из-
вестно [4], что лизоформы — это наиболее ла -
бильные компоненты мембран, реагирующие на 
различные физические воздействия. 

Одновременно существенные изменения отмече-
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ны со стороны СФМ (38,07 мг против 147,28 мг в 
контроле, различия достоверны) . Наши результа-
ты согласуются с опубликованными ранее данными 
[5] о том, что в тканях , где происходит интенсив-
ное деление клеток, уровень С Ф М уменьшается . 
Изменения содержания ФХ были не столь значи-
тельными и недостоверными, так как они я в л я ю т с я 
основными структурными компонентами мембран 
и резкое изменение их уровня свидетельствует о 
процессах деструкции [10]. Аналогичная динами-
ка отмечена и для ФЭА и Ф И (рис. 1). О ц е н и в а я 
процентное соотношение различных групп Ф Л , 
можно выявить следующие изменения в ответ на 
лазерное излучение: доля таких фракций, как ФХ, 
Ф И и ФЭА, увеличивалась , а Л Ф И и С Ф М досто-
верно с н и ж а л а с ь (см. табл . 2 ) . 

Течение восстановительного процесса у живот-
ных контрольной серии сопровождалось сниже-
нием содержания Ф Л в грануляциях . Через 14 дней 
уровень Ф Л составил 317,40 мг против 500,45 мг 
в предыдущий срок. Это снижение отразилось на 
абсолютном содержании всех фракций и прояви-
лось в их количественном уменьшении. Смена ф а з 
процесса з а ж и в л е н и я изменила и процентное со-
отношение различных форм Ф Л . Однако наблю-
даемые изменения не носили резкого х а р а к т е р а . 
Наиболее существенные различия касались СФМ, 
процент которых увеличивался , и эта ф р а к ц и я ста-
ла преобладающей. Т а к ж е увеличилось и процент-
ное содержание Ф И ; доля остальных ф р а к ц и й 
уменьшилась. 

У животных II серии, находившихся под воздей-
ствием гелий-неонового ла зера , в тот ж е срок 
(через 14 дней) абсолютное содержание фосфоли-
пидов п р о д о л ж а л о снижаться и составило 
185,08 мг, что значительно ниже, чем в контроле. 
С р а в н и в а я аналогичные показатели с контрольной 
серией, следует отметить, что наиболее значимым 
колебаниям подверглись фракции Л Ф И , С Ф М , Ф И 
и ФЭА, количество которых снизилось почти в 
2 раза . Содержание ФХ уменьшилось с 89,79 до 
72,68 мг (рис. 2 ) . 

Проводя сравнение фракционного спектра Ф Л 
с предыдущим сроком этой же серии, мы отмечали 
рост абсолютного с о д е р ж а н и я Л Ф И и С Ф М и 
уменьшение с о д е р ж а н и я ФХ, Ф И и ФЭА, причем 
наиболее значительным колебаниям подверглись 
ФИ, показатели которых уменьшились с 32,78 до 
12,06 мг. 

При анализе процентного соотношения фрак -
ций Ф Л нами отмечено, что по сравнению с контро-
лем доля С Ф И приблизительно одинакова и в обе-
их сериях д а н н а я ф р а к ц и я преобладает . Процент-
ное содержание Л Ф И , Ф И и ФЭА несколько ниже 
контрольных цифр, а доля ФХ увеличилась с 
28,3 до 38 %. 

На з а в е р ш а ю щ е м этапе з а ж и в л е н и я (через 
21 день от начала эксперимента) абсолютное со-
д е р ж а н и е Ф Л в новообразованной ткани у кон-
трольных животных характеризовалось самой ми-
нимальной величиной по сравнению с ранними 
ф а з а м и регенерации — 271,41 мг. Но на этом фоне 
тенденцию к снижению содержания сохраняли 
л и ш ь СФМ, ФХ и ФЭА. Напротив, уровень Л Ф И 
и ФИ увеличивался , а содержание последней 
фракции почти достигало показателей, полученных 
нами через 7 дней от начала з а ж и в л е н и я . Д о л я 
ФХ и ФЭА, несмотря на уменьшение абсолютных 

цифр, сохранялась на уровне предыдущего срока , 
а доля Л Ф И и ФИ увеличилась. Единственной 
фракцией ФЛ, процент которой уменьшился почти 
в 2 раза , была СФМ. 

Пролонгированное лазерное излучение (срок 
наблюдений 21 день после нанесения т р а в м ы ) 
приводило к резкому скачку абсолютного с о д е р ж а -
ния Ф Л и составило 531,76 мг. Это увеличение 
уровня Ф Л было достигнуто за счет очень резкого 
(почти в 5 раз ) роста уровня СФМ, а т а к ж е 
ФХ, Ф И и ФЭА. Однако содержание Л Ф И не-
сколько снижено по сравнению с контролем 
(рис. 3 ) . Сравнение ж е с о д е р ж а н и я групп Ф Л с 
предыдущим сроком той ж е серии выявило увели-
чение показателей всех фракций. 

В процентном отношении по сравнению с контро-
лем возрастала только доля СФМ, остальные 
фракции характеризовались снижением, несмотря 
на увеличение абсолютных цифр. 

Таким образом, наши исследования показали , 
что течение восстановительного процесса в инфи-
цированных ранах кожи у животных контрольной 
серии сопровождается снижением уровня Ф Л в 
регенерирующих структурах. У животных, з а ж и в -
ление ран которых осуществлялось в условиях 
лазерного воздействия, содержание Ф Л было 
значительно ниже, чем в контроле, но их уровень 
т а к ж е уменьшался . Однако в отличие от контроля 
это снижение продолжалось только на двух первых 
этапах репаративного процесса. З а в е р ш а ю щ а я 
стадия з а ж и в л е н и я х а р а к т е р и з о в а л а с ь резким 
увеличением с о д е р ж а н и я Ф Л и особенно С Ф М . 
Приведенные данные дают основание у т в е р ж д а т ь , 
что в процессе регенерации между стадиями за -
живления и уровнем Ф Л существует определенная 
взаимосвязь . Высокие показатели уровня Ф Л со-
провождаются глубокими морфологическими пере-
стройками, завершением клеточного р а з м н о ж е н и я 
и формирования зрелой соединительной ткани на 
месте бывшего дефекта [ 8 | . Д и н а м и к а с о д е р ж а -
ния С Ф М может быть использована для определе-
ния этапности восстановительного процесса и эф-
фективности лазеротерапии . 

Учитывая эти данные, можно сделать заключе-
ние о том, что эффект лазерного воздействия 
достигается уже на начальных этапах з а ж и в л е н и я . 
Полученные результаты дают основание рекомен-
довать новую методику проведения лазеротерапии , 
а именно для достижения стимулирующего эффек-
та осуществлять воздействие только на ранних 
стадиях регенерации. 
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Content of individual phospholipids w a s s tudied in r egene ra -
tive t issues a f te r laser i r radia t ion . The fract ion of sph ingomye-
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eva lua te laser i r radiat ion efficiency. 
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Ф. А. Тугушева, А. И. Куликова, И. М. Зубина 

ОСОБЕННОСТИ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕ-
НИЯ Л И П И Д О В КРОВИ БОЛЬНЫХ ХРОНИ-
ЧЕСКИМ ГЛОМЕРУЛОНЕФРИТОМ В СТА-
Д И И НАРУШЕНИЯ ФУНКЦИИ ПОЧЕК НА 
ФОНЕ НЕФРОТИЧЕСКОГО СИНДРОМА 

I медицинский институт им. акад. И. П. Павлова , Санкт-
Петербург 

В настоящее время примято считать мембрано-
деструктивные процессы одним из ведущих звень-
ев в патогенезе хронического гломерулонефрита 
(ХГН) . В свою очередь косвенным фактором реа-
лизации мембранолитических процессов в почеч-
ной ткани может быть стимуляция свободно-
радикального окисления липидов в мембранах с 
одновременной активацией эндогенных фосфоли-
паз и несоответствием функциональной актив-
ности антиоксидантной системы (АОС) [5]. Усу-
губляющим фактором является наличие у больных 
глубоких нарушений липидного обмена [9]. 

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение состояния систем перекисного окисления 
липидов ( П О Л ) и антиоксидантной защиты у 
больных ХГН в стадии нарушения функции почек 
в зависимости от степени выраженности азотемии 
и наличия у больных нефротического синдрома 
(НС) — наиболее тяжелой клинической формы 
гломерулонефрита. 

М е т о д и к а . Объектом исследования служила свежевы--
пущенная кровь здоровых и больных людей. Все показатели 
определяли раздельно в плазме и эритроцитарной взвеси. 

Исследована кровь 68 доноров и 52 больных ХГН в 
IA—II1Б стадии хронической почечной недостаточности 
(ХПН) по классификации С. И. Рябова и Б. Б. Бондарен-
ко [12]. 

Об интенсивности П О Л судили по уровню диеновых 
конъюгатов ( Д К ) , малонового диальдегида ( М Д А ) и гидро-
перекисей липидов ( Г П Л ) , которые определяли с помощью 

стандартных методик |1, 2, 10]. Антиоксидантный потенциал 
оценивали по содержанию токоферол оподобных веществ 
( Т Ф ) , общих и небелковых сульфгидрильных групп, а т а к ж е 
по общей пероксидазной активности (ОНА) [8]. ТФ определя-
ли спектрофотометрически, взяв за основу стандартную мето-
дику [11] и несколько модифицировав ее применительно 
к плазме и эритроцитарной взвеси. Содержание сульфгидриль-
ных групп (SH-rpynri) определяли методом [15]. Проводили 
т а к ж е определение общих липидов фосфорио-ванилииовым 
методом с помощью стандартных наборов фирмы «Хемапол» 
(Чехо-Словакия) . Все полученные данные о б р а б а т ы в а л и 
согласно правилам вариационной статистики д л я малого 
числа наблюдений в выборке. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Д а н н ы е 
клинико-морфологического и лабораторного об-
следования больных (32 мужчины и 20 женщин, 
средний возраст 3 9 , 0 ± 2 , 0 года) представлены в 
табл. 1 и 2. 

Результаты исследований состояния системы 
П О Л и антиоксидантной защиты представлены 
в табл. 3—5. 

Как видно из данных табл. 3 и 4, ХГН с наруше-
нием функции почек характеризуется выраженным 
дисбалансом систем П О Л и антиоксидантной за-
щиты как в плазме крови, так и в эритроцитах. 
Об этом свидетельствует двукратное накопление 
в плазме Д К , сочетающееся со снижением до 
62 % от нормальных значений уровня общих 
SH-групп. Вместе с тем отмечается увеличение на 
142 % от нормы уровня ТФ и наблюдается гипер-
липидемия. В эритроцитах происходит накопле-
ние конечного метаболита П О Л — М Д А ( 1 3 9 % 
от нормы), что сопровождается снижением уров-
ня небелковых SH-групп до 69 % и общих липид-
ных компонентов до 75 %, а т а к ж е снижением 
ОПА крови до 72 % от нормальных значений. 

С целью обобщения полученных разнородных 
данных, отражающих как систему П О Л , так и си-
стему антиоксидантной защиты, мы считаем не-
обходимым выведение интегрального показателя , 
наиболее полно характеризующего баланс обеих 
систем. Нами предлагается вычисление антиокси-
дантных коэффициентов (АОК) раздельно для 
плазмы и эритроцитов в виде дроби, где числи-
тель представлен суммой величин факторов анти-
оксидантной защиты, а знаменатель уровнем 
продуктов П О Л : 

Т Ф + о б щ и е 

А О К П п = • 
SH-группы 

АОК. э р -

Д К + М Д А ' 

ТФ-[-общие -[-небелковые 
SH-группы SH-группы 

М Д А 

Т а б л и ц а 1 

Данные клинико-морфологического обследования больных ХГН 
в стади и X П Н 

Морфологическая форма ХГН 
Всего 
боль-

н ых 

Стадии ХПН Всего 
боль-

н ых 1 11 III 

Из иих 
с НС 

14 9 4 

10 5 4 

'Мезангиально-пролиферативный 
гломерулонефрит 

Мембранозно-пролиферативиый 
гломерулонефрит 

Мембранозный гломерулонефрит 4 3 I 
Фокально-сегментарный гломеруло- 4 1 3 

склероз 
ХГН без прижизненной верифика- 20 3 13 4 

ции морфологический формы 

И т о г о . 52 21 24 26 
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Т а б л и ц а 2 
Данные клинико-лабораторного обследования больных 

Показатель ХПН 
I стадии 

ХПН 
И стадии 

ХПН 
111 стадии 

Крсатинин плазмы крови, ммоль/л 0 ,150±0,014 0 ,480±0,049 0 , 9 5 0 ± 0,082 Крсатинин плазмы крови, ммоль/л 
(17) (20) (7) 

Мочевина плазмы крови, ммоль/л 9,54 ± 0 , 9 1 19,26±1,52 26 ,28±2,74 Мочевина плазмы крови, ммоль/л 
(17) (20) (6) 

Скорость клубочковой фильтрации, мл/мин 72 ,34±7 ,68 19,1 1 ± 2 , 4 4 4 ,77±0 ,58 
(16) (19) (6) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3 5 в скобках число больных. 

Так как все величины имеют разную размер-
ность, их значения в ы р а ж а ю т с я в процентах по 
отношению к нормальным, принятым за 100. 
Как видно из данных табл . 3 и 4, АОК плазмы 
крови больных ХГН достоверно не отличается от 
АОК плазмы крови доноров. В то ж е время АОК 
эритроцитов больных составляет всего 77 % от 
нормального значения ( р < 0 , 0 0 2 ) . 

Представленные данные свидетельствуют т а к ж е 
о том, что степень выраженности азотемии прак-
тически не оказывает влияния на х а р а к т е р на-
рушений в системе П О Л — АОС. Однако , хотя 
достоверных различий между группами больных 
с разной степенью Х П Н нет, наблюдается тенден-
ция к накоплению в эритроцитах М Д А и истоще-
нию в них липидных компонентов. 

В связи с тем что НС является одним из наибо-
лее тяжелых проявлений ХГН, мы р а з д е л ь н о об-
следовали больных с азотемией в сочетании с 
НС и без него. 

Как следует из данных табл. 5, НС, будучи кри-
терием активности протекания основного заболе-
вания, характеризуется т а к ж е и более в ы р а ж е н -
ными сдвигами в системе П О Л . Так, в плазме 
наблюдаются более высокий уровень Д К и более 
з н а ч и тел ь н ое с н и же и и е соде р ж а н и я общих S Н -
групп (55 % ; р < 0 , 0 0 1 ) , а в эритроцитах обнару-
жено более значительное накопление МДА (155 % 
от нормы) , сопровождающееся истощением небел-
ковых SH-rpynri и липидов до 63 и 77 % соответст-
венно, а т а к ж е существенное падение О Н А . 

При более благоприятном течении ХПН (т. е. 
без НС) тенденция изменений показателей систе-
мы П О Л АОС в плазме т а к а я же, однако сте-

пень ее выраженности ниже, чем при НС. При 
этом величины показателей в эритроцитах прак-
тически не отличаются от нормальных. 

Большую степень выраженности липопероксида-
ции при ХГН, с о п р о в о ж д а ю щ е м с я НС, подтвер-
ж д а ю т и величины АОК. Так, АОК п л а з м ы и 
эритроцитов крови больных ХГН в I—II I стадии 
ХПН без НС практически не отличаются от нор-
мальных. В то ж е время значения АОК плазмы 
и эритроцитов в группе больных с НС снижены до 
63 и 69 % соответственно и достоверно отличают-
ся в обоих случаях от АОК больных, течение 
ХГН у которых не сопровождается НС. 

Присоединение к ХГН почечной недостаточности 
усугубляет имеющиеся у больных нарушения 
липидного обмена [9] . П р я м о е п о в р е ж д а ю щ е е 
воздействие липидов на нефрон [7] в сочетании 
с нарушением антиоксидантного статуса способ-
ствует мембранолитическим процессам и приводит 
к деструкции нефрона . Косвенным подтверждени-
ем тому с л у ж а т данные, полученные на эритро-
цитах, мембрану которых можно р а с с м а т р и в а т ь 
как модель плазматической мембраны. Так , раз-
ные группы исследователей обнаружили накопле-
ние в них М Д А , истощение витамина Е [16] 
и сульфгидрильных групп [3] , значительные изме-
нения фосфолипидного спектра [4| и нарушения 
энергетического метаболизма , что может быть 
причиной сокращения длительности их жизни 
| 1 4 ] . Таким образом, активация П О Л в мембра-
нах приводит к их структурно-функциональной 
нестабильности. 

Более грубые нарушения липидного обмена 
при НС сочетаются с более значительными нару-

Т а б л и ц а 3 
Показатели ПОЛ и антиоксидантной защиты в плазме и цельной крови больных ХГН в I — 111 стадии ХПН 

Исследуемый 
показатель 

2. Больные В том числе 
Исследуемый 

показатель 1. Доноры ХГН в !• Ill 
стадии XI111 
(суммарно) 

3. ХПН 
I стадии 

4. ХПН 
II стадии 

5. ХПН 
III стадии 

Р\ 2 РЗ 5 

Плазма : 
ДК, АЕ232/МЛ 1,91 ± 0 , 1 3 3,81 ± 0 , 3 5 4 ,10±0 ,65 3 ,74±0 ,54 3,41 ± 0 , 5 2 <0 ,001 

(68) (49) (18) (21) (7) 
МДА, нмоль/мл 3 ,29±0 ,27 3,48-4-0,26 3,23-4-0,42 3 ,84±0 ,46 3 ,32±0 ,37 

(61) (50) (19) (21) (7) 
ТФ, м к моль/мл 0 ,249±0 ,013 0,3334-0,019 0 ,284±0,020 0,3604-0,033 0,401 ±0 ,051 <0 ,001 

(42) (52) (21) (24) (6) 
общие SH-группы, 0,7984-0,045 0,495 ± 0 , 0 2 6 0,480 ± 0 , 0 3 0 0,4 70 ± 0 , 0 5 0 0,5104-0,049 < 0 , 0 0 1 
мкмоль/мл (26) (38) (1Г>) (15) (5) 
липиды, г /л 4 ,75±0,21 8 ,70±0 ,67 9 ,00±0 ,75 8,604- 1,33 8,424- 1,21 <0 ,001 

(68) (43) (19) (21) (7) 
АОК 1,070± 0,052 0,901 ± 0 , 1 1 3 0,7194-0,125 1,1084-0,220 0,841 ± 0 , 0 6 8 

(59) (50) (15) (15) (5) 
Кровь: 

ОНА, мкмоль /мин/л / г ге- 2 ,09±0 ,12 1 ,50±0,15 1,68±0,22 1 ,43±0,25 1 ,40±0,23 < 0 , 0 1 
моглобина (21) (27) (12) (10) (3) 
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Т а б л и ц а 2 
Показатели ПОЛ и антиоксидантной защиты в эритроцитах крови больных ХГН в I — III стадии ХПН 

2. Больные В том числе 

Исследуемый показатель 1. Доноры ХГН a I III 
стадии ХПН ХПН ХПН ХПН Р1 2 
(суммарно) I стадии II стадии III стадии 

Г П Л , мкмоль/мл 0 , 4 3 4 ± 0 , 0 2 2 0 ,432±0 ,032 0 , 3 9 0 ± 0 , 0 2 6 0 , 4 0 0 ± 0 , 0 3 5 0,398 ± 0 , 0 5 3 
(10) (23) (9) (10) (2) 

МДА, нмоль/мл 14,64 dt 1,20 20,31 ± 1 , 8 9 17 ,98± 1,86 18 ,92±2 ,42 2 3 , 2 8 ± 4 , 5 4 < 0 , 0 2 
(42) (48) (18) (21) (6) 

ТФ, мкмоль/мл 1 ,794±0 ,173 1 ,727+0,116 1,731 ± 0 , 1 4 0 1 ,825±0,171 1 ,303±0 ,138 
(37) (50) (19) (24) (6) 

Общие SH-группы, мкмоль/мл 2 , 3 7 ± 0 , 1 6 2 , 4 8 ± 0 , 1 7 2 , 8 9 ± 0 , 3 2 2 , 2 3 ± 0 , 1 6 2 , 3 2 ± 0 , 4 5 
(27) (38) (15) (15) (5) 

Небелковые SH-группы, мкмоль/мл 0 , 2 8 5 ± 0 , 0 3 0 0,198 ± 0 , 0 1 3 0 , 1 8 2 ± 0 , 0 1 0 0 , 1 9 0 ± 0 , 0 2 6 0 , 2 0 0 ± 0 , 0 2 2 < 0 , 0 1 
(27) (38) (18) (14) (5) 

Лип иды, г /л 0 , 8 4 0 ± 0 , 0 5 5 0,632-4-0,031 0,960 ± 0 , 2 8 0 0 , 6 3 0 ± 0,050 0,580 ± 0 , 0 4 8 < 0 , 0 0 2 
(47) (40) (18) (21) (6) 

АОК * 2 , 9 5 6 ± 0 , 1 4 3 2 ,268±0 ,124 2 ,284±0 ,201 2 , 3 7 2 ± 0 , 1 8 5 1,952 ± 0 , 3 3 6 < 0 , 0 0 2 
(51) (.41) (11) (14) (5) 

шениями антиоксидантного статуса . Нами показа -
но, что течение ХГН в I—III стадии Х П Н , сопро-
в о ж д а ю щ е е с я НС, отличает более в ы р а ж е н н о е 
накопление гидроперекисей липидов в п л а з м е и 
более т я ж е л ы е нарушения тиолового звена АОС 
плазмы крови и значительные изменения в эритро-
цитах (накопление М Д А , истощение небелковых 
SH-групп и общих липидов) . В отсутствие НС 
сдвиги в плазме более умеренные, а эритроциты 
практически интактны. Однако в отличие от дру-
гих авторов [3] нами не найдена динамика иссле-
дуемых показателей по мере прогрессирования 
ХПН. С другой стороны, мы не о б н а р у ж и л и зави-
симости показателей П О Л и антиоксидантной за-
щиты от морфологической формы ХГН, что яв-

ляется дополнительным доказательством неспеци-
фичности НС в силу однонаправленности нару-
шений липидного обмена при НС различного ге-
неза [13]. 

Полученные нами данные о несоответствии реак-
ций П О Л и антиоксидантного потенциала в плаз-
ме и эритроцитах у больных ХГН подводят к 
необходимости более смелого внедрения в лечеб-
ную практику препаратов антиоксидантного и 
антифосфолипазного действия. Возможно , что 
наибольший лечебный эффект наступит при соче-
тании со средствами, корригирующими уровень 
липидов в крови, особенно липопротеидов низкой 
плотности, так как именно они наиболее чувстви-
тельны к пероксидации в отличие от липопротеидов 

Т а б л и ц а 5 

Влияние НС на показатели ПОЛ и антиоксидантной защиты крови больных ХГН в I—III стадии ХПН 

Исследуемый показатель 1. Доноры 
Больные ХГН в 1 III стадии ХПН 

Р\ 2 Pi—3 Исследуемый показатель 1. Доноры 
2. С НС 3. Без НС 

Р\ 2 Pi—3 

П л а з м а : 
Д К , 1,91 ± 0 , 1 3 4 , 2 8 ± 0 , 5 0 3 , 4 6 ± 0 , 4 2 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
А Е г з г / м л (68) (25) (26) 
МДА, 3 , 2 9 ± 0 , 2 7 3 , 2 5 ± 0 , 3 9 3,61 ± 0 , 3 2 
нмоль/мл (61) (25) (26) 
ТФ, 0,249-4-0,013 0 ,338+0 ,034 0 , 3 2 7 ± 0 , 0 2 6 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 
мкмоль/мл (42) (26) (26) 
общие SH-группы, 0 , 7 9 8 ± 0 , 0 4 5 0 , 4 3 7 ± 0 , 0 2 6 0,557 ± 0 , 0 4 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 2 
мкмоль/мл (26) (23) (18) 
липиды, 4,75=4=0,21 1 1 ,25± 1,11 6 , 9 8 ± 0 , 5 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
г / л (68) (26) (26) 
АОК 1 ,070±0,052 0 , 6 7 4 + 0 , 0 8 0 1 ,175±0 ,208 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 

(59) (19) (16) 
Эритроциты: 

Г П Л , . 0 , 4 3 4 ± 0 , 0 2 2 0,444 ± 0 , 0 4 5 0 , 3 9 5 ± 0 , 0 3 7 
мкмоль/мл (Ю) (15) (9) 
МДА, 14 ,64± 1,20 2 2 , 6 2 ± 3 , 3 3 17,24 ± 1 , 3 0 < 0 , 0 1 
нмоль/мл (42) (25) (26) 
ТФ, 1 ,79±0 ,17 1 ,67+0 ,12 1 ,78+0 ,10 
мкмоль/мл (37) (25) (25) 
общие SH- 2 , 3 7 ± 0 , 1 6 2 ,33±0 ,21 2 , 7 7 ± 0 , 2 6 
группы, 
мкмоль/мл (27) (23) (17) 
небелковые 0 , 2 8 5 ± 0 , 0 3 0 0 , 1 8 0 + 0 , 0 1 5 0 , 2 1 3 ± 0 , 0 2 0 < 0 , 0 1 
SH-групп ы, (27) (22) (17) 
мкмоль/мл 
липиды, 0 , 8 4 0 ± 0 , 0 5 5 0 , 6 4 8 ± 0 , 0 5 2 0 , 6 2 6 ± 0 , 0 3 0 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 
г /л (47) (25) (26) 
А О К 2 , 9 5 6 ± 0 , 1 4 3 2 , 0 6 5 ± 0 , 1 6 3 2 , 5 5 3 ± 0 , 1 6 8 < 0 , 0 0 2 < 0 , 0 5 

(51) (17) (14) 
Кровь: 

ОНА, 2 , 0 9 ± 0 , 1 2 1 ,44±0 ,13 1 ,50±0 ,25 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 
мкмоль /мии /г (21) (16) (14) 
гемоглобина 
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высокой плотности, которые, напротив, обладают 
антиоксидантными свойствами [6]. С учетом того, 
что последние переносят до 50 % основного липид-
растворимого антиоксиданта — токоферола, анти-
оксидантная терапия ХГН становится более обо-
снованной [6]. 

В заключение можно констатировать, что в 
плазме крови и эритроцитах больных Х П Н в 
стадии ХПН отмечается усиление липидной пер-
оксидации, сочетающееся со снижением факторов 
антиоксидантной защиты. При этом наиболее вы-
раженные сдвиги в системе П О Л обнаружены у 
больных с НС, тогда как степень азотемии само-
стоятельной роли не играет. Полученные результа-
ты свидетельствуют о целесообразности подклю-
чения антиоксидантной терапии к традиционным 
схемам лечения ХГН, особенно при наличии НС. 
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LIPID PEROXIDATION IN BLOOD OF PATIENTS WITH 
C H R O N I C G L O M E R U L O N E P H R I T I S AT THE STAGE O F 
RENAL DYSFUNCTION IN THE P R E S E N C E O F THE 
N E P H R O T I C SYNDROME. 

F. A. Tugusheva, A. I. Kulikova, 1. M. Zubina, /. P. Pavlov 
1st Medical Institute St. Petersburg. 

An increase in the rate of lipid peroxidation and exhaust ion 
of protective antioxidative factors were detected in blood of pa-
tients with chronic glomerulonephri t is in renal fai lure. The 
severity of renal fai lure did not affect noticeably the al tera-
tion of the pa t te rns studied, while the most serious impa i rments 
were found in pat ients with the nephrotic syndrome. The value 
of antioxidation coefficient whose calculation is given in the 
paper may be used as an integral pat tern eva lua t i ng im-
part ial ly the ratio between pro- and antioxidation factors . 
The d r u g s with antioxidative properties should be involved in 
routine courses of glomerulonephri t is t r ea tment especially in 
the nephrotic syndrome. 
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ВЛИЯНИЕ ГИПОТЕРМИИ И Д А Л А Р Г И Н А НА 
ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ Л И П И Д О В В 
ТКАНЯХ КРЫС 

Дагестанский университет, Махачкала 

Известно, что процессы перекисного окисления 
липидов ( П О Л ) оказывают существенное влияние 
на химический состав биологических мембран, их 
ультраструктурную организацию, проницаемость, 
активность мембранных ферментов, рецепцию гор-
монов и прочие функциональные характеристики 
[2—4, 8] . 

Интенсивность П О Л чрезвычайно быстро меня-
ется при действии различных факторов среды, из 
которых одним из наиболее изменчивых и уни-
версальных является температура. 

В данной работе исследовали интенсивность 
спонтанного П О Л в тканях белых крыс в динамике 
развития гипотермии. В ряде экспериментов изу-
чали влияние на П О Л синтетического гексапеп-
тида даларгина (аналога лей-энкефалина) , к чис-
лу биологических эффектов которого относится и 
антистрессорный эффект [7, 11, 14]. 

М е т о д и к а . В работе использовали 3 -5-месячных бе-
лых крыс массой 200 - 2 3 0 г. Исследовали состояние уме-
ренной (30 28 °С) и глубокой (20 °С) гипотермии. Живот-
ных охлаждали в холодной (7 10 °С) воде до 30 °С за 15 
20 мин, до 20 °С за 45—60 мин. По достижении нужной 
ректальной температуры часть животных декапитировали 
сразу же (кратковременная гипотермия), у части состояние 
гипотермии поддерживали 1 и 3 ч. 

Об интенсивности ПОЛ судили по количеству малонового 
диальдегида (МДА) [4J в неинкубируемых пробах гомоге-
натов тканей и инкубируемых 30 мин в трис-НС1-буфере 
рН 74 при 37 °С. 

Влияние даларгина на интенсивность П О Л исследовали 
при его внутрибрюшиином введении в концентрации 
100 мкг/кг [11| за 30 мин до начала охлаждения животных 
(опыты in vivo) и при добавлении даларгина к среде инкуба-
ции в концентрации 12,5 мкг/100 мл буфера (опыты in vi t ro) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Установле-
но (табл. 1), что охлаждение крыс (в течение 
15 мин) до температуры тела 30 °С не приводит к 
повышению содержания МДА в неинкубируемых 
пробах тканей. В большинстве исследованных тка-
ней содержание М Д А не меняется, а в икронож-
ной мышце понижается в 2 раза . 

Между тем известно, что начальные этапы ох-
л а ж д е н и я эндотермного организма сопровождают-
ся развитием как неспецифических стрессорных 
изменений, так и специфических терморегулятор-
ных, которые действуют в одном направлении — 
в сторону активации надпочечников и симпати-
ческой нервной системы [6]. Это приводит к быст-
рому усилению выработки катехоламинов, про-
дукты аутоокисления которых индуцируют сво-
боднорадикальные процессы. 

Отсутствие накопления М Д А в неинкубируемых 
пробах (которые в значительной мере о т р а ж а ю т 
динамику интенсивности П О Л in vivo) тканей 
охлажденных до 30 °С крыс, по-видимому, прежде 
всего связано с недостатком времени для проявле-
ния такого воздействия. Действительно, по-
скольку состояние умеренной (30 °С) гипотермии 
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Т а б л и ц а 2 

Содержание МДА (в нмоль/r) в гомогенатах тканей крыс в норме и на разных этапах гипотермии ( я = 6 — 7 ) 

Условия опыта 
Исходный уровень МДА 

Условия опыта 
мозг печень миокард икроножная мышца трапециевидная мышца 

Контроль 2 6 ± 1,9 21 ± 1,2 2 8 ± 1,6 2 8 ± 1,6 2 7 ± 1,2 
Гипотермия 30 °С: 

кратковременная 
1 ч 

29 ,3+2,0 2 6 ± 1,4 24 + 2,0 1 4±0 ,8* 2 3 ± 1,1 кратковременная 
1 ч 3 5 ± 3 , 5 2 5 ± 2 , 5 44 + 3,4* 55±3 ,8* 41 ± 3 , 7 * 
3 ч 74 ±3 ,9* 86±3 ,7* 70±3 ,9* 74±3,8* 67±3 ,2* 

Гипотермия 20 °С: 
кратковременная 
3 ч 

56±5 ,6* 55±4 ,6* 4 0 ± 3 , 2 39±2 ,1 * 46±0 ,4* кратковременная 
3 ч 3 2 ± 2 , 2 35±3 ,2* 19±0,4* 2 9 ± 0 , 8 19±0,8* 

11 р одолжение 

Условия опыта 
Прирост МДА за 30 мин инкубации гомогенатов в трис-НС1-буфере при 3 7 ' 9 С 

Условия опыта 
мозг печень миокард икроножная мышца трапециевидная мышца 

Контроль 381 ± 5 , 7 235 ± 2 , 3 7 3 ± 2 , 8 100 ± 6 , 6 102±3,9 
Гипотермия 30 °С: 

кратковременная 
1 ч 

447±6,6* 344+7,2* 156±6,8* 131 ±7 ,8* 127± 1,1* кратковременная 
1 ч 263+1,2* 154±18* 141+8,9* 132± 10* 9 2 ± 4 , 9 
3 ч 437±3,8* 2 5 2 ± 18 120±8,2* 133 ±7 ,2* 106±5,9 

Гипотермия 20 °С: 
9 9 ± 5 , 4 кратковременная 

3 ч 
373±5 ,9 265 ± 14 101 ± 3 , 5 * 135±4,3* 9 9 ± 5 , 4 кратковременная 

3 ч 241 ±7 ,2* 70±2 ,8* 89±3 ,7* 18 ±0 ,6* 2 9 ± 1 * 

П р и м е ч а н и е. Звездочка достоверные (/?<0,05) изменения по сравнению с контролем. 

достигалось весьма быстро, в организме, видимо, 
не успели достаточно развиться процессы образо-
вания свободных радикалов кислорода и их по-
в р е ж д а ю щ и й эффект на мембранные липиды с 
синтезом конечного продукта П О Л . 

Вместе с тем инкубация в течение 30 мин гомо-
генатов тканей крыс, охлажденных до 30 °С; вы-
явила достоверное усиление их способности к 
образованию М Д А по сравнению с контролем. 
При этом максимальное усиление П О Л наблю-
далось в миокарде (в 2,5 р а з а ) , минимальное 
в мозгу (в 1,2 р а з а ) . 

Таким образом, результаты экспериментов по-
зволяют заключить, что умеренная гипотермия 
запускает процесс П О Л , результаты чего не выяв-
ляются в условиях in vivo, но хорошо прослежи-
ваются в опытах in vitro. 

При пролонгировании умеренной гипотермии 
в течение 1 ч интенсивность Г10Л в мышечных 
тканях превышает контрольный уровень. Так, в 
миокарде и трапециевидной мышце количество 
М Д А в неинкубируемых пробах в о з р а с т а л о в 
1,5 раза , а в икроножной м ы ш ц е — в 2 раза 
(табл. 2 ) . В то ж е время в мозгу и печени интен-
сивность П О Л в этих условиях не увеличивается : 
в неинкубируемых пробах она не меняется, а в 
инкубируемых снижается по сравнению как с 
кратковременной гипотермией (очень з а м е т н о ) , 

так и с контролем. Возможно, наблюдаемый эф-
фект обусловлен активацией антиокислительной 
системы, в частности ростом концентрации токо-
ферола (прежде всего в печени), что отмечено 
при действии ряда стрессоров [5] на этапе не-
специфического адаптационного синдрома. 

Тканевые особенности в динамике П О Л , выяв-
ленные при пролонгировании гипотермии 30 °С 
в течение 1 ч, видимо, связаны с различиями в 
функциональном состоянии антиокислительной си-
стемы, особенностями липидиого состава мем-
бран, уровнем окислительных процессов и др. 

При длительном воздействии стрессора доста-
точно большой силы, перекрывающей а д а п т а -
ционные возможности организма , р а з в и в а е т с я ста-
дия истощения защитных сил организма и раз-
виваются патологические процессы. 

В наших экспериментах такое состояние, судя 
по динамике накопления М Д А , наступает при 
пролонгировании умеренной гипотермии в течение 
3 ч. При этом наблюдается увеличение исходного 
уровня М Д А во всех исследованных тканях в 
1,5 4 раза . Одновременно усиливается (за исклю-
чением трапециевидной мышцы) способность 
инкубируемых проб тканей к индукции П О Л . 

Усиление П О Л в этих условиях, видимо, яв-
ляется следствием снижения антиокислительной 
активности тканей, усиления генерации свобод-

Т а б л и ц а 2 
Влияние даларгина на содержание МДА (в нмоль/г) в гомогенатах тканей крыс при глубокой (20 °С) гипотермии ( л = 6 — 7 ) 

Условия опыта 

Исходный уровень МДА Прирост МДА за 30 мин инкубации гомогенатов 
в трис-НС1-буфере при 37 °С 

Условия опыта 

мозг печень миокард икроножная 
мышца мозг печень миокард икроножная 

мышца 

Гипотермия 20 °С 5 6 ± 5 , 6 5 5 ± 4 , 6 4 0 ± 3 , 2 39±2 ,1 373±5 ,9 2 6 5 ± 1 4 101±3,5 135±4,3 
Гипотермия 20 °C-f далар- 37+3,5* 35±3 ,1* 30±0 ,7* 3 6 + 7 , 2 436+14* 109+4,8* 113±4,8 130±7,2 

гин внутрибрюшинно 
Гипотермия 20 ° С + д а л а р - 37±4 ,3* 28±1 ,1* 3 3 + 1 , 3 31 ± 0 , 8 * 357±7 ,6 134±2,4* 17±2,3* 65±5 ,1* 

гин в буфере 

П р и м е ч а н и е . Звездочка- достоверные (/?< 0,05) изменения по сравнению с гипотермией 20 °С без даларгина. 
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ных радикалов кислорода, накопления продуктов 
метаболизма катехоламинов и глюкокортикоидов, 
индуцирующих П О Л . Развитие этих процессов во 
времени, видимо, с в я з а н о со стрессорным действи-
ем умеренной гипотермии. 

О х л а ж д е н и е крыс до 20 °С приводит к возник-
новению у них состояния «холодового наркоза» , 
характеризующегося значительным понижением 
метаболизма , в том числе окислительных про-
цессов, снижением выработки и рецепции гормо-
нов, понижением координирующего действия нерв-
ной системы 113]. 

Исходный уровень М Д А в тканях крыс, о х л а ж -
денных до 20 °С, увеличивается . Наиболее это 
в ы р а ж е н о в мозгу и печени (повышение в 1,1 — 
2,6 р а з а ) , наименее — в икроножной мышце 
(на 40 % ) . Способность к П О Л в инкубируемых 
пробах при этом повышается только в миокарде и 
икроножной мышце и не меняется в других тканях . 

М о ж н о думать, что увеличение с о д е р ж а н и я 
М Д А в неинкубируемых пробах тканей крыс, 
охлажденных до 20 °С (процесс о х л а ж д е н и я длил-
ся около 1 ч) , в значительной мере является 
результатом усиления П О Л на начальных этапах 
охлаждения , запускающих механизм о б р а з о в а н и я 
свободных радикалов . 

При пролонгировании глубокой гипотермии в 
течение 3 ч интенсивность П О Л как в неинкуби-
руемых, так и в инкубируемых пробах исследо-
ванных тканей понижается по сравнению с кратко-
временной гипотермией 20 °С. _ 

При этом в большинстве тканей количество 
М Д А устанавливается либо на уровне контроля , 
либо на более низком уровне. 

Снижение интенсивности П О Л при пролонгиро-
вании глубокой гипотермии, возможно, отчасти 
происходит из-за «выгорания» легкоокисляемых 
фракций липидов на начальных этапах гипотер-
мии и обогащения мембран фракциями , более 
устойчивыми к окислению. Следствием этого яв-
ляется уменьшение скорости з а р о ж д е н и я ради-
калов в липидах и возвращения П О Л к норме. 

Изучение влияния д а л а р г и н а на интенсивность 
П О Л в тканях гипотермических животных показа -
л о (см. табл . 2 ) , что как при внутрибрюшинном 
введении, так и при добавлении пептида в среду 
инкубации он оказывает ингибирующее действие. 

При внутрибрюшинном введении д а л а р г и н а с 
последующим охлаждением крыс д о 20 °С на-
блюдалось достоверное понижение исходного 
уровня с о д е р ж а н и я М Д А в мозгу, печени и мио-
карде соответственно на 34, 36 и 24 % . В скелет-
ной мышце при этом уровень М Д А не менялся , 
возможно, вследствие существенного понижения 
кровообращения и недостаточного поступления 
в мышцу д а л а р г и н а . В инкубируемых пробах тка-
ней гипотермических животных ингибирующий 
эффект даларгина на П О Л при его внутрибрю-
шинном введении проявлялся только в печени, 
причем весьма заметно — в 2,4 раза . 

Биологические эффекты д а л а р г и н а реализуются 
через его связывание с б- и ц-опиоидными рецеп-
торами, о чем свидетельствуют низкие дозы 
использования препарата и блокировка эффектов 
специфическим антагонистом опиоидов — налак-
соном [1, 11, 14]. 

Среди биологических эффектов д а л а р г и н а , в а ж -
ных для понимания его ингибирующего действия 

на П О Л в условиях in vivo, следует отметить его 
антистрессорный эффект [7, 11]. Так, опиоидные 
пептиды и их синтетические аналоги угнетают 
секрецию и периферические эффекты катехолами-
нов. Кроме того, в структурах мозга они влияют 
на ГАМК-ергическую систему, что способствует 
ограничению стрессорной реакции на стадии тре-
воги и формированию резистентности к действию 
стрессора [11]. Интересно отметить, что у д а л а р -
гина стресс-протекторные свойства более в ы р а ж е -
ны, чем у других опиоидных пептидов и их анало-
гов |11] . Авторы связывают это с наличием в 
молекуле д а л а р г и н а аргинина, который о б л а д а е т 
антирадикальным и антиоксидантным свойством 
и подавляет П О Л [9]. 

Понижение интенсивности П О Л в тканях гипо-
термических крыс при внутрибрюшинном введе-
нии д а л а р г и н а отчасти может быть с в я з а н о и с его 
аитигипоксическим действием [14]. Возможный 
механизм протекторного действия опиоидных пеп-
тидов при гипоксии, видимо, связан с их способ-
ностью с н и ж а т ь кислородные потребности тканей 
[14] и с улучшением микрогемоциркуляции [12]. 
Учитывая, что гипоксические явления, активирую-
щие П О Л , достаточно выражены на начальных 
этапах охлаждения ненаркотизированных эндо-
термных организмов [13], понижение гипоксии с 
введением д а л а р г и н а может способствовать по-
давлению процесса П О Л . 

В условиях in vivo ингибирующий эффект 
д а л а р г и н а в отношении П О Л в разных тканях 
проявляется в разной мере: он наиболее в ы р а ж е н 
в печени и не проявляется в скелетной мышце 
(см. табл . 2 ) . Среди прочих причин это может 
быть связано с неодинаковым поступлением д а л а р -
гина в ткани (в связи с разной скоростью крово-
тока , прохождением через гематоэнцефалический 
барьер и др . ) . 

Д л я суждения о том, может ли д а л а р г и н ока-
зывать прямое влияние на процесс П О Л или его 
действие опосредовано через гормональную, нерв-
ную, кровеносную системы, мы исследовали его 
влияние на скорость П О Л в опытах in vi t ro . 

П о к а з а н о (см. табл . 2 ) , что при добавлении 
д а л а р г и н а непосредственно к трнс-НС! буферу 
(в котором происходят гомогенизация и после-
д у ю щ а я инкубация тканей) интенсивность синте-
за в них М Д А существенно понижается . Уже на 
стадии гомогенизации тканей, несмотря на кратко-
временность этого процесса (5—6 мин) , н а б л ю д а -
ется подавление синтеза М Д А . В значительно 
большей мере это ингибирование в ы я в л я е т с я при 
30-минутном инкубировании гомогената тканей в 
буфере с даларгином. При этом интенсивность 
синтеза М Д А в гомогенатах печени и скелетных 
мышцах понижается (по сравнению с гипотерми-
ей без добавления д а л а р г и н а ) примерно в 2 раза , 
в миокарде — в 6 раз , и только в мозгу н е б о л ь ш а я 
тенденция к снижению П О Л является статистиче-
ски недостоверной. 

Следовательно, даларгин может о к а з ы в а т ь не 
только опосредованный через гормональную, нерв-
ную системы и регуляцию циркуляции крови 
через орган ингибирующее действие на П О Л , но и 
прямое воздействие на этот процесс. 

По-видимому, взаимодействуя с биологически-
ми мембранами, даларгин изменяет их физико-
химические свойства, придавая им большую устой-
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чивость к П О Л , и предохраняет их от действия 
фосфолипаз А2. Ингибирующий эффект даларгина 
в отношении ПОЛ, видимо, в существенной мере 
связан с наличием в его составе аргинина и тиро-
зина, обладающих антиоксидантными свойствами 
[ 9 - 1 1 ] . 
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I N F L U E N C E OF HYPOTHERMIA AND DALARGIN ON 
LIPID PEROXIDATION IN RAT T I S S U E S . 

S. P. Lvova, T. F. Gorbunova, E. M. Abaeva 

Dages tan University, Makhachkala . 

The rate of lipid peroxidation was studied in ra t brain, 
liver, sceletal muscles and myocardial t issues in dynamics of 
hypothermia. Cooling of the animals down to 30° induced lipid 
peroxidation, which was markedly expressed within 3-hour 
continuation of the t rea tment . Profound hypothermia (20°) 
increased levels of malonic dialdehyde in the t issues studied 
by 30-160 %, while prolongation of the impairment up to 
3 hrs resulted in normalizat ion of the lipid peroxidation 
pa ramete r s studied. The artificial hexapeptide da la rg in , similar 
to leu-enkephalin, inhibited the ra te of lipid peroxidation in 
profound hypothermia both in vivo and in vitro. 
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В. В. Саломатин, А. Г. Лютое, С. А. Еникеева, 
Л. Ф. Парная, А. В. Зурочка, И. И. Долгушин 

ВЛИЯНИЕ схгКИСЛОГО ГЛ ИКОПРОТЕИНА 
НА ХЕМИЛЮМИИЕСЦЕНЦИЮ НЕЙТРОФИ-
ЛОВ И ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ Л И П И -
Д О В ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ТЕРМИ-
ЧЕСКОЙ ТРАВМЕ 

Челябинский медицинский институт, НПО «Иммунопрепарат», 
Уфа 

« г К и с л ы й гликопротеин (КГ) является одним 
из основных белков острой фазы, его синтез в 
печени многократно возрастает при остром воспа-

лении, опухолях и термических травмах [6, 8, 10]. 
Введение белка в 1-е сутки после ожоговой трав-
мы приводит к уменьшению летальности живот-
ных и сокращению сроков заживления ожого-
вых ран [4]. Это действие белка может 
быть связано с его способностью подавлять 
индуцированную агрегацию тромбоцитов [5] и 
улучшать деформируемость эритроцитов [9] , что 
может ограничивать развитие в ожоговой ране 
явлений микротромбоза и вторичного некроза. 

Однако биохимические механизмы терапевти-
ческого действия КГ остаются неясными. В опы-
тах in vitro было продемонстрировано, что КГ 
подавляет генерацию супероксидных анионов 
активированными нейтрофилами [7J. Это свойство 
белка может быть важным в реализации его 
терапевтического действия, так как оно может ог-
раничить усиление перекисного окисления липи-
дов ( П О Л ) , которому в патогенезе ожоговой 
болезни отводится в а ж н а я роль. Проверке этого 
предположения и посвящено настоящее исследо-
вание. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на белых беспородных 
крысах-самцах массой 190 230 г и мышах-самцах линии СВА 
массой 19 -22 г. Ожог Ш Б степени (12 1 3 % поверх-
ности тела) наносили на эпилированную поверхность спин-
ки животных под эфирным наркозом облучением на уста-
новке для дозированного ожога с кварцево-галогенным и лам-
пами. 

Использовали иммунохимически чистый КГ, который выде-
ляли из балластного осадка а- и р-глобул и нов, получае-
мого в процессе производства альбумина из плазмы до-
норской крови. Стадии отделения и очистки белка вклю-
чали гель-фильтрацию на сефадексе G-25, сорбцию на 
ДЭАЭ-целлюлозе и хроматографию на КМ-целлюлозе, как 
описано ранее [3]. Чистоту препарата проверяли имму-
ноэлектрофорезом в 1 % агаре с применением моноспе-
цифической сыворотки, КГ вводили крысам внутривенно 
в дозе 75 мг/кг, мышам внутрибрюшинно в дозе 
125 мг/кг дважды, сразу и через 14 ч после ожога. 
Контрольным животным в те же сроки и в том же объеме 
(0,5 мл) вводили физиологический раствор. 

Спонтанную и индуцированную хемилюмииесценцию мы-
шиных нейтрофилов определяли ранее описанным методом 
[2]. Нейтрофилы получали посредством промывания брюш-
ной полости раствором Hepes («Sigma», США) через 6 ч 
после введения 3,0 мл 1 ,2% раствора казеина и спустя 
24 ч после ожога. Индуцированную хемилюмииесценцию 
нейтрофилов вызывали добавлением к их взвеси (10Г) 

клеток в 2 мл раствора Hepes с 50 мкг люминола) 
латекса с диаметром частиц 1,7 мкм. Уровень хемилю-
минесценции подсчитывали на сцинтилляциоином счетчике 
«Бета-1». 

Интенсивность ПОЛ оценивали по относительному при-
росту в липидных экстрактах плазмы, печени и кожи у крыс 
диеновых конъюгатов гидроперекисей (первичные продукты 
Л О Л ) и кетодиенов с сопряженными триенами (вторич-
ные продукты П О Л ) . Экстракцию липидов проводили смесью 
гептан изопропанол и в результате измерения оптиче-
ской плотности гептановой и изопропанольной фаз рассчи-
тывали относительное содержание первичных ( Е 2 3 2 / 2 2 0 ) и 

вторичных ( Е 2 7 8 / 2 2 0 ) продуктов ПОЛ [1]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Опыты на 
крысах показали, что введение им КГ вызы-
вает ограничение усиленного образования продук-
тов П О Л , вызываемого ожоговой травмой. При 
этом в большей степени это наблюдение прояви-
лось при исследовании гептановой фазы липид-
ных экстрактов. Так, из результатов, представ-
ленных в табл. 1, видно, что содержание пер-
вичных продуктов П О Л в плазме через.18 ч после 
ожога увеличено в 5,5 раза , тогда как при введе-
нии КГ этот показатель не претерпевает досто-
верных изменений в сравнении с интактными 
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Т а б л и ц а 1 
Влияние КГ на содержание продуктов ПОЛ в гептановой фазе липидных экстрактов плазмы, печени и кожи у крыс при термической 
травме 

Группа животных 
Время после Число Е 2 3 2 / 2 2 0 Е 2 7 8 / 2 2 0 

Группа животных ожога Oil ытов 
плазма кожа печень плазма кожа печень 

Интактная 
Контрольная (ожог без вве-

дения КГ) 

Опытная (ожог с введением 
КГ) 

18 ч 
3 сут 
7 сут 
21 сут 
18 ч 
3 сут 
7 сут 
21 сут 

0,61 ± 0 , 0 3 
3,44±0,58* 
0 ,56±0,05 
0 ,67±0,08 
0 ,42±0,08 
0,53±0,09* 
0 ,63±0,03 
0 ,84±0,07 
0 ,50±0,06 

0 ,59±0,03 
0,72±0,04* 
0,77±0,03* 
0,98±0,02* 
о.,si ! ой:; ' 
0,74±0,03 
0 ,88±0,05 
(),')(, I 0,0.4 
0,83 ± 0 , 0 5 

0 ,56±0,02 
0 ,52±0,02 
0 ,56±0,04 
0 ,70±0,03 
( M i l I 0,0Г) 
0,46±0,03 
0,70±0,04 
0 ,77±0,03 
0,38±0,04* 

0 , 2 8 ± 0 , 0 2 
0,83±0,12* 
0 ,26±0,04 
0,21 ± 0 , 0 5 
0,72±0,09* 
0 ,93±0,26 
0 ,27±0,04 
0 , 2 1 ± 0 , 0 6 
0,37±0,05* 

0 ,29±0,03 
0,36 ± 0 , 0 8 
0,15±0,01 
0 , 1 6 ± 0 , 0 1 
0,13±0,03 
0,15±0,04* 
0 ,15±0,02 
0 , 1 6 ± 0 , 0 1 
0 , 1 0 I 0 , 0 2 

0,23±0,01 
0 ,28±0,03 
0,20 ± 0 , 0 3 
0,28 I о,о:; 
0,37±0,04* 
0,31 ± 0 , 0 5 
0,15±0,01 
0,19±0,02* 
0,23 ±0 ,04* 

П р и м е ч а н и е . Звездочкой отмечены результаты, достоверно отличающиеся ( р ^ 0 , 0 5 ) в контрольной группе от интактной, 
в опытной группе от контрольной. 

животными. Аналогичные изменения в отношении 
вторичных продуктов П О Л наблюдаются в коже 
через 18 ч после ожога и в печени на 7-е и 
21-е сутки наблюдения. 

Результаты опытов, представленные в табл . 2, 
показывают, что введение КГ мышам вызывает 
резкое угнетение индуцированной хемилюминес-
ценции нейтрофилов как у интактных живот-
ных, так и у подвергнутых термической трав-
ме. 

Следует отметить, что испытанные в этих экс-
периментах дозы КГ не превышают уровень его 
эндогенного синтеза при остром воспалении как у 
мышей, так и у крыс. Так, подкожное введение 
скипидара крысам вызывает 15-кратное увеличе-
ние синтеза белка в печени, достигающее 22 мг 
на 100 г массы [10]. Поэтому можно полагать , 
что выявленные нами свойства КГ в условиях 
его применения при ожоговой травме являются 
отражением его естественной физиологической ак-
тивности. Само проявление этой активности 
обусловлено, по-видимому, восполнением дефици-
та белка в организме в условиях массивного 
остро развивающегося воспалительного процесса. 
Известно, что увеличение концентрации КГ в сыво-
ротке крови в ответ на ожоговую травму про-
исходит л и ш ь начиная со 2-х суток у крыс [11] 
и 3—4-х суток у человека [8]. 

Полученные результаты дают возможность вы-
с к а з а т ь предположение о том, что регулятор-
ная активность КГ по отношению к нейтрофилам 
является , возможно, его главной функцией в 
процессе острого воспаления. Известно, что нейт-

Т а б л и ц а 2 

Влияние КГ на уровень спонтанной и индуцированной хемилю-
минесценции нейтрофилов мышей в норме и при термических 
ожогах 

Индекс индуциро-
Спонтанная ванной 

Группа животных хе мил юм инее- хемилюминес-
ценция, ими/мин ценции по отно-

шению к спонтанной 

Норма 1397=Ь166 624±57,9 
Норма с введением КГ 1230±73 91 ±22 ,1 
Ожог 9 9 7 ± 2 5 6 0 0 ± П 0 , 0 
Ожог с введением КГ 1080±29 47±14 ,2 

П р и м е ч а н и е . Число животных в каждой группе рав-
но 10. 

рофилы на ранних стадиях воспалительного 
процесса составляют основную массу клеточных 
элементов. Резкое усиление их окислительной ак-
тивности, связанное с разрушением ткани, под-
вергшейся в результате ожога коагуляционному 
некрозу, сопровождается секрецией во внекле-
точное пространство супероксидных анионов. Про-
цесс этот сопровождается хемилюминесценцией 
нейтрофилов и ведет к н а р а щ и в а н и ю деструк-
тивных реакций в очаге воспаления ввиду окис-
ления различных субстратов, в том числе и липи-
дов, продукты пероксидации которых в повышен-
ных количествах о б н а р у ж и в а ю т с я в п л а з м е и тка-
нях. 

Такое развитие событий становится возмож-
ным не только ввиду функциональной недоста-
точности антиокислительных систем, но и по при-
чине дефицита КГ как естественного ограничи-
теля избыточной активации нейтрофилов. Под-
тверждением этому является выявленная нами 
способность КГ подавлять индуцированную хеми-
люминесценцию нейтрофилов в условиях приме-
нения б е л к а ' in vivo и уменьшать образова-
ние при ожогах продуктов П О Л . 
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EFFECT OF ACID a r G L Y C O P R O T E I N ON C H E M O L U M I -
N E S C E N C E O F N E U T R O P H I L S AND LIPID PEROXIDATION 
IN EXPERIMENTAL THERMAL INJURY 

V. V. Salomatin, A. G. Lyutov, S. A. Enikeeva, L. F. Charnaya, 
A. V. Zurochka, I. I. Dolgushin 

Medical Institute, Chelyabinsk, Immunoprepara t Research 
Production Association, Ufa. 

Induced chemoluminescence of neutrophils was distinctly 
inhibited both in intact mice and the animals with thermal 
injury after administrat ion of acid (^-glycoprotein. At the same 
time, the glycoprotein decreased the ra te of thermal burn-
induced activation of lipid peroxidation in rat blood, skin and 
liver tissue. Antioxidative and therapeutic effects of acid 
^ -g lycopro te in in burns appear to be related to regulat ion 
of neutrophil activity. 
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В. В. Русаков, В. Г. Долгих, О. В. Корпанева 

МЕМБРАНОПРОТЕКТОРНОЕ Д Е Й С Т В И Е 
КАРНОЗИНА В ПОСТРЕАНИМАЦИОННОМ 
ПЕРИОДЕ ПОСЛЕ ОСТРОЙ СМЕРТЕЛЬНОЙ 
КРОВОПОТЕРИ 

Омский медицинский институт 

В раннем восстановительном периоде после ост-
рой смертельной кровопотери наблюдается выра-
женная гиперферментемия [4, 6] , которая сви-
детельствует о генёрализованной мембранодест-
рукции [8]. Существует несколько причинных 
факторов, вызывающих повреждение мембран и 
соответственно нарушение их барьерной функции: 
гипоксия, приводящая к снижению уровня макро-
эргов, накоплению Са 2 + в клетках и активации 
мембранных фосфолипаз; свободные радикалы, 
образующиеся вследствие чрезмерной активации 
процессов перекисного окисления липидов ( П О Л ) ; 
механическое (осмотическое) растяжение мем-
бран и адсорбция на липидном слое чуже-
родных белков (полиэлектролитов) [2]. 

В данной работе предпринята попытка пред-
отвратить или уменьшить разрушение мембран-
ных фосфолипидов с помощью дипептида карнози-
на ((З-аланил-Ь-гистидина), являющегося природ-
ным антиоксидантом. 

М е т о д и к а . Исследования проведены на 96 беспород-
ных крысах-самцах, наркотизированных нембуталом (25 мг/ 
кг) . Острым кровопусканием из сонной артерии вызывали 
4- и 6-минутную клиническую смерть. Оживление осуще-
ствляли центрипетальным нагнетанием выпущенной крови и 

искусственной вентиляцией легких. Карнозин (предоставлен 
Е. С. Севериным и А. А. Болдыревым) в дозе 25 мг /кг 
вводили внутриартериально одновременно с возмещением 
кровопотери. Ткань миокарда для биохимических исследова-
ний забирали через 1,5 ч (период наиболее выраженных 
функционально-метаболических нарушений в миокарде) метал-
лическими щипцами, охлажденными в жидком азоте. В те же 
сроки исследовали сыворотку крови. В миокарде мето-
дами [3] определяли содержание АТФ, АДФ, АМФ с 
использованием наборов «Test-Combination» («Boerhr inger 
Mannheim») , креатипфосфата, лактата , пирувата, гликогена, 
неорганического фосфата. В липидном экстракте определяли 
содержание продуктов П О Л диеновых конъюгатов [9] и 
малонового диальдегида [10). В постмитохондриальиой фрак-
ции миокарда определяли активность супероксиддисмутазы 
(СОД) и белок по Лоури. В сыворотке крови иссле-
довали содержание лактата и активность аспартатамино-
трансферазы (ACT) и малатдегидрогеназы (МДГ) методами 
[3]. Результаты обработаны с использованием критерия Стью-

дента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Через 1,5 ч 
после оживления в сыворотке крови отмечали уве-
личение активности М Д Г и ACT, более выражен-
ное при клинической смерти до 6 мин, когда фер-
ментативная активность достигала соответственно 
449 и 138 % по сравнению с контролем 
(табл. 1), свидетельствуя о мембранодеструкции 
[8]. Введение карнозина интактным животным 

само по себе не оказывало влияния на актив-
ность ферментов, но достоверно снижало уровень 
гиперферментемии после 6-минутной клинической 
смерти, что свидетельствует об уменьшении по-
вреждений биомембран. Чтобы раскрыть механизм 
мембранопротекторного эффекта дипептида, нами 
изучено влияние этого препарата на энергети-
ческий обмен и процессы П О Л в миокарде в пост-
реанимационном периоде. 

Как видно из табл. 2, к 1,5 ч постреани-
мационного периода вследствие перенесенной 
клинической смерти и реперфузионных поврежде-
ний отмечали снижение содержания в сердеч-
ной мышце макроэргов (АТФ и креатипфосфа-
та) и увеличение содержания АДФ, АМФ и неор-
ганического фосфора, приводившее к уменьше-
нию на 31,3—43,2 % энергетического потен-
циала. После клинической смерти до 6 мин от-
мечено нарушение биоэнергетики миокарда после 
оживления: содержание АТФ составляло 48,8 %, 
а креатинфосфата — 31,0 % от контрольных 
величин. При этом значительно возросло количе-
ство неорганического фосфора (164,3 % от конт-
рольных значений) и увеличился в 10 раз по-
тенциал фосфорилирования. Усиленно расходо-
вался резервный источник энергии гликоген. Его 
содержание в миокарде оказалось сниженным пос-
ле 4- и 6-минутной смерти соответственно на 32,4 и 
42,6 % . Как известно, гликогенолиз ускоряется 

Т а б л и ц а 1 

Влияние карнозина на содержание лактата и активность ферментов сыворотки крови в раннем постреанимационном периоде 

Серия опытов 
МДГ лет 

мкмоль/ (л - мин) 
Лактат, ммоль/л 

Контроль 7 6 ± 1 2 , 7 144 ± 3 , 6 0 ,85±0 ,033 

Контроль + карнозин 8 8 ± 6 , 5 144±5,6 0 ,87±0,081 
Реанимация (4 мин) 300+16 ,1+ 156±5 ,8 1 ,28+0,087+ 
Реанимация (4 мин) + карнозин 2 9 1 ± 7 , 3 + 1 5 6 ± 1 , 9 + 1,11 ± 0 , 1 5 3 
Реанимация (6 мин) 344+17 ,2 + 199± 1,61 * 2 , 1 4 ± 0 , 1 6 0 + * 
Реанимация (6 мин) + карнозин 288±11,0+- 151 ± 3 , 4 " 1,44=fc(), 1191 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3 плюсами отмечены достоверные различия с контролем, звездочками между группами 
животных с 4- и 6-минутной клинической смертью, точками — между оживленными и леченными карнозином. 
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Т а б л и ц а 2 
Влияние карнозина на энергетический обмен в сердце оживленных крыс 

Серия опытов 

Показатель 
Контроль контроль-f 

-j-карнозин 
реанимация 

(4 мин) 

реанимация 
(4 мин) -j-

- |-карнозин 

реанимация 
(6 мин) 

реанимация 
(6 м и н) + 

-(-карнозин 

Креатинфосфат, ммоль/кг 
АТФ, ммоль/кг 
АДФ, ммоль/кг 
АМФ, ммоль/кг 
Э не р гет и чес к и й п оте н ци а л, 

усл. ед. 
Неорганический фосфор, 

ммоль/кг 
11отенциал фосфорилирова-

ния усл. ед. 
Гликоген, ммоль/кг 
Лактат , ммоль/кг 
Миру ват, ммоль/кг 

6 ,70±0 ,4 1 6 ,36±0 ,19 2 , 7 9 ± 0 , 1 8 + 
2 ,19±0 ,102 2 ,03±0,161 1 ,74±0 ,166+ 
0 ,48±0 ,026 0 ,54±0 ,086 1 ,19±0 ,143+ 
0 , 1 5 ± 0,009 0 ,17±0 ,020 1 ,00±0 ,132+ 
0 , 8 6 ± 0,025 0 ,84±0,051 0 , 5 9 ± 0 , 0 4 6 + 

7,31 ± 0 , 5 2 7 ,79±0,81 9 ,05±0 ,67 + 

1,60±0,132 2 ,09±0 ,433 6,21 ± 0 , 5 7 7 + 

37,1 ± 2 , 7 5 38 ,5±3 ,49 25,1 ± 2 , 1 4 + 
2 ,26±0,14 2 ,20±0 ,20 6,11 ± 0 , 1 5 + 
0 ,78±0 ,09 0 ,85±0 ,08 1 ,54±0 ,18+ 

4 ,01±0 ,12+- ' 
1,81 ± 0 , 1 4 0 + 
1,33±0,086 + 
0 , 8 0 ± 0 , 0 5 3 + 
0 ,63±0,044 + 

9,18=+=0,78 

6 ,72±0 ,479+ 

34 ,4±0 ,87 ' 
3 , 6 7 ± 0 , 2 6 + - ' 
1,12±0,!()+•• 

2 ,08±0,14+-* 
1 , 0 7 ± 0 , 1 7 2 + * 
1 ,39±0,109+ 
1 ,14±0,113+ 

0 , 4 9 ± 0 , 0 4 2 + 
12,01 ±0 ,38+-* 

15,57±0,241+>* 

2 1 , 3 ± 1 , 1 2 + 
7,91 ±0,39+-* 
2 , 0 8 ± 0 , 2 2 + 

2 , 3 3 ± 0 , 1 8 + 
1 ,35±0 ,279+ 
1,50±0,107 + 
0,91 ±0 ,081 + 
0,56 ± 0 , 0 3 8 + 

11,71 ± 0 , 6 2 + 

12,96±0,238+- ' 

3 4 , 3 ± 1,62' 
2,92±0,17+>-
1 , 2 1 I 0 , 1 Г) 1 •• 

вследствие р а с п а д а АТФ и к р е а т и н ф о с ф а т а , 
т а к как т а к и е продукты их к а т а б о л и з м а , как 
А М Ф и неорганический ф о с ф а т , п р я м о стимули-
руют активность ф о с ф о р и л а з ы - b . П р о д у к т ы д е г р а -
д а ц и и м а к р о э р г о в а к т и в и р у ю т и гликолитический 
фермент ф о с ф о ф р у к т о к и н а з у . О т р а ж е н и е м этого 
я в и л о с ь увеличение в 2 р а з а с о д е р ж а н и я пиру-
в а т а в м и о к а р д е о ж и в л е н н ы х крыс и в 2,7 
р а з а — л а к т а т а , п р е в р а щ е н и е в который гшру-
в а т а способствует получению Н А Д из Н А Д Н - Н , 
н а к а п л и в а ю щ и х с я в ходе а н а э р о б н о г о г л и к о л и з а . 
В сыворотке крови т а к ж е отмечали рост кон-
центрации л а к т а т а (см. т а б л . 1), причем все эти 
изменения д о с т о в е р н о у в е л и ч и в а л и с ь после 6-ми-
нутной клинической смерти, что о т р а ж а е т очень 
высокую интенсивность гликогенолиза и з н а ч и -
тельное с н и ж е н и е активности л о к а л и з о в а н н ы х в 
м е м б р а н а х ф е р м е н т о в цикла Кребса [11] . 

Введение к а р н о з и н а не о к а з ы в а л о з н а ч и т е л ь -
ного в л и я н и я на о б р а з о в а н и е м а к р о э р г и ч е с к и х 
ф о с ф о р н ы х соединений. Из т а б л . 2 видно, что 
л и ш ь с о д е р ж а н и е к р е а т и н ф о с ф а т а после 4 -минут-
ной клинической смерти б ы л о д о с т о в е р н о выше , 
чем у нелеченых животных . В остальных с л у ч а я х 
отмечали л и ш ь тенденцию к н о р м а л и з а ц и и со-
д е р ж а н и я м а к р о э р г о в и продуктов их к а т а б о л и з -
ма . Вместе с тем у крыс, п о л у ч а в ш и х при воз-
мещении кровопотери карнозин , с у щ е с т в е н н о сни-
ж а л о с ь с о д е р ж а н и е л а к т а т а и п и р у в а т а в мио-
к а р д е и сыворотке крови, что о т р а ж а л о , по-
видимому, более э ф ф е к т и в н у ю работу ф е р м е н т о в 
цикла Кребса . 

К 1,5 ч п о с т р е а н и м а ц и о н н о г о периода в мио-
к а р д е отмечали с н и ж е н и е на 2 2 — 2 7 % актив-
ности С О Д ф е р м е н т а , о с у щ е с т в л я ю щ е г о ан-

Влияние карнозина на процессы ПОЛ в сердечной мышце крыс 

т и р а д и к а л ь н у ю з а щ и т у клетки, и увеличение про-
д у к т о в П О Л — диеновых к о н ъ ю г а т о в и м а л о н о -
вого д и а л ь д е г и д а ( табл . 3 ) . Увеличение интен-
сивности процессов П О Л в д а н н о м с л у ч а е , как и 
с н и ж е н и е с о д е р ж а н и я макроэргических ф о с ф а т о в , 
могло вносить существенный в к л а д в усиление 
м е м б р а н о д е с т р у к ц и и и н а р у ш е н и е ф у н к ц и й мем-
б р а н о л о к а л и з о в а н н ы х л и п и д з а в и с и м ы х ф е р м е н -
тов. Введение к а р н о з и н а , о б л а д а ю щ е г о в ы р а ж е н -
ным а н т и о к с и д а н т н ы м свойством [13] , с о х р а н я л о 
а к т и в н о с т ь С О Д на контрольных ц и ф р а х и умень-
ш а л о накопление токсических продуктов П О Л , что 
с в и д е т е л ь с т в о в а л о об угнетении переокисления 
м е м б р а н н ы х ф о с ф о л и п и д о в . А н т и о к и с л и т е л ь н у ю 
а к т и в н о с т ь к а р н о з и н а с в я з ы в а ю т л и б о с его не-
посредственным в з а и м о д е й с т в и е м с п р о д у к т а м и 
П О Л [12] , л и б о с р е а к ц и я м и с супероксид-
ными и гидроксильными р а д и к а л а м и [7] , л и б о со 
способностью с в я з ы в а т ь ионы д в у х в а л е н т н о г о 
ж е л е з а , к а т а л и з и р у ю щ и е процессы П О Л на ста-
дии инициации и ветвления цепей | 5 | . 

В р я д е с л у ч а е в мы н а б л ю д а л и более з н а ч и -
тельный лечебный э ф ф е к т дипептида при увели-
чении п р о д о л ж и т е л ь н о с т и клинической смерти д о 
6 мин, т. е. при более в ы р а ж е н н о м п о в р е ж д е -
нии б и о м е м б р а н , что согласуется с д а н н ы м и 
л и т е р а т у р ы [1] . 

Таким образом , карнозин о к а з ы в а е т в ы р а ж е н -
ное м е м б р а н о п р о т е к т и в н о е действие , что п р о я в л я -
ется в уменьшении гиперферментемии в р а н н е м 
п о с т р е а н и м а ц и о н н о м периоде. Д а н н ы й э ф ф е к т 
опосредуется ограничением интенсивности процес-
сов П О Л с угнетением о б р а з о в а н и я л и б о ней-
т р а л и з а ц и е й токсических продуктов этого про-
цесса , которые в ы з ы в а ю т д е с т р у к ц и ю б и л и п и д -

Т а б л и ц а 3 

Серия опытов СОД, е д / ( м и н - м г ) Д К , ммоль/кг МДЛ, ммоль/кг 

Контроль 4 , 6 ± 0 , 2 2 11,4±2,47 5 , 0 ± 0 , 8 6 

Контроль + карнозин 5 ,2±0 ,54 15,8±2,15 6 , 4 ± 0 , 4 5 
Реанимация (4 мин) 3 ,6±0 ,16+ 78 ,4±10 ,30 + 12,7±1,72+ 
Реанимация (4 мин) + карнозин 4 , 9 ± 0 , 3 3 ' 4 2 , 7 ± 4 , 2 0 1 ' 6 ,5±1,32* 
Реанимация (6 мин) 3 ,4±0 ,16+ 8 1 , 4 ± 13,23+ 14,2±0,53+ 
Реанимация (6 мин) -(-карнозин 4 , 7 ± 0 , З Г 2 6 , 5 ± 5 , 0 9 4 ' ' 6 , 9 ± 1 , 3 2 ' 

П р и м е ч а н и е. Д К диеновые конъюгаты. 
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ного слоя мембран и с н и ж а ю т активность 
мембранолокализоваиных липидзависимых фер-
ментов. 
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MEMBRANE PROTECTIVE EFFECT O F CARNOSINE 
DURING THE POSTRESUSCITATION PERIOD FOLLOWING 
ACUTE FATAL BLOOD LOSS 
V. V. Rusakov, V. T. Dolgikh, О. V. Korpacheva 
Medical Insti tute, Omsk 

Activation of serum enzymes in male ra t s was detected 
dur ing the postresuscitat ion period af ter 4-6-min clinical death 
as a result of membrane destruction. Increase in the ra te 
of lipid peroxidation and impairments of energy metabolism 
in the myocardium were responsible for destruction of 
cardiomyocyte biomembranes. Administrat ion of carnosine 
(25 m g / k g body weight) s imultaneously with compensat ion 
for blood loss obviated the membrane bilipid layer destruction 
and contributed to the development of the optimal condidions 
for membrane-bound enzymes. 
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С. Э. Бармина, В. В. Новицкий, Е. Д. Гольдберг 

Р О Л Ь П Р О Ц Е С С О В Л И П О П Е Р О К С И Д А Ц И И 
В П А Т О Г Е Н Е З Е П А Р А Н Е О П Л А С Т И Ч Е С К О Й 
А Н Е М И И 

Институт фармакологии Томского научного центра РАМН 

К числу наиболее частых паранеопластиче -
ских синдромов относится анемия, в той или 
иной степени выраженности с о п р о в о ж д а ю щ а я 
развитие многих опухолей у человека и экспери-
ментальных животных [4, 7, 9 ] . Патогенез рако-
вой анемии, несмотря на значительное число ра-
бот, посвященных этой проблеме, нельзя считать 
окончательно установленным. Исходя из сво-
боднорадикальной теории о в заимоотношениях 
опухоли и организма-хозяина [2, 3, 7, 8 ] , мы 
полагаем, что в а ж н о е значение в понимании 
механизмов нарушения эритропоэза и повышенной 
гибели зрелых клеток красной крови при опухо-

левом росте [5] могут иметь результаты изуче-
ния процессов липопероксидации в э р и т р о ц и т а х 
периферической крови. Ц е л ь ю н а с т о я щ е г о иссле-
д о в а н и я явилось изучение состояния процессов 
липопероксидации в эритроцитах периферической 
крови у крыс в процессе развития л и м ф о -
саркомы Плисса . 

М е т о д и к а . Эксперименты выполнены на 62 белых неин-
бредных крысах-самках массой 150—200 г, 50 из которых 
перевивали лимфосаркому Плисса. Перевивку производили 
стерильно-гомогенной 25 % взвесью клеток опухоли в среде 199, 
вводимой в область бедра в количестве 0,2 мл. О состоя-
нии процессов липопероксидации в эритроцитах перифери-
ческой крови судили по содержанию вторичных продук-
тов перекисного окисления липидов ( П О Л ) шиффо-
вых оснований и концентрации SH-rpynn на 6, 12, 14, 17, 
19, 20, 24 и 26-й дни после перевивки опухоли. 

Содержание шиффовых оснований определяли по методу 
Плацера в модификации В. Б. Гаврилова и М. И. Мишко-
рудной [1] в гомогенате эритроцитов по специфической 
флюоресценции гептановых растворов липидов на флюорес-
центном спектрофотометре (^В Озб.=360 н м» ^эмис.=415 п м ) и 

выражали в относительных единицах флюоресценции на 1 мг 
общих липидов ( О Е / м г ) . SH-группы крови определяли фер-
рицианидным методом [6]. Оптическую плотность измеряли 
на микроскопе «Люмам-42» с фотометрической насадкой 
ФМЭЛ-1 при длине волны монохроматического света 
590 нм. На основании полученных данных рассчитывали 
концентрацию изучаемого субстрата на единицу клеточной 
поверхности, строили эритрограммы и определяли средние 
значения показателей на каждую контрольную точку экс-
перимента. В эти же сроки контролировали концентра-
цию гемоглобина, количество эритроцитов и содержание ре-
тикулоцитов в периферической крови. Достоверность разли-
чий сравниваемых показателей устанавливали с использо-
ванием критерия Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . А н а л и з изу-
ченных количественных показателей красной 
крови позволил выявить снижение концентра-
ции гемоглобина у ж е к 12-му дню после пере-
вивки опухоли до 125,6:4=4,3 г / л (фон 142,0=t 
± 0 , 4 г / л ; р < 0 , 0 1 ) . В последующие сроки наблю-
дения уровень гемоглобина еще более с н и ж а л с я , 
достигая минимальных значений (73,6—64 г / л ) к 
24—26-му дню эксперимента . Количество эритро-
цитов о к а з а л о с ь резко сниженным к 19-му дню 
р а з в и т и я опухоли — до 3,9=f=0,1 Т / л (фон -
6,3=Ь0,6 Т / л ; р < 0 , 0 0 1 ) и о с т а в а л о с ь на близком 
к этому уровне вплоть до окончания периода 
наблюдения . Анемия носила в ы р а ж е н н ы й регене-
раторный характер , о чем свидетельствовало 
неуклонно в о з р а с т а в ш е е с 19-го дня р а з в и т и я 
опухоли с о д е р ж а н и е ретикулоцитов. К последнему 
(26-му) дню эксперимента количество их было 
максимальным (184,4=М2,4°/оо) и более чем в 3 
ра за п р е в ы ш а л о исходные значения . П о я в л е н и ю 
л а б о р а т о р н о регистрируемых признаков анемии и 
периоду пальпаторного о б н а р у ж е н и я опухолевого 
узла (7—8-й день эксперимента) предшество-
в а л о статистически значимое снижение концент-
рации шиффовых оснований в гомогенате эритро-
цитов, определявшееся у ж е на 6-й день после 
т р а н с п л а н т а ц и и опухолевых клеток, до 0,128ч= 
± 0 , 0 0 2 Е / м г (фон 0,218=4=0,02 Е / м г ; р < 0 , 0 0 1 ) . 
Н а ч и н а я с 12-го дня развития опухоли с о д е р ж а -
ние вторичных продуктов П О Л неуклонно воз-
р а с т а л о и достигало максимума к 19-му дню 
0,805=+=0,05 Е / м г — 367,6 % от фонового уровня 
( р < 0 , 0 0 1 ) . В последующие сроки эксперимента 
концентрация шиффовых оснований постепенно 
с н и ж а л а с ь , о с т а в а я с ь тем не менее достовер-
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Содержание шиффовмх оснований и концентрации сульфгидрильных групп в эритроцитах периферической крови у крыс в процессе 
развития лимфосаркомы Плисса ( Х ± т ) 

День после перевивки 
опухоли 

Шиффовы основания, 
О Е / м г 

Сульфгидрильныо : группы, усл. ед. 
р День после перевивки 

опухоли 
Шиффовы основания, 

О Е / м г опыт контроль 
р 

Фон 0 ,218±0,004 — — 

6-й 0 ,128±0,002 0 ,2276±0,0015 0 ,2430±0,0017 < 0 , 0 1 
р < 0 , 0 0 1 

12-й 0 ,288±0 ,02 0,2071 ±0 ,0012 0 ,2149±0,0016 < 0 , 0 1 
р < 0 , 0 1 

17-й 0 ,335±0 ,03 0,1521 ± 0 , 0 0 1 3 0,1931 ±0 ,0017 < 0 , 0 0 1 
/ > < ( ) , ( ) 1 

19-й 0,805ч-0,05 0 ,1695±0,0010 0,1967±0,0011 <0 ,001 
р< 0,001 

22-й 0 ,520±0,008 0,2441 ± 0 , 0 0 1 5 0 ,2765±0,0014 <0 ,001 
р< 0,001 

24-й 0 ,484±0 ,05 0 ,1638±0,0010 0 ,2049±0,0016 < 0 , 0 0 1 
/?<(),001 

26-й 0,261 ± 0 , 0 2 0 ,2197±0,0014 0 ,3032±0,0018 <0 ,001 
/?<(),05 

0 ,2197±0,0014 

П р и м е м а н и е. Для шиффовых оснований приведены значения достоверности относительно предыдущего срока перевивки 
опухоли. 

но выше фоновых значений вплоть до послед-
него (26-го дня) наблюдения (см. т а б л и ц у ) . 

Средняя концентрация сульфгидрильных групп 
в эритроцитах периферической крови о к а з а л а с ь до-
стоверно сниженной уже на 6-й день после пере-
вивки опухоли до 0 , 2 2 7 6 ± 0 , 0 0 1 5 усл. ед. при 
0,2430=ь0,0017 усл. ед. в контроле ( р < 0 , 0 1 ) и 
о с т а в а л а с ь достоверно ниже соответствующих 
контрольных значений вплоть до окончания пе-
риода наблюдения (см. т а б л и ц у ) . 

Анализ структуры популяции эритроцитов по со-
д е р ж а н и ю в них изучаемого субстрата в дина-
мике развития опухоли выявил увеличение числа 
клеток с низким уровнем тиоловых соедине-
ний при одновременном снижении доли эритро-
цитов с высоким содержанием SH-групп. Так , на-
пример, на 6-й день после перевивки опухоли 
количество эритроцитов с минимально низким 
(0,170—0,194 усл. ед.) содержанием тиоловых 
групп достигало 1 1 , 6 % (в контроле 2 % ) , а 
число клеток с минимальной их концентрацией 
(0,290—0,319 усл. ед . ) , напротив, о к а з а л о с ь зна-
чительно ниже соответствующих значений в конт-
роле (6 % ) и составляло л и ш ь 0,4 % . К окон-
чанию периода наблюдения (26-й день) суммар-
ное число эритроцитов с минимально низкой 
(0,140—0,168 усл. ед.) и низкой (0,170—0,194 усл. 

ед.) концентрацией SH-групп составляло 16 % 
при полном отсутствии их в контроле. Количе-
ство клеток с высоким (0,320—0,344 усл. ед.) 
и максимально высоким (0,350—0,377 усл. ед.) 
содержанием тиоловых соединений в контроле 
составило в этот период исследования соответ-
ственно 19,2 и 4,8 % , тогда как у животных 
с опухолью они полностью отсутствовали. 

Таким образом, выявленные в динамике прове-
денных исследований изменения со стороны пока-
зателей, как прямо (содержание шиффовых соеди-
нений), так и косвенно (концентрация SH-
групп) , характеризующих уровень реакций П О Л в 
циркулирующих эритроцитах у животных с пере-
витой лимфосаркомой Плисса , свидетельствуют 
об интенсификации свободнорадикальных реакций 
в организме при опухолевом росте. Это в свою 
очередь дает основание утверждать , что одной из 
причин повышенного гемолиза эритроцитов при 

паранеопластической анемии является усиление 
процессов П О Л . 

Установленный факт снижения концентрации 
SH-групп и нарушения структуры популя-
ции эритроцитов по данному показателю д о по-
явления л а б о р а т о р н о регистрируемых признаков 
малокровия может служить важным признаком 
возникновения нарушений в эритроцитарных мем-
бранах , способствующих ускоренной гибели кле-
ток и обусловленных, по всей видимости, 
активацией процессов свободнорадикального оки-
сления, индуцированных р а з в и в а ю щ е й с я опу-
холью. 
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ROLE OF LIPID PEROXIDATION IN P A T H O G E N E S I S O F 
PARANEOPLASTIC ANEMIA. 

S. E. Barmina, I/. V. Novitsky, E. D. Goldberg 

Inst i tute of Pharmacology , Research Centre of the Academy 
of Medical Sciences of the Russian Federat ion, Tomsk. 

Growth of Pliss lymphosarcoma inoculated into r a t s was 
accompanied by development of amenia, whereas content of 
Shiff bases was increased and concentration of S H - g r o u p s 
w a s decreased in erythrocytes of peripheric blood. Al tera t ions 
in content of lipid peroxidation products , especially the decrease 
of SH-groups , were detected before manifes ta t ions of the anemia 
indications registered under laboratory conditions. This sugges t s 
the importance of lipid peroxidation in elevated ra te of erythro-
cyte hemolysis dur ing tumor growth . 
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ИССЛЕДОВАНИЕ АНТИОКСИДАНТНОЙ АК-
ТИВНОСТИ ОТДЕЛЬНЫХ ФРАКЦИЙ МОЗГО-
ВОЙ ТКАНИ 

Институт нейрохирургии им. Н. Н. Бурденко РАМН, Москва 

Как было нами ранее показано в экспери-
менте на кроликах, при черепно-мозговой травме 
в мозгу животных нарастает количество пере-
кисных соединений липидов. Параллельно с этим 
процессом мы наблюдали резкое подавление одной 
из важнейших защитных реакций этого органа 
его общей антиоксидантной активности (АОА) 
[ 3 ] . 

О б щ а я АОА это сложная система, которая 
состоит из комплекса составляющих, играющих 
важную роль в жизнедеятельности мозга, так 
как она регулирует обменные реакции мозга, воз-
действуя опосредованно, через перекисные соеди-
нения липидов на процессы мембранной прони-
цаемости и активность ферментов, локализован-
ных на мембранах клеточных структур. 

В данной работе мы исследовали вклад, вноси-
мый белками и липидами мозга в суммарную 
АОА в норме и при черепно-мозговой травме 
в эксперименте. 

М е т о д и к а . Объектом исследования явились кролики-
самцы породы шиншилла массой 2,5 3 кг. Черепно-мозго-
вую травму средней степени тяжести наносили стандарт-
ным методом [4| . Животных забивали воздушной эмболией. 
Извлечение мозга и все последующие операции с ним про-
водили на холоду. Ткань мозга гомогенизировали в фосфат-
но-солевом буфере рН 7,4 при соотношении ткань мозга 
буфер 1:4. К 0,5 мл гомогената добавляли 2,7 мл дистиллиро-
ванной воды, 8 мл метанола и 4 мл хлороформа. Смесь 
перемешивали на магнитной мешалке в течение 3 мин, добав-
ляли еще 4 мл хлороформа и продолжали перемешива-
ние еще 1 мин. Реакционную смесь в делительной во-
ронке ставили в холодильник на 1 ч до полного расслоения 
фаз [5]. После разделения каждую фазу упаривали на ротор-
ном испарителе до объема 2,5 мл. 

В полученных образцах определяли АОА на разработан-
ной нами модели, где субстратом окисления служила лино-
левая кислота [2]. Отличие от описанной в работе методики 
состоит лишь в том, что вместо 100 мкл брали 200 мкл 
исследуемого раствора. 

Концентрацию ТБК-активных продуктов определяли мето-
дом [7], белка - методом Лоури [6J. Результаты опытов 
обрабатывали статистически с использованием метода 
Стыодента [ 1 ]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как следует 
из полученных данных, липидная фракция на дан-

ной модельной системе не проявляет АОА, а об-
щая величина ТБК-активных продуктов, образо-
вавшихся при инкубации линолевой кислоты с до-
бавкой липидной фракции, равна сумме концент-
раций ТБК-активных продуктов, образовавшихся 
в самой модельной системе и в отдельно взятой 
липидной фракции (см. таблицу) . В то ж е время 
удельная АОА водно-белковой фазы д а ж е несколь-
ко превышает удельную АОА всего гомогената. 
Этот факт позволяет думать о том, что основ-
ная АОА мозга сосредоточена в водно-белковой 
фазе, причем то, что АОА всего гомогената меньше 
АОА водно-белковой фазы, можно, вероятно, 
объяснить тем, что в единице объема водно-белко-
вой фракции количество белка несколько ниже, 
чем в единице объема гомогената. Следует т а к ж е 
отметить, что при инкубации смеси такой ж е 
аликвоты водно-белковой фазы с липидной фрак-
цией, используемой в данном случае в качестве 
модельной системы, происходит 50 % ингибирова-
ние образования ТБК-активных продуктов. Кроме 
того, АОА водно-белковой фазы претерпевает 
синфазные изменения с АОА всего гомогената 
после травмы и регулируется активацией Ц Н С 
травмированных животных. При этом АОА липид-
ной фракции так и остается нулевой. 

Необходимо т а к ж е отметить, что 80 % АОА вод-
но-белковой фазы приходится на ее водораствори-
мую часть. Мы убедились в том, что в липидную 
фракцию гомогената мозга переходит весь содер-
ж а щ и й с я в могзу а-токоферол, при этом можно бы-
ло ожидать, что АОА его скажется при определе-
нии АОА липидной фракции. Однако, как это было 
показано выше, эта фракция не проявляет анти-
оксидантных свойств, что, вероятно, может быть 
следствием того, что концентрация антиоксидан-
тов, в частности и сх-токоферола, недостаточно 
велика для проявления существенных антиокси-
дантных свойств на используемой нами модели. 
В подтверждение такого предположения можно 
привести следующие данные: при добавлении к го-
могенату мозга такого количества а -токоферола , 
которое содержится в мозгу (1,5 мкг на 100 мг 
сырой ткани) , его общая АОА по отношению к ли-
ноленовой кислоте не претерпевает изменений. 
При исследовании собственной АОА а-токоферола 
на предложенной модельной системе оказалось , 
что количество cz-токоферола, равное концентра-
ции его в мозгу, не проявляет никакого анти-
оксидантного эффекта и только при увеличении 
его в 3 раза и более наблюдается нараста-
ние АОА, пропорциональное количеству добавлен-
ного в пробу а-токоферола. 

АОА водно-белковой и липидной фракций мозга 

АОА Норма Травма Травма-f- фенамин 

Общая АОА гомогената, %/мкг белка 22,78±0,49 (п = 5) 11,10±1,32 (п=5) 22,06±0,98 (п=5) 
р, <0 ,001 
р 2 > 0 , 0 5 

АОА водно-белковой фракции, %/мкг 22,76=1=1,78 ( я = 5 ) 19,26±1,32 ( я = 5 ) 33,36=Ь 1,49 (я = 5) 
бел ка 

р, <0,001 
р2 > 0 , 0 5 

АОА липидной фракции 0 0 0 
а-Токоферол, мкг/100 мг сырой ткани 1,52±0,04 ( л = 1 0 ) 0 ,26±0,06 (п=5) 0,30±(),07 (п=5) 

Pi <0,001 
р2 <0,001 

П р и м е ч а н и е . В скобках число опытов. р\ — достоверность различий между группами «норма» и «травма», рч — достовер-
ность различий между группами «норма» и «травма-Ьфенамин». 



Таким образом, на основании полученных дан-
ных можно высказать предположение о том, что 
основными компонентами, обеспечивающими АОА 
мозга, являются водорастворимые вещества 
(амины, аминокислоты, ферменты, белки, аскорби-
новая кислота и др . ) , в то время как а-токо- ( 
ферол и липиды мозга не играют сколько-нибудь 
существенной роли в этой важной защитной си-
стеме мозга. 
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ANTIOXIDATIVE ACTIVITY OF INDIVIDUAL FRACTIONS 
O F BRAIN TISSUE. 

M. Sh. Promyslov, M. L. Demchuk 

N. N. Burdenko Insti tute of Neurosurgery , Russian Academy of 
Medical Sciences, Moscow. 

The overal antioxidative activity was studied in the rabbit 
brain hornogenate, water-soluble protein and lipid f ract ions . 
The antioxidative activity of water-soluble protein fraction made 
a major contribution to the total activity, while the ant ioxidat ive 
activity est imated by the procedure used was not detected in the 
lipid fraction. Antioxidant activity both in the brain hornogenate 
arid water-soluble protein fraction was similarly altered dur ing 
craniocerebral t r auma and af ter st imulation of the central 
nervous system in the injured animals . 
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ВЛИЯНИЕ МЕТОТРЕКСАТА НА ФЕНОБАРБИ-
ТАЛОВУЮ ИНДУКЦИЮ МОНООКСИГЕНАЗ 
И УДФ-ГЛ ЮКУ РОНОЗИЛТРАНСФ ЕР АЗЫ ПЕ-
ЧЕНИ КРЫС 

Институт биохимии АН Беларуси, Гродно 

Одним из адаптационных механизмов з ащиты 
организма от токсического действия ксенобиоти-
ков является индуцибельность ферментных систем, 
участвующих в их метаболизме. Среди этих систем 
наиболее важными являются цитохром Р-45'О-за-
висимые монооксигеназы и УДФ-глюкуроиозил-
трансфераза , локализованные в эндоплазматиче-
ском ретикулуме печени. 

Основной механизм индукции ферментов связан 
с системой синтеза ферментного белка [8] . По-
скольку одним из естественных факторов, участ-
вующих в биосинтезе белка, является фолиевая 
кислота [4], нами предприняты исследования по 

выяснению ее роли в функции этих ксенобиотик^ 
метаболизирующих систем [1—3]. 

Целью настоящей работы является изучение ин-
дуцибельности монооксигеназной и УДФ-глюкуро-
нозилтраисферазной систем печени крыс при фо-
латной недостаточности. 

М е т о д и к а . Опыты проведены на 82 беспородных крысах-
самцах массой 1 2 0 - 1 4 0 г. Индукцию ферментов вызывали 
введением фенобарбитала натрия (60 мг/кг подкожно в тече-
ние 14 дней), фолатную недостаточность - - обработкой жи-
вотных метотрексатом (0,25 мг/кг подкожно в течение 
14 дней). Через 24 ч после последней инъекции веществ 
животных декапитировали и в микросомальной фракции пече-
ни определяли содержание цитохромов Р-450, Ьд, активность 
амидопирин- и этилморфин-Ы-деметилаз, анилин-п-гидрокси-
лазы и УДФ-глюкуронозилтрансферазы по методам, описанным 
нами ранее [1]. Содержание белка в микросомах опреде-
ляли по методу [7], скорость его синтеза — по включению 
| 4С-лейцина (50 мкКи/100 г внутрибрюшинно за 7 мин до 
декапитации). Активность глюкуроконъюгации в условиях це-
лого организма оценивали по уровню выделяемых с мочой 
глюкуроконъюгатов (связанная глюкуроновая кислота) [11 | . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При введе-
нии метотрексата уровень микросомального белка 
печени, содержание в микросомах цитохромов 
Р-450, Ь5, активность амидопирин-Ы-деметилазы, 
этил морфин-N-деметил азы, анилин-п-гидроксила-
зы, УДФ-глюкуронозилтрансферазы и выделение 
с мочой связанной глюкуроновой кислоты по срав-
нению с интактными животными уменьшались на 
21, 60, 39, 33, 53, 21, 41 и 2 8 % соответственно. 
У этих животных снижалась скорость включения 
14С-лейцина в общую фракцию белка микросом 
на 45 %. После введения фенобарбитала содержа-
ние белка, активность указанных ферментов 
и экскреция глюкуронидов увеличились соответ-
ственно на 28, 187, 63, 163, 162, 100, 95 и 60 % 
(см. таблицу) . 

Индуцирующее действие фенобарбитала у крыс, 
обработанных метотрексатом, значительно тормо-
зилось: уровень микросомного белка, содержание 
цитохрома Ь5, активность анилин-п-гидроксилазы, 
УДФ-глюкуронозилтрансферазы и скорость экс-
креции связанной глюкуроновой кислоты у этих 
крыс оставались на уровне интактных животных, 
а содержание цитохрома Р-450 было д а ж е сниже-
но на 33 %. Отмечалось лишь незначительное по-
вышение (на 17 и 27 % ) активности амидопи-
рин- и этилморфин-Ы-деметилаз. 

Блокирование метотрексатом фенобарбиталовой 
индукции монооксигеназной и глюкуроконъюги-
рующей систем свидетельствует об участии фо-
лиевой кислоты в этом процессе. 

Основной механизм индукции цитохрома Р-450 
заключается в увеличении содержания Р Н К и син-
теза белка de novo, что сопровождается увеличе-
нием уровня апопротеина фермента, а т а к ж е раз-
растанием мембран эндоплазматического ретику-
лума [8 | , о чем свидетельствуют и наши дан-
ные об увеличении микросомного белка. Увеличе-
ние уровня Р Н К под влиянием фенобарбитала 
происходит преимущественно за счет снижения 
ее катаболизма [9 | . Среди факторов, обеспе-
чивающих стабильность индуцированной Р Н К , ос-
новным является увеличение метилирования ее 
метионином [10]. Наряду с повышением синтеза 
апопротеина при введении фенобарбитала увели-
чивается образование и простетической части 
цитохрома — гема — за счет усиления конденса-
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Активность монооксигеназ и глюкуронозилтрансферазы печени крыс, содержание и скорость синтеза микросомального белка 
при раздельном и комбинированном введении фенобарбитала и метогрексата в течение 14 дней 

Исследуемый показатель Контроль Метотрсксат, 
0 ,25 мг/кг 

Фенобарбитал , 
60 мг /кг 

Фенобарбитал-) -
-{-метотрексат 

Содержание микросомного белка, мг / г печени 5,34=t0,22 4 , 2 2 ± 0 , 3 7 6 , 8 3 ± 0 , 5 2 * 4 , 5 8 ± 0 , 3 9 
Включение | 4 С-лейцина, имп./мин 1 3 1 5 ± 9 3 7 1 7 ± 126 — 

Цитохром Р-450, нмоль/мг 0 , 6 5 ± 0 , 0 8 0,26=Ь0,03* 1,874=0,31* 0,444=0,10*' 
Цитохром bs, нмоль/мг 0 , 5 5 ± 0 , 0 7 0 , 3 3 ± 0 , 0 2 * 0,90=1=0,14* 0,46=1=0,05**'* 
Амидопирин-N-деметилаза, имоль /мии/мг 7,444-0,22 4,97=1=0,37* 19,52=1=0,39* 8,71 =1=0,31 *' 
Этил морфин-N-деметил аза , нмоль /мин/мг 7 , 4 8 ± 0 , 2 0 3 , 5 5 = Ь 0 , 2 1 * 19,73±0,56* 9,554=0,38*' 
Анилин-п-гидроксилаза, нмоль /мин/мг 0,544-0,02 0,43=1=0,01 1,084-0,03* 0,62=fc0,02 
УДФ-глюкуронозилтрансфсраза , имоль /мин/мг 12,26=1=1,26 7,23=1= 1 ,33* 23,864= 1,91 * 13,944=2,54*' 
Глюкуроиовая кислота, мг/порцию: 

общая 1,51 ± 0 , 1 0 1,01 ± 0 , 1 9 * 2,47=ь0,19* 1,73=1=0,15*' 
связанная 1 ,09±0 ,09 0 , 7 8 ± 0 , 1 1 * 1,744=0,15* 1,374=0,11*' * * 

II р и м е ч а н и е . Одна звездочка р < 0 , 0 5 по сравнению с контролем, две • по сравнению с получавшими фенобарбитал 
крысами. При комбинированном введении использовались те же дозы препаратов, что и при раздельном. 

ции глицина и сукцинил КоА в 5-аминолевулинат 
[5]. Увеличивается т а к ж е содержание в микросо-
мах фосфатидилхолина, обусловливающего сни-
жение микровязкости мембран, а следовательно, 
улучшающего электронтранспортную функцию ок-
сидоредуктаз и взаимодействие цитохрома Р-450 
с субстратами. 

Рассматривая представленные механизмы фе-
нобарбиталовой индукции цитохрома Р-450 (уве-
личение синтеза и стабильности нуклеотидов 
и белка, образования 5-аминолевуленовой кислоты 
и мембранного фосфатидилхолина) в связи 
с коферментной функцией фолиевой кислоты [4], 
можно предположить, что эти механизмы прямо 
или косвенно обусловлены фолатзависимыми про-
цессами метаболизма. Об этом свидетельствуют 
т а к ж е данные о снижении уровня фолатов в кро-
ви и развитии фолатдефицитных анемий у боль-
ных эпилепсией, длительно получавших фенобар-
битал [6 | . 
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E F F E C T O F METHOTREXATE ON THE P H E N O B A R B I T A L -
P R O D U C E D I N D U C T I O N OF M O N O O X Y G E N A S E S AND 
U D P - G L U C U R O N O S Y L T R A N S F E R A S E ACTIVITY IN RAT 
LIVER T I S S U E . 

P. I. Lukienko, L. F. Legonkova, M. /. Bushma, A. Yu. Shoka, 
/. V. Zverinsky, L. B. Zavodnik 

Ins t i tu te of Biochemistry, Academy of Sciences of the 
Byeloruss ian Republic, Grodno. 

Metho t rexa te (N l 0 -methyl -4-amino-4-deoxyfol ic a c id ) , admi-
nistered to r a t s subcu taneous ly at a dose of 0.25 m g / k g 
within 14 days, w a s found to decrease content of mic rosomal 
protein in liver t i ssue and content of cy tochromes P-450 and bs a s 
well as the d r u g decreased activity of amidopyr ine- and 
e thy lmorphine-N-demethy lases , ani l ine-p-hydroxylase , U D P - g l u -
c u r o n o s y l t r a n s f e r a s e and u r ina ry excretion of g l u c u r o n i d e s by 
21 %, 6 0 % , 3 9 % , 3 3 % , 5 3 % , 21 %, 41 % and 2 8 % , res-
pectively. Phenobarb i t a l , adminis te red subcu taneous ly at a dose 
of 60 m g / k g within 14 days , elevated the p a r a m e t e r s by 28 %, 
187 % , 6 3 %, 163 %, 162 %, 100 %, 95 % and 60 % , respect ively. 
The effect of phenobarb i ta l in combinat ion with me tho t r exa t e 
w a s decreased by 7 7 % , 4 9 % , 5 5 % , 5 2 % , 4 3 % , 4 2 % and 
22 %, respectively. 

(g) К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В , 1993 
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С. Я. Проскуряков, Е. О. Федоровская, 
/ / . И. Рябненко, А. М. Поверенный 

ВЛИЯНИЕ УНИТИОЛА НА ПРОТИВООПУХО-
ЛЕВУЮ И АНТИМЕТАСТАТИЧЕСКУЮ АК-
ТИВНОСТЬ N-МЕТИЛ ФОРМАМИДА 

НИИ медицинской радиологии РАМН, Обнинск 

Открытие феномена индукции более дифферен-
цированного или «менее злокачественного» фено-
типа у культивируемых клеток ряда линий поляр-
ными растворителями возобновило интерес к ним 
как к противоопухолевым агентам. Наиболее эф-
фективным среди них оказался N-метилформа-
мид (МФ) , что обусловило начало его широких 
клинических испытаний [5]. В ряде работ [6, 11] 
противоопухолевая и дифференцирующая актив-
ность МФ связывается со снижением содержа-
ния тиолов, в основном глутатиона, которое со-
провождается образованием метаболитов МФ в 
клетках. Д л я оценки роли тиоловых групп в ме-
ханизме действия МФ in vivo мы изучили влияние 
фармакопейного препарата унитиола, имеющего 
в структуре две SH-группы, на противоопухоле-
вую и антиметастатическую активность МФ. 

М е т о д и к а . В работе использовали отечественный пре-
парат унитиол и МФ («Koch-Light») . Соединения растворя-
ли в 0,9 % NaCl и вводили внутрибркнпиино мышам-опу-
холеносителям, МФ в дозе 300 мг/кг , унитиол — 5 мг /кг . При 
совместном использовании эти агенты инъецировали живот-
ным одновременно. О п у х о л ь — к а р ц и н о м у легких Л ы о и с а 
( К Л Л ) — перевивали внутримышечно в заднюю лапу мышей-
самок (18—20 г) линии C57BI /6 . Введение препаратов начи-
нали на следующие сутки после перевивки опухоли и продол-
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Влияние МФ и унитиола на 
рост карциномы К Л Л . 
По оси абсцисс — время после 
прививки опухоли, сут; по оси орди-
нат диаметр опухоли, мм. 
/ контроль; 2 МФ (300 мг/кг 
6-кратно)-f-унитиол (5 мг/кг 6-крат-
но); 3 — МФ (300 мг/кг 6-кратно) . 
Стрелками указаны сроки введения 
препаратов. Влияние одного унитиола 
на рост опухоли не показано, так как 
эти данные практически совпадают 
с контролем. 

жали введение через 2 дня на 3-й до 19-х суток. Размер 
опухоли и число метастазов в легких определяли по ранее 
описанной методике [2]. Данные представлены в виде М ± г а , 
где М — среднее, а т среднеквадратичное отклонение 
среднего. 

Р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и я . Как видно 
на рисунке, рост опухоли у мышей, обработан-
ных МФ, з а м е д л я л с я по сравнению с контролем 
начиная с 7-х суток после перевивки и существенно 
отставал от него на протяжении всех сроков на-
блюдения. Введение М Ф совместно с унитиолом 
т а к ж е вызывало замедление роста опухоли по 
сравнению с контролем, однако ее размеры в тече-
ние всего периода наблюдения превышали разме-
ры опухоли, обработанной одним МФ. 

Размеры опухолей на 19-е сутки наблюдения 
представлены в таблице, при этом диаметр опухоли 
у животных, обработанных одним МФ, был в 
1,4 раза меньше, чем у контрольных животных 
(р<С0,05), а у животных, обработанных сочета-
нием М Ф + унитиол, был в 1,2 раза больше, 
чем у обработанных только М Ф ( р < 0 , 0 5 ) . 

В таблице т а к ж е представлены данные о числе 
спонтанных метастазов , развившихся у подопыт-
ных и контрольных животных на 19-е сутки по-
сле прививки опухолей. После 6 -кратного введения 
М Ф число метастазов в легких у животных-
опухоленосителей составляло в среднем 6,5 на 
1 мышь и было в 5 раз меньше, чем у контрольных 
животных (р<<0,05). При обработке животных 
двумя препаратами вместе число метастазов в лег-
ких у них т а к ж е достоверно уменьшалось (при-
мерно в 2 р а з а ) до 14 метастазов на животное , 
но оставалось при этом в 2,5 раза больше, чем 
у животных, обработанных только МФ. Введение 
одного унитиола мышам-опухоленосителям не вы-
з ы в а л о изменений в скорости роста К Л Л и ее ме-
тастазирования . 

Размер КЛЛ и число спонтанных метастазов в легких у 
мышей-опухоленосителей на 19-е сутки ее развития и после 
6-кратной инъекции МФ (300 мг/кг) и унитиола (5 мг/кг) 

Воздействие Число метастазов Воздействие Размер опухоли, мм в легких 

Контроль 14,7±0,3 (29) 31 ± 5 (29) 

МФ 10,7±0,5 (19) 6 , 5 ± 1 , 5 (19) 
Унитиол 14,2±0,2 (1 I) 3 2 ± 4 ( 1 1 ) 
М Ф + у н и т и о л 12,2±0,3 ( I I ) 1 4 ± 2 ( I I ) 

П р и м е ч а н и е . Представлены средние арифметические 
величины и среднеквадратичные ошибки средних; в скобках — 
число животных. 

Полученные данные указывают на то, что обра-
ботка животных-опухоленосителей К Л Л поляр-

. ным растворителем М Ф вызывает з амедление ро-
ста опухоли и ингибирует ее метастазирование 
в легкие. Подобную противоопухолевую актив-
ность М Ф проявлял и на ряде других, опухолей 
мышей: гепатокарциноме, фибросаркоме , карци-
номе молочной железы [8] , асцитной опухоли 
Эрлиха , гепатоме 22А, тимоме EL-4 [3] . Чувстви-
тельность к М Ф широкого спектра опухолей 
различного происхождения и локализации и отсут-
ствие реакции на него у кроветворной ткани 
[10] привлекают серьезное внимание к механиз-
мам его биологической активности. Наиболее в а ж -
ными здесь остаются два вопроса: о связи диф-
ференцирующей и противоопухолевой (антимета-
статической) активности М Ф и о конкретных 
биохимических механизмах его действия. 

Исследования, проведенные in vitro, убедитель-
но показывают, что индукция М Ф у опухолевых 
клеток «менее злокачественного» фенотипа сопро-
в о ж д а е т с я снижением в этих клетках основного 
детоксицирующего эндогенного агента — глута-
тиона, а компенсация этого снижения добавлением 
экзогенного тиола практически полностью ингиби-
рует дифференцирующую и противоопухолевую 
активность М Ф [6, 11]. В качестве экзогенного 
тиола в опытах in vivo был выбран ф а р м а к о -
пейный препарат унитиол, способный з а щ и щ а т ь 
пул эндогенных тиолов [9]. Известно т а к ж е , что 
унитиол может стимулировать метастазирование 
опухоли К Л Л через механизм ингибирования 
киназ [1]. Однако в наших опытах, как видно из 
таблицы, унитиол не модифицировал метастати-
ческую активность К Л Л , очевидно, из-за более 
(в 6 раз ) низкой, чем в работе [1], использован-
ной дозы. Тем не менее д а ж е при этой дозе унитиол 
существенно изменял терапевтическую активность 
\ \ Ф . Из таблицы видно, что применение М Ф 
гжместно с унитиолом ингибировало рост опухоли 

11 < I 17 % слабее, чем один МФ, а число метаста-
зов в легких у животных, обработанных д в у м я 
препаратами вместе, было на 77 % выше, чем 
у обработанных одним МФ. 

Полученные нами данные позволяют считать, 
что инактивация SH-групп может играть сущест-
венную роль в противоопухолевой и антимета-
статической активности МФ in vivo. Учитывая , что 
эффективные концентрации М Ф в организме зна-
чительно ниже, чем в опытах in vi t ro [12], м о ж н о 
предположить, что в механизм действия М Ф 
включаются не все тиоловые группы, а специфи-
ческие, относящиеся , в частности, к SH-группам 
поверхности клеток [4, 7 ] . 
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EFFECT OF UNITHIOL ON ANTITUMOR AND ANTIMETA-
STATIC P R O P E R T I E S OF N-METHYL FORMAMIDE. 
S. Ya. Proskuryakov, E. O. Fedorovskaya, N. 1. Ryabchenko, 
A. M. Poverenny 
Insti tute of Medical Radiology, Academy of Medical Sciences 
of the Russian Federat ion, Obninsk. 

Anti tumor and ant imetas ta t ic properties of N-methyl forma-
mide — an agent related to differentiation of tumora l cells and 
unithiol, official detoxicating d rug containing SH-g roups were 
studied in C57BI /6 mice inoculated with Lewis's lung carc inoma. 
The d rugs were administered in t r ape r i tonea l^ into an ima l s at 
days 1, 4, 7, 13 and 16 af ter carcinoma inoculation and their 
effects were evaluated at day 19. Single adminis t ra t ion of 
unithiol, 5 m g / k g body weight, did not affect tumor growth and 
metas tase spreading. At the same time, N-methyl fo rmamide 
(single administrat ion of 300 m g / k g body weight) inhibited 
tumor growth and decreased 5-fold an amount of spontaneous 
metas tases in lungs. However, the ant i tumor and an t imetas ta t i c 
activities of N-methyl fo rmamide were decreased af ter s imul ta-
neous adminis t ra t ion with unithiol. Importance of S H - g r o u p s in 
therapeutic effects of N-methyl formamide is discussed. 
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П. Е. Цанев, Е. А. Козлов, Л. С. Бассалык, 
С. М. Паршикова 

МЕТАЛЛОЗАВИСИМАЯ КОЛЛАГЕНОЛ ИТИ-
ЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ В ПЕРВИЧНЫХ ОЧА-
ГАХ И МЕТАСТАТИЧЕСКИ ПОРАЖЕННЫХ 
ЛИМФАТИЧЕСКИХ УЗЛАХ МЕЛАНОМ 

Онкологический научный центр РАМН, Институт биологиче-
ской и медицинской химии РАМН, Москва 

Метастазирование является критическим момен-
том д а ж е после радикального хирургического 
удаления опухоли, значительно ухудшающим про-
гноз заболевания. Поэтому одной из наиболее 
актуальных в теоретическом и практическом отно-
шении проблем онкологии является изучение меха-
низмов инвазии и метастазирования опухолевых 
клеток. 

В процессах инвазии и метастазирования актив-
ное участие принимают металлозависимые про-
теиназы [4, 7] . Известно также , что метастати-
ческие опухолевые клетки, передвигаясь от пер-
вичного очага, должны преодолеть различные тка-
невые барьеры, включая базальную мембрану 
кровеносных и лимфатических сосудов. Методом 
электронной микроскопии установлено наличие 
локальных расщеплений эндотелиальной базаль-
ной мембраны в зонах контакта с цитоплазма-
тическими мембранами опухолевых клеток [12]. 
Это дает основание полагать, что лизосомаль-

ные, мембранно-связаниые или секрет ируемые 
опухолевыми клетками протеолитические металло-
зависимые ферменты могут быть эффективными 
медиаторами в процессе их инвазии. Пенетрация 
метастатических клеток через базальную мембра-
ну является сложным процессом, включающим 
ряд последовательных этапов: прикрепление 
клеток к мембране, последующие расщепление 
базальной мембраны и миграция неопластических 
клеток [ 111. 

Основным структурным белком базальной мем-
браны является коллаген типа IV, который хими-
чески и иммунологически отличается от коллаге-
нов типов I и III стромы [9]. Неколлагеновый 
скелет эндотелиальной мембраны состоит в основ-
ном из двух белков — ламинина и фибронектина 
[11]. Метастатические опухолевые клетки имеют 
на своей цитоплазматической мембране рецепторы 
с высоким сродством к ламинину. При связыва-
нии неопластических клеток с ламинином индуци-
руется синтез коллагеназ, которые специфически 
деградируют коллаген типа IV [6]. Установлено, 
что опухолевые клетки продуцируют т а к ж е метал-
лопротеиназы, рассекающие полипептидные цепи 
коллагенов типов I, III и V в неактивных формах 
[8]. Активация проколлагеназ может происхо-

дить как внутри-, так и внеклеточно. Установле-
но, что проколлагеназа типа IV интрацеллюлярно 
активируется метаболитами арахидоновой кисло-
ты, а в экстрацеллюлярных условиях активато-
ром плазминогена и плазмином [11]. Показано, 
что ингибиция этих активаторов предотвращает 
инвазивиость неопластических клеток [11]. Мета-
статический потенциал опухолевых клеток корре-
лирует с их коллагенолитической активностью 
[3, 9 ] . В опухолях с высоким метастатическим 
потенциалом снижено содержание тканевых инги-
биторов металлопротеиназ, что приводит к экс-
прессии коллагенолитической активности неопла-
стических клеток [111. 

Высказано предположение, что поверхностно-
мембранная локализация металлопротеиназ яв-
ляется оптимальной для их ферментативного 
действия [13]. Конформационное соответствие 
между поверхностью метастатических клеток и ба-
зальной мембраной, вероятно, облегчает процесс 
деградации коллагена локальным действием кол-
лагеназ и ограничением доступа протеазных ин-
гибиторов. 

Целью настоящей работы явилось исследова-
ние металлозависимой коллагенолитической ак-
тивности раздельно в первичной меланоме, образ-
цах здоровой кожи вокруг опухоли, доброкачест-
венных пигментных новообразованиях, метастати-
чески пораженных и непораженных лимфатиче-
ских узлах. 

М е т о д и к а . Обследовано 53 больных меланомой кожи 
(38 женщин и 15 мужчин) в возрасте от 30 до 70 лет. Клиниче-
ский диагноз был подтвержден данными морфологического 
исследования после хирургического удаления опухоли и мета-
стазов в регионарных лимфатических узлах. У большинства 
обследованных больных первичная опухоль имела III и IV сте-
пень инвазии по Кларку. 

Все обследованные пациенты были разделены на две груп-
пы. Первую группу составили 25 больных с выявленным первич-
ным очагом меланомы, вторую — 28 больных в стадии диссе-
минации опухоли в регионарные лимфатические узлы. 

В качестве контроля металлозависимую коллагенолитиче-
скую активность определяли в образцах доброкачественных 
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Коллагенолитическаи активность (в % от эндогенною субстра-
та, гидролизованного за время инкубации) в исследованных 
образцах неопластической и здоровой ткани 

Коллагсиолитическая активность 

Ткг.нь n Ткг.нь металлоза- металлонеза-
висимая висимая 

Первичные очаги мела- 25 
ном 

Невусы 4 

Кожа, окружающая 6 
опухоль 

Л имфатические узлы, 28 
пораженные мета-
стазами 

Непораженные лимфа- 5 
тические узлы 

4,50^=0,70' 
Р\ 3 < 0 , 0 0 1 
р | Г)<0,001 
0 ,23±0 ,14 * 

р3 ,<0 ,001 
1,23±0,46г> 

Рь | <0 ,001 
6 ,80±0,90 7 

р7 9 < 0 , 0 0 1 

1,54±0,80 9 

Рд 7 < 0 , 0 0 1 

5 , 0 5 ± 1,302 

р 2 4 < 0 , 0 5 
р2 6<0,02 

2 , 3 ± 0 , 7 8 
Р4 2 <0Д)5 
1,834=0,46" 
Рб 2<0,02 
6 ,10±0 ,72 8 

Рн ю < 0 , 0 0 1 

0,73=h0,2410 

Р ю 8<0,0()1 

пигментных невусов, здоровой кожи вокруг опухоли и непо-
раженных метастатическими клетками лимфатических узлах. 

Материал до использования хранили при —70 °С. 
Принцип определения коллагенолитической активности со-

стоит в том, что после гомогенизации опухолевой ткани колла-
геназа остается прочно сорбированной на нерастворимой 
фракции коллагена и при инкубации атакует коллагенные 
фибриллы, в результате чего наступает солюбилизация [10]. 
Количество солюбилизироваиного коллагена оценивали но со-
держанию гидроксипролииа в растворимой фракции [2]. 

Исследуемые ткани измельчали на холоду последователь-
но в гомогенизаторе «Vir-Tis-45» и стеклянном гомогенизаторе 
и промывали 0,02 М С а С ^ . Полученные гомогенаты центри-
фугировали 20 мин при 6000 g. Осадки промывали 
0,01 М СаС1г, содержащим 0,25 % тритон Х-100. Промытые 
детергентом осадки суспендировали в 10-кратном объеме 
0,05 М грис-НС1-буфера рН 7,5 при 4 °С, содержавшего 
0,01 М СаС12, 0,020 мг/мл азида натрия и 0,4 мг/мл гарами-
цина. Д л я определения металлозависимой коллагенолити-
ческой активности аликвоты гомогената объемом 0,5 мл инку-
бировали 18 ч при 37 °С, а для определения металлоне-
зависимой коллагенолитической активности к пробам добавля-
ли ЭДТА в конечной концентрации 0,05 М. В обоих случаях 
использовали 6 параллельных проб. После окончания инку-
бации пробы центрифугировали 10 мин при 10 800 g. Надоса-
дочные жидкости собирали, добавляли к ним концентриро-
ванную НС1 до конечной концентрации 6 н. и гидролизовали 
18 ч при 110 °С. Осадки растворяли в 0,5 мл 0,2 М NaOH, 
а потом гидролизовали аналогичным образом. Гидролизаты 
выпаривали досуха. В сухих остатках определяли содержа-
ние гидроксипролииа колориметрической реакцией с п-ди-
метиламинобеплальдегидом [ 11. Количество солюбилизирован-
ного коллагена выражали в процентах от его общего содер-
жания в гомогенате. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
определения коллагенолитической активности в 
тканевых образцах представлены в таблице . 
Наиболее высокая металлозависимая коллагено-
литическая активность была выявлена в метаста-
тически пораженных лимфатических узлах и соста-
вила 6 , 8 ± 0 , 9 % . Она достоверно превышала тако-
вую в неизмененных лимфатических узлах 
(р<С0,001). О б н а р у ж е н о т а к ж е значительное уве-
личение металлозависимой коллагенолитической 
активности в первичных очагах мелаиом по срав-
нению с п р и л е ж а щ е й к опухоли здоровой кожей 
и доброкачественными пигментными новообразо-
ваниями ( /?<() ,001). 

В коже основными типами коллагена я в л я ю т с я 
коллагены типов 1 и 3, которые образуют сме-
шанные фибриллы, в центре которых находится 
коллаген типа I, окруженный коллагеном типа III 
[5] . В строме лимфатических узлов содержится 
коллаген типа IV базальных мембран лимфати-

ческих сосудов [8, 9 ] . Перечисленные типы колла-
гена, вероятно, чувствительны к действию не 

только коллагеназ , но и других металлопротеиназ 
110]. П о этой причине можно полагать , что исполь-

зованный метод определяет общую коллагенолити-
ческую активность, а не только коллагеназную. 

В присутствии Э Д Т А в первичной опухоли кол-
лагенолитическая активность составляла 5 , 0 5 ± 
± 1 , 3 % , а в метастатически пораженных л и м ф а -
тических узлах — д а ж е 6,1 ± 0 , 7 2 % , что достовер-
но превышало металлонезависимую коллагеноли-
тическую активность в нормальных тканях . Рас-
щепление коллагена в присутствии хелатных 
соединений осуществляется эндопептидазами се-
ринового и цистеинового класса [3, 7] . В то ж е вре-
мя, согласно данным литературы, их активность 
в опухолевых клетках коррелирует с метастатиче-
ским потенциалом и инвазивной способностью 
[12]. Таким образом, высокая металлонезависи-
мая коллагенолитическая активность в первичных 
очагах меланом и метастатически пораженных 
лимфатических узлах, вероятно, обусловлена 
уровнем сериновых и цистеиновых лизосомаль-
ных протеаз в неопластических клетках. 

Наши исследования показали, что металлозави-
симая и металлонезависимая коллагенолитические 
системы имеют почти одинаковую активность 
в опухолевых образцах . Биохимические механизмы 
инвазии и метастазирования являются сложным 
процессом, в котором эти ферментные системы 
не только действуют согласованно, но и в заимно 
усиливают свою активность в процессе расщепле-
ния базальных мембран сосудов и экстрацеллю-
лярного матрикса . Подтверждением этому яв-
ляются сообщения, согласно которым основной 
фермент металлонезависимой коллагенолитиче-
ской системы — катепсии В активирует латент-
ную коллагеназу типа 4 и, таким образом, экспрес-
сирует активность металлозависимой коллагено-
литической системы в неопластических клеточных 
линиях [4]. 
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METAL-DEPENDENT COLLAGENOLYTIC ACTIVITY IN 
PRIMARY FOCI AND METASTATIC LYMPH N O D E S IN 
MELANOMA 

P. E. Tsanev, E. A. Kozlov, L. S. Bassalyk, S. M. Parshikova 

Cancer Research Centre, Inst i tute of Biological and Medical 
Chemistry, Academy of Medical Sciences of the Russian 
Federat ion, Moscow. 

Collagenolytic activity was est imated in pr imary focuses of 
melanoma, in prepara t ions of normal skin s u r r o u n d i n g the 
tumor, in benign p igmentary neoplasms (nevus) as well as in 
normal and metas ta t ic lymph nodes. Both meta l -dependent 
and -independent collagenolytic activity was significantly 
increased in tumoral t issues as compared with that of healthy 
tissues. At the same time, the collagenolytic activity was 
considerably lower in benign pigmentary neoplasms than 
that of melanoma primary focuses. Importance of the collage-
nolytic enzymes in the processes of melanoma invasion and 
metas ta t ic spreading is discussed. 

<g) В. А. ЕГОРОВА, M. H. Б Л И Н О В , 1993 

УДК 616.155.392-07:616.153.96 

В. А. Егорова, M. Н. Блинов 

ДНК-СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ СЫВОРОТКИ 
КРОВИ ПРИ ГЕМОБЛАСТОЗАХ 

НИИ гематологии и переливания крови, Санкт-Петербург 

Известно, что в сыворотке крови человека 
присутствуют белки, обладающие специфической 
способностью связываться с Д Н К . К настоящему 
времени с помощью аффинной хроматографии и 
радиолигандного метода показано, что в сыворот-
ке крови имеется несколько типов Д Н К - с в я з ы -
вающих белков, различающихся по молекулярной 
массе и заряду. Если Д Н К - с в я з ы в а ю щ и м белкам 
ядер отводится роль регуляторов генной экспрес-
сии, то о природе и биологических функциях 
ДНК-связывающих белков сыворотки крови до сих 
пор практически ничего неизвестно. 

В ряде работ [4, 6] было показано наличие в 
сыворотке крови небольших количеств Д Н К , ко-
торая, с одной стороны, попадает в сыворотку 
из распадающихся клеток, а с другой — секре-
тируется в плазму из лимфоцитов. Высказываются 
предположения, что секретируемая в окружаю-
щую среду лимфоцитами (а, возможно, и дру-
гими клетками) Д Н К принимает участие в переда-
че информации между клетками, и в частности 
между иммунокомпетентными клетками. Возмож-
но, также , что Д Н К - с в я з ы в а ю щ и е белки сыворот-
ки крови, комплексируясь с Д Н К сыворотки, 
могут участвовать в регуляции активности послед-
ней. 

При малигнизации изменяется как содержание 
Д Н К , так и активность Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х бел-
ков в сыворотке крови больных неоплазиями 
[9, 10]. Согласно данным одних авторов [8], у 

таких больных уровень Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков 
снижен, другие [11], напротив, обнаружили его 
повышение. При этом характер изменений не за-
висел ни от размеров или локализации опухоли, ни 
от гистологического типа ее. 

Ранее нами и другими исследователями [1, 2, 
11] было показано заметное повышение уровня 
Д Н К в плазме крови больных лейкозами. Од-
новременно мы выявили, что при гемобластозах 

и миелодисплазии имеет место снижение так на-
зываемой специфической активности Д Н К - с в я з ы -
вающих белков, т. е. их способности предотвра-
щать деградацию Д Н К блеомицином [7]. Этот 
феномен, наблюдаемый и при опухолевых забо-
леваниях, свидетельствует о качественных и (или) 
количественных изменениях спектра сывороточ-
ных белков, способных связываться с Д Н К , при 
неоплазиях, в том числе и лейкозах. 

В настоящей работе предпринята попытка дать 
более детальную характеристику Д Н К - с в я з ы в а ю -
щих белков сыворотки крови здоровых лиц и 
выявить возможные изменения их спектра у боль-
ных гематологическими заболеваниями. 

М е т о д и к а . Исследование проведено на сыворотках здо-
ровых людей (20 человек), больных хроническим миело-
лейкозом (20 человек), острым лейкозом (21 человек) и боль-
ных рефрактерной анемией с увеличением бластов (РАУБ) 
(10 человек). 

Для выделения ДНК-связывающих белков из сыворотки 
крови использовали комбинацию ионообменной и аффинной 
хроматографии. На первом этапе для удаления сывороточных 
иммуноглобулинов и других основных белков, которые могут 
неспецифически связываться с Д Н К и ухудшать тем самым 
результаты аффинной хроматографии, образцы сыворотки кро-
ви (0,7 мл) наносили на колонку с QAE-еефадексом А-50 
(размером 5 X 1 см), уравновешенную 0,01ЛА К-фосфатным 
буфером рН 6,8. Колонку затем промывали этим ж е буфером 
при скорости 2 мл/мин до полного удаления несвязавшихси 
белков. Затем связавшиеся с ионообменником белки (в том 
числе и ДНК-связывающие) элюировали 0,01 М К-фосфатным 
буфером, содержащим 0,05 М NaCI. К элюату добавляли 
ингибитор протеаз фенилметилсульфофлюорид и проводили 
диализ в течение ночи против 0,01М К-фосфатного буфера 
рН 6,8 с 1 мМ ЭДТА при 0 °С. Диализат наносили на 
колонку с ДНК-целлюлозой (3X1 см), приготовленной по 
методу [10]. Д л я удаления несвязавшегося белка колонку 
промывали 0,05М NaCI на 0,01 М К-фосфатном буфере. Д Н К -
связывающие белки элюировали 0,6М NaCI на том же буфере. 
Элюат, содержащий ДНК-связывающие белки ( I—2 мл) , кон-
центрировали центрифугированием в пробирках «Центри-
кон S10» фирмы «Аминко» до объема 0,15—0,2 мл и опре-
деляли содержание белка по Лоури [9]. 

Электрофоретическое разделение белков проводили в гра-
диенте полиакриламидного геля (4—20 %) в пластинах раз-
мером 8 X 8 X 0 , 2 см в нативных и денатурирующих (доде-
цилсульфат натрия Д С Н , p-меркаптоэтанол) условиях. В ка-
честве маркерных белков использовали белковые стандарты 
фирмы «Серва». По окончании электрофореза часть геля 
окрашивали кумасси R-250 для выявления белковых полос, 
а с другой переносили электрофоретически белки на нитро-
целлюлозную мембрану «Миллипор». После переноса мембра-
ны оставляли в растворе Денхарда на ночь, а затем гибри-
дизовали с И 3 -ДНК. 

Н 3 -ДНК выделяли из клеток быстропролиферирующей 
эритромиелоидной линии К-562 после инкубации последних 
в течение 20 ч в среде, содержащей Н3-тимидин (40 м Б к / м л ) . 
Полученная фенол-хлороформ-детергентным методом Д Н К 
имела удельную радиоактивность 49 000 имп на мкг Д Н К 
в 1 мин. 

После инкубации с Н 3 -ДНК мембраны высушивали, им-
прегнировали П П О и экспонировали в течение 3 4 мед с 
рентгеновской пленкой при 40 °С. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как показа-
ли наши исследования, использование на первой 
ступени выделения Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков сы-
воротки крови ионообменной хроматографии на 
QAE-сефадексе приводит к удалению из сыворотки 
большей части иммуноглобулинов, что обеспе-
чивает в дальнейшем лучшие условия для аф-
финной хроматографии на ДНК-целлюлозе . 

Изолированная аффинной хроматографией 
фракция Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков сыворотки 
составила, по нашим данным 2—3 % от общего 
количества сывороточных белков, что весьма близ-
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Блот-гибридизация Н 3 -ДНК с Д Н К -
связывающими бедками сыворотки 
крови. 

/ — здоровый человек; 2 — больной ост-
рым промиелоцитарным лейкозом; 3 — боль-
ной острым миелобластным лейкозом; 4 
больной рефрактерной анемией с увеличением 
бластов; 5 — больной хроническим миело-
лейкозом в хронической фазе; 6 — больной 
бластным кризом хронического миелолейкоза. 

4 Ж 

220КД 

ко к результатам, полученным другими иссле-
дователями, по данным которых, на долю Д Н К -
с в я з ы в а ю щ и х белков в сыворотке крови при-
ходится 1,5—2 % [4]. Нам не удалось о б н а р у ж и т ь 
различий в количестве Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков 
сыворотки крови здоровых лиц и больных гема-
тологическими заболеваниями. 

Электрофоретический анализ Д Н К - с в я з ы в а ю -
щих белков в нативных условиях выявил вы-
сокую гетерогенность этой группы протеинов. На 
окрашенных кумасси гелях о б н а р у ж и в а л о с ь около 
20 фракций, основная масса (5 фракций) кото-
рых была представлена белками с довольно вы-
сокой мол. м. 700—200 кД, а часть минорных 
компонентов л о к а л и з о в а л а с ь в зонах, соответст-
вующих низкомолекулярным белкам,— 100-4 
20 кД. Денситометрия гелей не выявила сколько-
нибудь значимых различий количественных или 
качественных между спектром Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х 
белков сывороток крови здоровых лиц и больных 
лейкозами. 

Электрофорез после обработки белков Д С Н и 
f j -меркаптоэтанолом практически не изменял рас-
пределения белков по фракциям , что свидетель-
ствует о преимущественном мономерном строе-
нии Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков, изолируемых на 
колонке с Д Н К - ц е л л ю л о з о й . 

Полученные нами результаты отличались от 
данных, представленных в работе [12] . Согласно 
данным этих авторов, Д Н К - с в я з ы в а ю щ и е белки 
являются менее гетерогенными (2 м а ж о р н ы х белка 
с мол. м. 126 и 94 кД) и, кроме того, выяв-
ляются различия в их спектре между здоровыми 
людьми и больными опухолевыми заболеваниям и . 

С целью повышения специфичности идентифи-
кации Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков мы провели их 
детекцию после блоттинга с помощью Н 3 - Д Н К с 
последующей флюорографией (см. рисунок) . 

Результаты этих исследований показали , что на 
флюорограммах после блот-гибридизации выяв-
ляемые фракции Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков были 
представлены двумя мажорными компонентами с 
высокой мол. м.— 530—760 и 350- 430 кД, а в 
некоторых случаях в качестве минорных компо-
нентов присутствовали белки с мол. м. 153 и 
205 кД. Ни в одном случае мы не выявили на 
флюорограммах белков с мол. м. ниже 150 кД. 

94 НД 

45нД 

7.9 ИД 

3 4 S 6 
У больных острым миелобластным и лимфо-

бластным лейкозом на флюорограммах обнару-
ж и в а л и с ь только две полосы, соответствующие 
белкам с мол. м. 430 и 716 кД или 350 и 530 кД и не 
выявлялись белки с мол. м. от 150 до 200 кД . Од-
нако, учитывая относительную трудность точного 
определения молекулярной массы высокомоле-
кулярных белков, особенно после флюорографии , 
мы не можем с уверенностью говорить о раз-
личных спектрах Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков сыво-
ротки крови между здоровыми людьми и боль-
ными лейкозами, тем более что минорные компо-
ненты с мол. м. 150—200 к Д в сыворотке крови 
здоровых людей выявлялись непостоянно и нельзя 
полностью исключить, что они являются продуктом 
деградации более высокомолекулярных ф р а к ц и й , 
хотя для предупреждения протеолиза в ходе вы-
деления белков использовался такой весьма мощ-
ный ингибитор протеаз , как фенилметилсуль-
фофлюорид. 

Если при миелобластном и лимфобластном 
остром лейкозе спектр Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков 
сыворотки крови был близок к таковому в норме, 
то заметные различия были выявлены у больных 
острым промиелоцитарным лейкозом, где на флюо-
рограммах , помимо двух мажорных компонентов 
в зоне 470—760 кД, присутствующих у всех обсле-
дованных лиц (здоровые и больные) , были обна-
ружены 5 четких фракций в зоне 28—100 кД. 
В настоящее время трудно д а т ь исчерпывающее 
объяснение этому факту, однако можно предпо-
л о ж и т ь следующее. В ряде работ [6, 10] показано , 
что по крайней мере часть Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х 
белков имеет отношение к белкам системы компле-
мента. Поскольку острый промиелоцитарный лей-
коз сопровождается глубокими нарушениями си-
стемы свертывания крови, определенное участие 
в регуляции которой принадлежит и белкам 
комплемента [3, 5 ] , выявленное нами появление в 
сыворотке крови б<>.и.ных острым промиелоцитар-
ным лейкозом фракции Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков 
в зоне 28—100 кД может быть с в я з а н о именно с 
данной группой протеинов, тем более что по своей 
молекулярной массе, судя по данным [ 1 0 | , они 
как раз и локализуются в этой зоне. 

Фракционный состав Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков 
сыворотки крови у больных хроническим миело-
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лейкозом изменяется в зависимости от стадии 
заболевания. Если в хронической фазе Д Н К - с в я -
зывающие белки были представлены двумя высо-
комолекулярными компонентами с мол. м."716 и 
530 -430 кД, то в период бластного криза обна-
руживалась дополнительная фракция в зоне 2 8 -
45 кД. 

Интересно отметить, что низкомолекулярный 
компонент (около 35 кД) Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х бел-
ков постоянно выявлялся и у больных РАУБ. 

Таким образом, использование блот-гибридиза-
ции с Н 3 - Д Н К позволило выявить ряд различий в 
спектре ДНК-связывающих белков между сыво-
роткой здоровых лиц и больных отдельными гемо-
бластозами, не выявляемых при анализе окрашен-
ных кумасси электрофореграмм. 

Было показано, что мажориыми компонентами 
ДНК-связывающих белков в сыворотке крови здо-
ровых лиц и больных являются две фракции 
высокомолекулярных протеинов. В норме, при 
остром миелобластном и лимфобластном лейкозе и 
хронической фазе хронического миелолейкоза 
Д Н К - с в я з ы в а ю щ и е белки с мол. м. менее 150 кД не 
выявлялись. Однако при бластном кризе хрони-
ческого миелолейкоза и у больных РАУБ обна-
ружена дополнительная фракция Д Н К - с в я з ы в а ю -
щих белков с мол. м. около 30—40 кД. 

Поскольку происхождение и функциональная 
роль большинства ДНК-связывающих белков сы-
воротки крови до сих пор не выяснены, мы 
вынуждены пока только констатировать этот факт 
и не можем дать его объяснение. Что касается 
расширения спектра Д Н К - с в я з ы в а ю щ и х белков 
сыворотки крови при остром промиелоцитарном 
лейкозе за счет средне- и низкомолекулярных 
протеинов, то не исключено, что их происхожде-
ние связано каким-то образом с изменениями 
системы комплемента. 
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DNA-BINDING P R O T E I N S OF BLOOD SERIJM IN HF.MO-
BLASTOSES. 

V. A. Egorova, Al. N. Blinov 

Inst i tute of Hematology and Blood Transfus ion , St. Pe t e r sburg . 

Some differences were detected in the spect rum of DNA-
binding proteins in blood serum of healthy volunteers and of 
pat ients with var ious forms of hemoblastoses . Two f rac t ions of 
high molecular mass proteins were found to be main components 
of DNA-binding proteins in blood serum of both healthy 
persons and these patients. The DNA-binding proteins with a 
molecular mass less than 150 kDa were not detected under 
conditions of normal state, in myeloblast and lymphoblas t 
forms of acute leukemia and in chronic phase of chronic 
myeloleukemia. However, additional fraction of DNA-binding 
proteins about 30-40 kDa was found in blast crisis of chronic 
myeloleukemia and in refractory anemia with increase of blast 
forms. 
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Ц. M. Шерешевская, А. И. Божков, H. В. Ходорова 

ГЕНЕТИЧЕСКИ ОБУСЛОВЛЕННЫЕ ВРЕМЕН-
НЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ НУКЛЕИ-
НОВЫХ КИСЛОТ В ТИМУСЕ И СЕЛЕЗЕНКЕ 
КРЫС ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ГЕПА-
ТИТЕ 

Харьковский университет 

Исследование индивидуальных особенностей те-
чения патологических процессов и чувствитель-
ности к действию ксенобиотиков представляет ин-
терес как для оптимизации процессов лечения, 
так и для изучения механизмов индивидуальной 
чувствительности. Д л я решения этих вопросов 
могут быть использованы инбредные и гибридные 
организмы. На линейных крысах и мышах об-
наружены генетически обусловленные различия в 
метаболизме ксенобиотиков [10, 11], а гибридные 
обладают повышенной устойчивостью к ряду 
стрессовых факторов [2, 7] . Вместе с тем влия-
ние генотипа на динамику патологических про-
цессов исследовано недостаточно. 

Одной из наиболее общих реакций организма 
на разнообразные повреждения ткани является 
реакция воспаления. При повреждении ткани воз-
никают видоизмененные белки, чужеродные для 
организма, формирующие основу для включения 
в процесс иммунологических реакций [6]. Осу-
ществление иммунного надзора при воспалении 
невозможно без пролиферации и диффереициров-
ки клеток-предшественников, которые осуществля-
ются прежде всего в селезенке, тимусе и костном 
мозге [3]. Можно полагать, что различия в устой-
чивости линейных и гибридных организмов к 
повреждающим агентам, которые приводят к 
воспалению, связаны с генетической детермини-
рованностью процесса формирования клеток им-
мунной системы. 

В задачу настоящей работы входило иссле-
дование динамики изменения содержания нуклеи-
новых кислот и активности Д Н К а з в клетках 
селезенки и тимуса линейных и гибридных крыс 
при экспериментальном гепатите. 

М е т о д и к а . Эксперименты проводились на инбредных 
линиях крыс Вистар, Август и их гибридах (самки Вистар 
и самцы Август) первого поколения 3-месячного возраста. 
Гепатит индуцировали локальной гипертермией печени (45 °С, 
10 мин) [1]. Экспериментальные и контрольные группы 
крыс умерщвляли под эфирным наркозом через 1, 2 и 3 ч после 
индукции гепатита. Из селезенки и тимуса выделяли ядра 
по известному методу с применением тритона Х-100 [12]. 
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Рис. 1. Влияние локальной гипертермии печени на содержание 
Д Н К (а) и РНК (б) в клетках селезенки крыс линии Вистар 
( / ) , Август (2) и их гибрида (3). 

З д е с ь и на рис. 2: по оси абсцисс — время, ч; по оси ординат — содержа-
ние нуклеиновых кислот, мг на 1 г сырой ткани. 
З д е с ь и на рис. 2 — 4 звездочка достоверная разница м е ж д у опытным 
и контрольным вариантом (р<.0,05). 

После троекратной отмывки ядер от кислоторастворимого 
материала 5 % хлорной кислотой РНК гидролизовали 0,3 н. 
раствором КОН в течение 18 ч при 37 °С, после чего экстра-
гировали Д Н К кислотным гидролизом [9]. Количество Д Н К 
и РНК определяли двухволновым методом на спектрофо-
тометре СФ-46 [5]. Активность Д Н К а з ы I и Д Н К а з ы II 
определяли по методу [8]. Все эксперименты повторяли от 
5 до 12 раз и полученные результаты обрабатывали ста-
тистически [4 | . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В тимусе 
и селезенке постоянно образуется большое коли-
чество иммунокомпетентных клеток (лимфоцитов , 
макрофагов , нейтрофилов) , поступающих в крово-
ток, большая часть из которых р а з р у ш а е т с я в 
этих органах [3]. Изменение количества нуклеи-
новых кислот и активности нуклеаз в тимусе и 
селезенке будет о т р а ж а т ь интенсивность лимфо-
поэза. 

В течение 8 ч после индукции гепатита наблю-
даются в разной степени выраженные ритмиче-
ские изменения содержания Д Н К и Р Н К , харак-
тер этих временных изменений различен у иссле-
дуемых линейных и гибридных крыс (рис. 1 , 2 ) . 

Так, через 1 ч от начала эксперимента коли-
чество Д Н К в селезенке крыс линии Вистар и 

Рис. 3. Влияние локальной гипертермии печени на относи-
тельную активность Д Н К а з ы I (а) и Д Н К а з ы II (б) в клетках 
селезенки крыс линии Вистар ( / ) , Август (2) и их гибридов (3 ) . 

З д е с ь и на рис. 4: по оси абсцисс — время, ч; по оси ординат — активность 
нуклеаз, усл. ед. на I мг сырой ткани. 

Август уменьшалось по сравнению с исходным 
уровнем (контроль) и в дальнейшем до 3 ч остава-
лось на этом уровне. Небольшие изменения наблю-
дались и в содержании Р Н К в этом органе у 
линейных крыс. В селезенке гибридных крыс 
количество Д Н К в первые 2 ч не изменялось 
по сравнению с контролем, а к 3 ч резко умень-
шилось. Если у крыс линии Вистар и Август коли-
чество Р Н К в селезенке не изменялось через 
1 и 2 ч по сравнению с контролем, то у гибридов 
содержание Р Н К в этом органе увеличивалось 
через 1 ч и затем уменьшалось . Р а з л и ч н ы й 
временной характер изменения с о д е р ж а н и я нук-
леиновых кислот у гибридных животных по срав-
нению с линейными приводил к превосходству 
гибридов по содержанию Д Н К и Р Н К в селе-
зенке в первые 2 ч после индукции гепатита 
(см. рис. 1). 

Еще более выраженные временные различия в 
содержании нуклеиновых кислот у линейных и 
гибридных крыс выявлялись в тимусе после ин-
дукции гепатита. Результаты этих исследований 
представлены на рис. 2. Анализируя полученные 
результаты, необходимо отметить значительное 
превосходство гибридов по количеству Д Н К и 
Р Н К в тимусе интактных животных по сравнению 
с родительскими линиями. С о д е р ж а н и е Д Н К и 
Р Н К в тимусе крыс линии Вистар и Август в 
первые 2 ч после индукции гепатита изменялось 
незначительно по сравнению с контролем. Через 
3 ч от начала эксперимента количество Д Н К и 
Р Н К в тимусе крыс линии Вистар увеличива-
лось, а у крыс линии Август уменьшалось со-
д е р ж а н и е Д Н К и оставалось неизменным содер-
ж а н и е Р Н К . Хорошо выраженные ритмические 
изменения с о д е р ж а н и я Д Н К и Р Н К наблюда-
лись в это время в тимусе гибридных крыс 
(см. рис. 2) . 

Известно, что процесс созревания предшес/гвен-

Рис. 2. Влияние локальной гипертермии на содержание 
Р Н К (а) и Д Н К (б) в клетках тимуса крыс линии Вистар ( / ) , 
Август (2) и их гибрида (3) . 

Рис. 4. Влияние локальной гипертермии печени на относи-
тельную активность Д Н К а з ы I (а) и Д Н К а з ы II (б) в клетках 
тимуса крыс линии Вистар ( / ) , Август (2) и их гибридов (3) . 
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ников иммунокомпетентных клеток в эмбрио-
нальном и взрослом организме генетически или 
фенотипически детерминирован [3]. Результаты, 
полученные в настоящих экспериментах, указыва-
ют на генетическую детерминированность лимфо-
поэза, реализация которого осуществляется в 
различных временных режимах. 

Большое количество иммунокомпетентных кле-
ток постоянно подвергается распаду в тимусе и 
селезенке, что сопровождается гидролизом нуклеи-
новых кислот, и прежде всего Д Н К , с участием 
Д Н К а з ы I и Д Н К а з ы II, в связи с чем пред-
ставлялось целесообразным исследовать актив-
ность этих ферментов. Определение относительной 
активности Д Н К а з ы I в селезенке после индукции 
гепатита показало, что в течение 3 ч обнаружи-
вается хорошо выраженный временной ритм из-
менения активности этого фермента у всех трех 
исследуемых генетических форм. Наибольшая ак-
тивность Д Н К а з ы I наблюдалась у гибридов, 
которая уравнивалась с линейными животными 
к 3 ч после начала эксперимента (рис. 3 ) . Раз-
личный временной характер изменения относи-
тельной активности для линейных и гибридных 
крыс наблюдался и у Д Н К а з ы II. Так, если в 
первые 2 ч этот показатель не изменялся у ли-
нейных крыс, то у гибридов он достоверно сни-
ж а л с я по сравнению с исходным уровнем и с 
линейными животными (см. рис. 3) . 

Хорошо выраженные временные изменения на-
блюдались в активности Д Н К а з ы I в тимусе 
линейных и гибридных крыс (рис. 4 ) . Активность 
Д Н К а з ы II в тимусе крыс при гепатите не 
изменялась во времени, за исключением гибри-
дов, у которых активность этого фермента сни-
ж а л а с ь через 1—2 ч и была ниже по сравнению 
как с контролем, так и с родительскими ли-
ниями. Необходимо отметить, что самая низкая 
активность Д Н К а з ы I и Д Н К а з ы II в тимусе 
гибридов совпадала с наибольшим содержанием 
Д Н К у них в это же время. 

Таким образом, индивидуальная чувствитель-
ность организма к действию стрессовых факто-
ров может определяться особенностями времен-
ного характера формирования иммунного над-
зора организма. Можно полагать, что генетиче-
ская детерминация и сводится к контролю про-
цесса лимфопоэза во времени, который в конечном 
счете и определяет устойчивость линейных и 
гибридных животных к стрессовым факторам 
среды. 
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GENETIC DETERMINATION OF T I M E - D E P E N D E N T ALTE-
RATIONS IN CONTENT OF NUCLEIC A C I D S IN THE 
THYMUS AND S P L E E N OF RATS WITH HEPATITIS . 

Ts. M. Shereshevskaya, A. /. Bozhkov, N. V. Khodorova 

Sta te University, Kharkov. 

Content of nucleic acids as well as activity of DNAases I 
and II were studied in spleen and thymus cells of linear 
and hybrid ra ts with hepatitis. Rhythmic a l tera t ions in content 
of DNA and RNA as well as in the activity of DNAases were 
detected in spleen and thymus cells within 3 hrs a f te r hepati t is 
induction. These t ime-dependent a l te ra t ions of the pa t t e rns 
studied were dissimilar in linear and hybrid s t r a ins of ra ts . 
Genetic determinat ion of immune responses appea r s to be 
involved in regulat ion of t ime-dependent propert ies of lympho-
poiesis, which was responsible, finally, for dissimilar res is tance 
of linear and hybrid ra t s to s t ress factors and for development 
of pathological s tates . 
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Т. Г. Данилова, Л. В. Платонова, Т. С. Пасхина 

СОСТОЯНИЕ НЕКОТОРЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
ПРОТЕАЗНО-ИНГИБИТОРНОЙ СИСТЕМЫ 
КРОВИ И СИНОВИАЛЬНОЙ жидкости 
ПРИ РЕВМАТОИДНОМ АРТРИТЕ 

Ярославский медицинский институт, Институт биологической 
и медицинской химии РАМН, Москва 

В настоящее время не вполне ясно, чем обуслов-
лены нарушение адаптации, дефекты неспеци-
фических факторов защиты организма в процес-
сах инициации и развития тканевого поврежде-
ния при ревматоидном артрите. Это может быть 
результатом аномалий формирования нейтрофиль-
ных гранулоцитов, в частности их первичных и 
вторичных гранул [2, 3 ] . Катионные белки, в том 
числе эластаза как составляющий элемент пер-
вичных и вторичных гранул, рассматриваются в 
качестве «молекулярного барьера», с одной сторо-
ны, и как повреждающий агент — с другой [2]. 
Эластаза гранулоцитов гидролизует коллагены 
всех типов; она ответственна за деградацию хря-
щевого и костного матрикса, деструкцию окру-
жающих тканей, что способствует хронизации 
воспалительного процесса [1, 3, 6, 8, 9, 12, 13]. 
Активность протеолитических ферментов регули-
руется уровнем специфических белков инги-
биторов протеиназ [6, 7] . Среди ингибиторов 
наиболее значимыми являются кислотолабильные 
(а-1-ингибитор протеиназ) и полифункциональные 
кислотостабильные ингибиторы (производные ин-
тер-а-ингибитора трипсина) протеиназ гранулоци-
тов [6, 8] . Вышеуказанные ингибиторы играют 
важную роль в ограничении тканевого поврежде-
ния протеазами лейкоцитов, освобождающимися 
при воспалении. Предполагается , что протектор-
ный эффект а-1-ингибитора протеиназ и интер-а-
трипсин-ингибитора обусловлен предупреждением 
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Т а б л и ц а 1 
Изменение показателей протеазно-ингибиторной системы крови и синовиальной жидкости у больных ревматоидным артритом 

Компоненты протеазно-ингибиторной системы 

Группа обследованных эластазоподобная 
активность, 

нмоль/мл 
АТА, И Е / м л КСИ-АТА, 

И Е / м л 

Белок, Xir/мл 

1. Здоровые {п= 12) 
2. Больные ревматоидным артритом 

Р\ 2 
3. Больные ревматоидным артритом 

(/2=11) 
РI 3 
Р2 3 

(дг=26) 

(синовиальная жидкость) 

101,91 ± 3 , 8 0 
132,64±4,39 

< 0 , 0 5 
166,77±3,92 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 

24 ,46±1 ,10 
38 ,59±1 ,66 

< 0 , 0 5 
18,06± 1,27 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 

1,45±0,14 
3 ,79±0 ,19 

< 0 , 0 5 
1,02±0,21 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 

58 ,44±5 ,19 

тотальной дегрануляции и разрушения клеток, 
а т а к ж е предохранением глюкуроновой кислоты 
от деполимеризации активированными фагоци-
тами [10, 14]. При ревматоидном воспалении не 
существует адекватной реакции взаимодействия 
протеолитической системы лизосом и их ингибито-
ров [7]. 

Д а н н ы е относительно уровня эластазы , а-1-
ингибитора протеиназ и интер-а-трипсии-ингиби-
тора крови и синовиальной жидкости при ревма-
тоидном артрите немногочисленны и противо-
речивы. П о данным одних авторов [7, 14, 16], 
выявлено повышение уровня эластазы и назван-
ных ингибиторов в активную фазу ревматоидного 
артрита , что позволяет рассматривать ингибиторы 
как белки острой ф а з ы воспаления; по данным 
других [11], изменений с о д е р ж а н и я ингибиторов 
не зафиксировано . 

Цель работы исследование состояния про-
теазно-ингибиторной системы крови и синовиаль-
ной жидкости (эластазы, а-1-ингибитора протеи-
наз, кислотостабильных ингибиторов) у больных 
ревматоидным артритом в активную ф а з у за-
болевания и оценка информативности изучаемых 
показателей для определения эффекта ф а р м а к о -
терапии. 

М е т о д и к а . Обследовано 26 больных ревматоидным 
артритом (6 мужчин и 20 женщин в возрасте от 25 до 
64 лет) . Диагноз был поставлен согласно диагностическим 
критериям Американской ревматологической ассоциации. Груп-
пу сравнения составили 12 здоровых человек примерно того 
же возраста. По давности заболевания больные распреде-
лялись следующим образом: до 2 лет — 6, от 3 до 10 л е т -
14, более 10 лет — 6 пациентов. Активность ревматоидного 
артрита I степени была диагностирована у 4, II степени 
у 20, III степени — у 2 больных. Рентгенологически у 12 че-

ловек констатирован I - I I , у 14 III—IV стадия болезни. 
Серопозитивный ревматоидный артрит определен у 15, серо-
негативный — у 6 пациентов. У большинства больных |20 | те-
чение заболевания было расценено как медленно прогрес-
сирующее. Ревматоидный артрит по типу полиартрита отме-
чен у 22, с системными проявлениями - у 4 человек. У 11 из 
обследованных больных исследована синовиальная жидкость. 

Кровь для исследования брали натощак из локтевой вены, 
синовиальную жидкость - из коленного сустава. Плазму крови 
и синовиальную жидкость хранили при температуре —18 °С. 
В работе использовали нитрофениловый эфир N-бутилокси-
карбонил-Ь-аланина (БАНЭ) , этиловый эфир 1\1-бензоил-Ь-
аргинина фирмы «Реанал» (Венгрия) , трипсин фирмы «Спо-
фа» (Чехо-Словакия) . 

Эластазоподобную активность измеряли методом | 1 8 | . 
К 0,05 мл плазмы крови или синовиальной жидкости добав-
ляли 2,85 мл 0,05 М Na-фосфатного буфера рН 6,5 и 
0,1 мл 10 2 М БАНЭ. Изменение оптической плотности 
определяли спектрофотометрически при 347,5 им, 25 °С в те-
чение 15 мин. Активность эластазоподобных протеиназ вы-
ражали в наномолях гидролизованного БАНЭ за 1 мин на I мл 
биологической жидкости или 1 мг белка. 

Антитриптическую активность (АТА) или активность а-1-
ингибитора протеиназ плазмы крови и синовиальной жид-
кости определяли методом [5]. АТА выражали в условных 
ингибиторных единицах ( Н Е ) , принимая за 1 ИЕ такое коли-
чество биологической жидкости, которое тормозит активность 
1 Е трипсина, отнесенных к 1 мл исследуемой жидкости 
или к 1 мг белка. 

Кислотостабильную АТА (КСИ-АТА) плазмы крови опре-
деляли методом [4]. КСИ-АТА выражали в ингибиторных 
единицах, отнесенных к 1 мл плазмы крови. КСИ-АТА сино-
виальной жидкости определяли следующим образом: к 1 мл 
синовиальной жидкости, разведенной в 20 раз физиологи-
ческим раствором, добавляли 0,2 мл 0,5 М ацетатного бу-
фера рН 3,85 и инкубиробали 30 мин при 80 °С, затем 
нейтрализовали добавлением 0,2 мл 0,5 н. NaOH, добавляли 
0,5 мл 0,05 М трис-НС1-буфера рН 8,0 и далее определение 
проводили, как описано в методике | 4 | . 

Белок в синовиальной жидкости определяли методом [15]. 
При статистической обработке материала использован ме-

тод сравнения средних арифметических двух выборок с при-
менением критерия Стьюдента. 

Т а б л и ц а 2 

Состояние протеазно-ингибиторной системы крови больных ревматоидным артритом при лечении различными лекарственными 
препаратами 

Лекарственный препарат 

Показатели протеазно-ингибиторной кислоты 

Лекарственный препарат эластазоподобная 
активность, нмоль/мл АТА, И Е / м л КСИ-АТА, И Е / м л 

1. Салазопиридазин в сочетании с ортофеном, лечение с по-
ложительным эффектом (п= 13): 
до лечения 135,79±7,33 3 9 , 6 9 ± 1,46 3 ,87±0 ,17 
после лечения 104,16±5,20 3 2 , 0 8 ± 1,82 3 ,09±0 ,24 

Р\ < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 
2. Ортофен, лечение с положительным эффектом (п—7): 

до лечения 130,51 ± 8 , 3 2 41 ,14±5 ,02 4 ,30±0 ,47 
после лечения 1 14,26-1-7,47 31 ,49±2 ,62 2 ,93±0 ,29 

Р'2 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
3. Ортофен, лечение без эффекта (п—6): 

до лечения 128,3±7,83 33 ,22±3,31 3 ,00±0 ,46 
после лечения 134,65±6,67 38 ,15±5 ,35 3 ,99±0 ,65 

Р з > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. При ревма-
тоидном артрите по сравнению с нормой в плазме 
крови выявлено достоверное увеличение эластазо-
подобной активности, активности а-1-ингибитора 
протеиназ, кислотостабильных ингибиторов 
(табл. 1). В синовиальной жидкости зафикси-
ровано увеличение эластазоподобной активности и 
снижение АТА и КСИ-АТА ( р < 0 , 0 5 ) . Уровень 
эластазоподобной активности в синовиальной 
жидкости выше, чем в плазме крови ( р < 0 , 0 5 ) , что 
можно объяснить поступлением протеолитических 
ферментов из лейкоцитов локально в очаге воспа-
ления. Резкое снижение изучаемых ингибиторов в 
синовиальной жидкости, вероятно, связано с за-
труднением проникновения их из плазмы крови 
(где они находятся в большом количестве, ком-
пенсаторно, как белки острофазового ответа) в 
полость сустава, особенно на границе паннус 
грящ. Все это создает благоприятные условия для 
деструкции тканей протеазами гранулоцитов. Д а н -
ные о содержании белка в синовиальной жидкости 
представлены в табл. i. 

Имеют место достоверное увеличение актив-
ности эластазы крови (106,92=^5,36 и 1 3 7 , 3 2 ± 
± 4 , 4 3 нмоль/мл; р<С0,05), тенденция к увеличе-
нию активности а-1-ингибитора протеиназ крови 
( 3 5 , 1 5 ± 3 , 7 2 и 39,21 ± 1 , 8 7 , р > 0 , 0 5 ) по мере повы-
шения степени активности воспалительного про-
цесса при I и II, III (объединенных в одну 
группу) степени активности соответственно. При 
анализе, кислотостабильных ингибиторов крови 
уровень их не зависел от степени активности 
заболевания ( 3 , 8 8 ± 0 , 5 2 и 3 , 7 7 ± 0 , 2 2 И Е / м л ; 
р > 0 , 0 5 ) . Иммунологическая характеристика забо-
левания не оказывает значимого влияния на 
изучаемые показатели (р>0,05): активность эла-
стазы 133 ,53±6,41 и 131,21 ± 5 , 8 4 нмоль /мл , АТА 
3 8 , 8 2 ± 1 , 8 0 и 3 8 , 2 2 ± 3 , 5 0 И Е / м л , КСИ-АТА 3 , 7 7 ± 
± 0 , 2 7 и 3,81 ± 0 , 2 8 И Е / м л — при серопозитивном 
и серонегативном вариантах ревматоидного ар-
трита соответственно. 

Значимых различий не зафиксировано т а к ж е 
при анализе влияния на исследуемые показатели 
на разных рентгенологических стадиях з а б о л е в а -
ния: активность эластазы 137 ,47±7 ,52 и 1 2 8 , 5 0 ± 
± 5 , 2 6 нмоль /мл , АТА 3 9 , 7 0 ± 3 , 1 6 и 3 7 , 6 3 ± 
± 1 , 7 0 И Е / м л , КСИ-АТА 3 , 5 4 ± 0 , 2 1 и 4 , 0 0 ± 
± 0 , 3 1 И Е / м л — при I—II и I I I—IV рентгеноло-
гических стадиях соответственно (р :>0 ,05) . 

Вышеуказанные компоненты протеазно-ингиби-
торной системы крови были исследованы в ди-
намике (через 4 нед) под влиянием лечения 
ортофеном (75 мг в сутки) у 13 больных и орто-
феном в той ж е дозе в сочетании с базисной 
терапией салазопиридазином 2 г в сутки у 13 боль-
ных. Обе группы пациентов были однородны. 
У 13 больных ревматоидным артритом под влия-
нием фармакотерапии салазопиридазином в соче-
тании с ортофеном отмечали четкий положи-
тельный клинический эффект, что согласуется с 
данными литературы [17]. Это сопровождалось 
достоверным уменьшением эластозоподобной ак-
тивности, АТА и кислотостабильных ингибиторов 
крови ( р < 0 , 0 5 ; табл. 2 ) . У 7 больных ревматоид-
ным артритом в результате лечения ортофеном, 
несмотря на положительную клиническую дина-
мику, отмечается лишь тенденция к нормализации 

изучаемых показателей протеазно-ингибиторной 
системы крови. 

Эффект считали положительным при исчезно-
вении или значительном уменьшении боли и 
утренней скованности, уменьшении припухлости и 
числа воспаленных сустазов, снижении суставного 
индекса, функционального теста Ли , уменьшении 
окружности проксимальных м е ж ф а л а н г о в ы х су-
ставов и увеличении силы с ж а т и я кисти. 

У 6 больных ревматоидным артритом после ле-
чения только ортофеном не отмечено существенной 
динамики в клинических проявлениях и достовер-
ного изменения изучаемых показателей не выяв-
лено. 

Эффективность комбинации с а л а з о п и р и д а з и н а и 
ортофена обусловлена, очевидно, антибактериаль-
ным и противовоспалительным действием сала -
зопиридазина , способностью его легко проникать 
через гистогематические барьеры и дополнитель-
ным воздействием ортофена на усиление хемотак-
сиса при отрицательном влиянии на адгезивную 
способность нейтрофильных лейкоцитов [3] . 

Таким образом, в активную фазу ревматоид-
ного артрита нарушается ферментативно-инги-
биторный баланс в организме, что проявляется 
увеличением активности эластазы и (компенса-
торно) ингибиторов крови. Наиболее в ы р а ж е н н ы е 
изменения отмечаются локально в синовиальной 
жидкости, где более высокий уровень эластазы 
сопровождается значительным дефицитом ингиби-
торного потенциала. У больны2и»ревматоилишш 
артритом с четким положительным клиническим 
эффектом при проведении базисной терапии са-
лазопиридазином в сочетании с ортофеном от-
мечается положительная динамика изучаемых по-
казателей протеазно-ингибиторной системы крови, 
что позволяет считать их достаточно информа-
тивными для оценки фармакотерапии и реко-
мендовать к применению в лечебной практике. 
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SOME PARAMETERS O F THE PROTEASE-INHIBITORY 
SYSTEM IN BLOOD AND SYNOVIAL FLUID IN RHEUMA-
TOID ARTHRITIS. 

T. G. Danilova, L. V. Platoriova, T. S. Paskhina 

Medical Insti tute Yaroslavl, Insti tute of Biological and Medical 
Chemistry, Academy of Medical Sciences of the Russian 
Federat ion, Moscow. 

Elastase-l ike activity, cxi inhibitor of proteinases and acid 
s table antitryptic activity were studied in blood of 26 pat ients 
and in synovial fluid of I 1 patients with rheumatoid ar thr i t i s 
dur ing acute s tage of the disease and af ter t rea tment with 
sa lase pyridasine and orthophene. The higher values of the 
elastase-l ike activity were detected in synovial fluid as compared 
with that of blood. In blood of these patients, hyperproduct ion 
of (xi-inhibitor of proteinases and acid stable inhibitors was 
observed, while deficiency of these subs tances occurred in 
synovial fluid. Distinct decrease in the pa t te rns of the blood 
protease-inhibitory system studied s imultaneously with clear 
positive clinical effect were observed after t r ea tmen t with 
sa lase pyridasine together with orthophene; estimation of these 
pa t t e rns may be used in the evaluation of the therapy. 
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ОПИАТНАЯ РЕЦЕПЦИЯ В ГОЛОВНОМ МОЗ-
ГУ КРЫС: ВЛИЯНИЕ ХРОНИЧЕСКОГО ПО-
ТРЕБЛЕНИЯ АЛКОГОЛЯ И РЕАФЕРОНА 

Институт медико-биологических проблем наркологии ГНЦ 
наркологии, Москва 

С открытием в первой половине 70-х годов 
опиатных рецепторов (ОР) и их эндогенных ли-
гандов [14, 16, 18| в научной литературе стали 
появляться предположения о возможной патоге-
нетической роли опиоидной системы (ОС) в раз-
витии наркологических заболеваний; при этом зна-
чительное внимание уделялось изучению алкого-
лизма [13, 20] . Вскоре эти взгляды стали полу-
чать экспериментальное подтверждение, и к на-
стоящему времени накоплено значительное коли-
чество фактов, свидетельствующих о влиянии ал-
коголя на опиоидергические процессы |8, 19]. По-
стулируется, что этанол через изменение фазо-
вого состояния плазматических мембран спосо-
бен нарушать как выброс эндогенных опиоидных 
пептидов, так и их рецепцию в клетках-мишенях 
[2, 15]. С патогенетической точки зрения особую 

значимость имеют события, протекающие в пре-
делах центральной нервной системы. Поэтому в на-
стоящей работе объектом исследования были вы-
браны ткани головного мозга. 

С другой стороны, в последнее время интен-
сивно изучается нейротропная активность целого 
ряда лимфокинов, в том числе а-интерфероиа 

(ИФ) [9, 17]. Получены данные, свидетельствую-
щие как о способности этого иммунного полипеп-
тида модифицировать действие аддиктивиых ве-
ществ, так и о возможности его непосредствен-
ного взаимодействия с О Р мозга |1, 11]. Это 
послужило основанием для предположения о том, 
что эндогенный ИФ может играть в организме 
роль соединения, предотвращающего развитие за-
висимости от опиоидных пептидов в физиологи-
ческих условиях [12] и, следовательно, введен-
ный экзогенно, может быть средством терапии 
при наркоманиях, например при алкоголизме. Если 
указанное предположение верно, то необходимым 
условием его реализации должен явиться факт 
нормализации ИФ состояния системы (или си-
стем), функции которых нарушаются при введе-
нии алкоголя. Поскольку полагают, что воздей-
ствие алкоголя на ОС представляет собой клю-
чевое звено развития алкоголизма [2, 19], с уче-
том вышеизложенного представляется необходи-
мым исследовать влияние ИФ на ОС алкоголи-
зироваиных крыс; в настоящей работе в качестве 
критерия оценки состояния ОС использовали свя-
зывающие характеристики ОР. 

М е т о д и к а . Эксперименты выполнены на самцах белых 
лабораторных беспородных крыс с начальной массой 80 
120 г. 

Д л я моделирования хронической алкогольной интоксика-
ции животным предоставляли 15 % раствор алкоголя в ка-
честве единственного источника жидкости без ограничений 
в потреблении корма. Общая продолжительность алкоголи-
зации составила 14 мес. Животных за 1,5 мес до забоя раз-
делили на 2 группы. 1-я группа ежедневно получала внутри-
брюшинные инъекции 104 ME ИФ, 2-я — эквивалентные коли-
чества физиологического раствора, служившего растворите-
лем для препарата. Последнее введение препарата проводили 
за I ч до забоя животных. Крыс каждой группы исследовали 
как в состоянии алкогольной интоксикации (I ч после отме-
ны алкоголя), так и через 24 ч после отмены алкоголя. 

Связывающую активность О Р определяли в суммарном 
препарате мембран клеток головного мозга с помощью рав-
новесного радиорецепторного анализа при этом последова-
тельность методических приемов соответствовала описанной 
ранее методике [3]. Математическую обработку результатов 
проводили, учитывая гетерогенность популяции ОР и взаим-
ное влияние различных их типов на величину выявляемых 
параметров |4, 5) . Статистический анализ данных осуществля-
ли по Стыодеиту. Концентрацию белка в препаратах мембран 
определяли по Лоури с предварительной обработкой проб 
дезоксихолатом натрия. 

В работе использовали следующие реактивы: меченные 
по тритию налоксон (52 Ки/ммоль) и D^ia 2-3HKe( |^iHH 
(S-D-лей) ( Д А Д Л , 36 Ки/ммоль) производства фирмы «Атег -
sham» (Англия), немеченый Д А Д Л фирмы «Serva» Герма-
ния; неспецифический ингибитор протеаз бацитрацин «хо-
лодный» налоксон и трис фирмы «Sigma» ( С Ш А ) . Пре-
парат рекомбииантного ИФ реаферон производства НПО 
«Биопрепарат». Остальные реактивы были отечественного про-
изводства с квалификацией х. ч. и о. ч. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В табл . 1 
приведены результаты определения связывающих 
характеристик О Р головного мозга крыс после 
длительной алкоголизации. В качестве лиганда 
рецепторов использован 3 Н - Д А Д Л , предпочти-
тельно реагирующий с 6-рецепторами [3]. По-
скольку в использованных условиях лиганд свя-
зывался с двумя типами рецепторов, высокоаф-
финное взаимодействие отражает ^-связывание, 
тогда как низкоаффинный компонент описывает 
связывание с [i-рецептора ми. Представленные дан-
ные свидетельствуют о неизменности параметров 
комплексообразования 3 Н - Д А Д Л с 6-рецепторами 
во всех исследованных случаях, что подтверж-
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Т а б л и ц а 1 
Параметры комплексообразования 'Н-налоксона с ОР 

Группу животных Кд, нМ ^макс. фмоль/мг 

Контроль: 
реаферон 

-f- реаферон 
Алкоголь: 

интоксикация: 
реаферон 

+ реаферон 
отмена: 

реаферон 
-f- реаферон 

1,76 d= 0,23 
1,68±0,14 

1,32±0,2I 
1 ,87±0,16 

2 ,93±0,36* 
1 ,39±0,10° 

2 5 2 ± 5 2 
3 1 2 ± 3 2 

205=tl 9 
338=1= 18 

268±62 
2 4 8 ± 9 

д а е т полученные п р е ж д е результаты [8] . В то 
ж е время хроническая а л к о г о л ь н а я и н т о к с и к а ц и я 
с о п р о в о ж д а л а с ь изменением сродства н и з к о а ф -
финных с в я з ы в а ю щ и х участков , в ы р а ж е н н о с т ь ко-
торого была несколько большей при отмене эта -
нола; необходимо отметить, что увеличение ве-
личины равновесной константы д и с с о ц и а ц и и на-
б л ю д а л о с ь на фоне постоянного с о д е р ж а н и я jm-pe-
цепторов в т к а н я х мозга . Влияние а л к о г о л и з а ц и и 
на рецепцию jx-селективного л и ганда налоксона 
имело сходный х а р а к т е р , хотя д о с т о в е р н о е сни-
ж е н и е сродства б ы л о отмечено л и ш ь при отмене 
а л к о г о л я ( табл . 2 ) . 

У ж и в о т н ы х , п о л у ч а в ш и х И Ф и з а б и т ы х в со-
стоянии алкогольной интоксикации, не б ы л о выяв-
л е н о изменений п а р а м е т р о в рецепции д л я обоих 
использованных л и г а н д о в по с р а в н е н и ю с соот-
ветствующими группами « п л а ц е б о » ( о б о з н а ч е н ы 
в т а б л и ц а х как « — р е а ф е р о н » ) . Р е а ф е р о н не влиял 
т а к ж е на исследованные х а р а к т е р и с т и к и у конт-
рольных крыс. В то ж е время н а б л ю д а л а с ь пол-
ная н о р м а л и з а ц и я сродства ^ - р е ц е п т о р о в у жи-
вотных, з а б и т ы х через сутки после отмены эта-
нола , о чем свидетельствуют д а н н ы е р а д и о р е ц е п -
торного а н а л и з а д л я обоих исследованных ли-
гандов . 

Полученные результаты об изменениях с в я з ы -
в а ю щ и х п а р а м е т р о в О Р под действием э т а н о л а 
в принципиальном п л а н е достаточно х о р о ш о со-
г л а с у ю т с я с д а н н ы м и л и т е р а т у р ы [19] . О д н а к о 
необходимо отметить , что в этом вопросе сущест -
вуют з н а ч и т е л ь н ы е противоречия , в основном 
имеющие отношение к описанию реакций со сто-
роны р а з л и ч н ы х типов с в я з ы в а ю щ и х участков , 
что, вероятно , с в я з а н о с плохой изученностью 
более общей проблемы гетерогенности рецепто-

ров. Конкретные причины получения р а з н о р о д н ы х 
р е з у л ь т а т о в , по-видимому, обусловлены р а з л и ч и я -
ми в методах , применяемых в р а з н ы х л а б о р а т о -
риях в наркологических экспериментах . Вместе 
с тем в л и т е р а т у р е практически отсутствуют ра-
боты, авторы которых не описывали бы измене-
ний со стороны О Р после нагрузок э т а н о л о м . 
О б с у ж д а е м ы е д а н н ы е п о д т в е р ж д а ю т п р е д п о л о ж е -
ние о вовлеченности О Р в м е х а н и з м ы р а з в и т и я 
ф а р м а к о л о г и ч е с к и х э ф ф е к т о в этилового а л к о г о л я . 

Ф а к т н о р м а л и з а ц и и И Ф сродства fx-OP у алко-
г о л и з и р о в а н н ы х крыс требует о б ъ я с н е н и я по край-
ней мере в двух н а п р а в л е н и я х . Во-первых, э ф ф е к т 
регистрируется л и ш ь при отмене э т а н о л а , когда 
а л к о г о л ь в з н а ч и т е л ь н ы х к о н ц е н т р а ц и я х у ж е от-
сутствует в крови. Во-вторых, требует ответа 
вопрос о в о з м о ж н ы х м е х а н и з м а х н о р м а л и з у ю щ е -
го рецепцию д е й с т в и я И Ф . 

Известно , что в основе многочисленных био-
химических, в том числе нейрохимических э ф ф е к -
тов, в ы з ы в а е м ы х этиловым спиртом л е ж и т его 
способность к неспецифическому в з а и м о д е й с т в и ю 
с биологическими м е м б р а н а м и [15] . Э т а н о л , 
р а с т в о р я я с ь в липидном м а т р и к с е м е м б р а н , по-
в ы ш а е т их текучесть и тем с а м ы м способствует 
увеличению количества степеней свободы мембран-
н о - с в я з а н н ы х белковых м а к р о м о л е к у л я р и ы х комп-
лексов . Следствием этого, вероятно, я в л я е т с я сни-
ж е н и е к о н ф о р м а ц и о н н о й стабильности у к а з а н н ы х 
молекул, с о п р о в о ж д а ю щ е е с я , в частности , нару-
шением с р о д с т в а рецепторов . Хроническое потреб-
ление а л к о г о л я приводит к к о м п е н с а т о р н ы м мо-
д и ф и к а ц и я м химического с о с т а в а м е м б р а н с соот-
ветствующими изменениями ф у н к ц и о н а л ь н о г о со-
стояния а с с о ц и и р о в а н н ы х с ними б е л к о в [ 1 0 | . 
И с х о д я из этого, м о ж н о п о л а г а т ь , что получен-
ные р е з у л ь т а т ы свидетельствуют о с т а б и л и з и р у ю -
щем действии И Ф в отношении к о н ф о р м а ц и и О Р , 
причем п р е п а р а т эффективен т о л ь к о при купиро-
вании н а р у ш е н и й , в ы з в а н н ы х в ы ш е у к а з а н н ы м и 
а д а п т и в н ы м и перестройками м е м б р а н . В е р о я т н о , 
ф и к с а ц и я И Ф пространственной к о н ф и г у р а ц и и 
О Р в присутствии молекул этилового с п и р т а яв-
л я е т с я недостаточной д л я преодоления его мемб-
ранотропного действия . 

С о г л а с н о современным п р е д с т а в л е н и я м о ре-
цепции, собственно в з а и м о д е й с т в и е л и г а н д а со 
связывающим участком приводит к стабилизации 
последнего в определенном к о н ф о р м а ц и о н н о м со-
стоянии. В соответствии с этим д л я о б ъ я с н е н и я 

Параметры комплексообразования 'Н-ДАЛЛ с ОР 
Т а б л и ц а 1 

Группа животных 
ВЫСОКО! аффинные участки Низкоаффинные участки 

Группа животных 
К д , НМ В м а к с , фмоль/кг К д , им B M J I K C , фмоль/мг 

Контроль: 
реаферон 0 ,93±0 ,29 7 8 ± 1 7 15 ,2± 1,2 2 0 4 ± 2 2 

+ реаферон 0 ,63±0 ,05 92 ± 11 12,2±0,7 2 8 8 ± 14 
Алкоголь: 

интоксикация: 
реаферон 0,91 ± 0 , 0 7 8 9 ± 6 2 5 , 8 ± 1,3* 2 8 7 ± 2 7 

0,80=1=0,08 70=±= 12 25,2=1=2,5** 337 ± 4 5 + реаферон 
отмена: 

реаферон 
-f- реаферон 

П р и м е ч а н и е . Представлены результаты 5 независимых экспериментов по каждой группе. Здесь и в табл. 2: одна звездочка 
результаты с вероятностью не менее 0,95 отличаются от группы «контроль -реаферон», две звездочки от группы «конт-
роль + реаферон»; кружок от соответствующей группы, не получавшей реаферона. 

0,61 ± 0 , 0 9 
0,74 ± 0 , 0 2 

8 0 ± 13 
9 6 ± 14 

34 ,3±5 ,5* 
14 ,2± 1,5° 

2 9 3 ± 4 2 
291 ± 16 



11 ол ученных p ез ул ьт ат о в естествен н ы м в ы г л яд и т 
предположение о возможности непосредственного 
связывания с ОР. На эти свойства иммунного 
пол и пептида указывают т а к ж е данные литерату-
ры, так в экспериментах in vivo было продемонст-
рировано, что ИФ при центральном введении ока-
зывает (3-эндорфиноподобное действие [9]. С дру-
гой стороны, прямое определение характера взаи-
модействия ИФ с О Р в биохимической тест-си-
стеме позволяет сделать вывод об антагонизме 
интерферона и морфина, при этом препарат об-
л а д а л выраженной предпочтительностью по отно-
шению к 6-рецепторам |1 ] . Таким образом, ответ 
на вопрос о механизмах нормализующего рецеп-
цию действия ИФ представляется дискутабель-
ным. 

В самом деле, если полипептид взаимодейст-
вует с О Р как агонист, то в силу известного меха-
низма саморегуляции рецегггорных систем [7] при 
его хроническом введении должна иметь место 
десенситизация связывающих участков, чего не 
наблюдается в эксперименте. Если же он дейст-
вует по антагонистическому механизму, то с уче-
том селективности связывания становится вообще 
необъяснимой последующая реакция только \х-, 
но не б-рецепторов. Следовательно, известные из 
литературы классические способы связывания ве-
ществ с активным центром О Р не способны с до-
статочной достоверностью объяснить полученные 
экспериментальные данные. Объяснение может 
быть найдено, исходя из возможности нетривиаль-
ного способа влияния ИФ на рецепторы, а имен-
но их аллостерической регуляции [6]. В этом слу-
чае в вышеприведенных рассуждениях о конфор-
мационной стабилизации О Р за счет связывания 
ИФ необходимо учитывать, что взаимодействие 
осуществляется в локусе, отличном от связываю-
щего лиганды центра. Таким образом, получен-
ные результаты могут свидетельствовать в пользу 
предположения о существовании механизма алло-
стерической регуляции ОР, более того, этот ме-
ханизм представляется функционально значимым 
для обеспечения работы ОС и может быть исполь-
зован для создания средств терапии наркоманий. 
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OPIATE RECEPTION IN THE RAT BRAIN: E F F E C T O F 
CHRONIC C O N S U M P T I O N O F ALCOHOL AND REAFERON. 

A. M. Balashov, О. B. Petrichenko, T. N. Alyabyeva, L. F. Pan-
chenko 
Inst i tute of Biomedical Problems in Addiction, S ta t e Cent re 
of Addiction, Moscow. 

Binding properties of opiate receptors were studied in brain 
t issue of alcoholized ra ts af ter adminis t ra t ion of the interferon-
derived d r u g reaferon using equilibrium radioreceptor assay. 
Chronic alcohol intoxication was accompanied by a decrease 
in affinity of opiate ^-receptors for l igands in the an imals 
with alcohol intoxication and ethanol wi thdrawal . Al tera t ions 
in pa ramete r s of 6-reception and in content of ^ - receptors 
were not found. Daily adminis t ra t ion of reaferon at a dose 
of 104 U within 1.5 month did not affect these impai rments , 
observed in rats , studied in intoxication. However, the d r u g 
reduced completely the alcohol effect on receptors d u r i n g the 
wi thdrawal period. Possible normal iz ing effects of reaferon 
on the s ta te of opiate receptors are discussed. 

© К О Л Л Е К Т И В А В Т О Р О В . 1993 

У Д К 6 1 6 . 1 5 5 . 3 9 2 - 0 7 : 6 1 6 . 1 5 5 . 3 2 - 0 2 : 6 1 5 . 3 5 7 

В. П. Иванова, Е. И. Соронинская, Т. К. Ложкина 

ВЛИЯНИЕ НОВЫХ СИНТЕТИЧЕСКИХ ФРАГ-
МЕНТОВ ТИМУСНЫХ ГОРМОНОВ НА ПРО-
ЛИФЕРАТИВНЫЙ ОТВЕТ ЛИМФОЦИТОВ 
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физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова РАН, Санкт-
Петербург 

Наряду с признанными регуляторами иммун-
ного ответа функцию иммунорегуляторов могут 
выполнять соединения, которые представляют со-
бой фрагменты белков и пептидов, выполняющих 
иные функции в организме [1, 6] . Принципиаль-
ная возможность существования в организме та-
ких иммуноактивных пептидных фрагментов соз-
дает предпосылки для поиска новых иммуномо-
дулирующих пептидов в аминокислотных после-
довательностях белков с разнородными физиоло-
гическими функциями. Проведенный нами ранее 
[2] сравнительный компьютерный анализ белков 
позволил выявить пептидные фрагменты протя-
женностью от 4 до 5 аминокислотных остатков, 
встречающихся одновременно как в первичных 
структурах иммунологически активных соедине-
ний, так и в последовательностях других белков 
животного и растительного происхождения. Нами 
были отобраны и синтезированы пептиды Glu 
Lys — Phe — Asp — Lys (соответствующий фраг-
ментам 41—45 миоглобина человека и 134 - 138 
р-лактоглобулина коровы), Phe — Asp — Lys 
Ala (соответствующий фрагменту 136—139 (3-лак-

45 



Включение 'H-iимидина (в ими/мин) культурами лимфоцитов человека при стимуляции ФГА в присутствии различных доз 
исследованных пептидов 

Пептид Контроль 
Концентрация пептида, мкг /мл 

Пептид Контроль 
0,01 0,1 1 К) 

Glu - L y s - Phe A s p Lys 1926 ,5±335,3 (7) 2656 ,3±552 ,9 3692 ,9±532 ,4* 1412,9±329,7 1346 ,7±413,3 
Phe A s p Lys A l a 2195 ,8^447 ,1 (8) 3439,4 zb 574,0 4021,7-4-699,3* 3595 ,6±630 ,4 2892 ,8±542 ,1 
Thr Leu -Pro Thr 34 I 1,3-1-488,9 (10) 2294,4- t467,0 1716,2^372,3* 185 1 , 8 ± 309,1* 1901,5±258,4* 
Lys G l u V a l V a l G l u 1752,7± 151,9 (9) 2646,9-h 558,3 2728 ,6±755 ,2 3 2 3 8 , 3 ± 1203,1 3 8 0 9 , Г ) 1 8 4 4 , 1 * 

П p и м e L 1 а н и е. В скобках число парных наблюдений; звездочка — /?<0 ,05 (по критерию Стыодента) . 

т о г л о б у л и н а ) и Thr — Leu - P r o — Thr (соответ-
с т в у ю щ и й ф р а г м е н т а м 1 9 0 - 1 9 3 легумина гороха 
и у - глиадииа пшеницы, а т а к ж е 2 3 9 — 2 4 2 В-гор-
деина я ч м е н я ) , я в л я ю щ и е с я одновременно состав -
ными частями соответственно (3-4-тимозина (по-
зиции 10—14) и р-7- и р -10-тимозинов (позиции 
12 -15 и 27 3 0 ) . Полученные нами пептиды сти-
м ул и р у ют Е - р озетк ооб р аз у ю щу ю с пос об н ост ь 
Т - л и м ф о ц и т о в человека [2] . У ч и т ы в а я л и т е р а т у р -
ные д а н н ы е [10, 11], согласно которым Е-рецеп-
торы в к л ю ч а ю т с я в р е г у л я ц и ю п р о л и ф е р а т и в н ы х 
процессов Т-клеток , м о ж н о п р е д п о л о ж и т ь , что 
синтетические пептиды, в л и я ю щ и е на и н д у к ц и ю 
Е-рецепторов , могут в л и я т ь и на п р о л и ф е р а ц и ю 
Т-лимфоцитов . Д л я проверки в ы с к а з а н н о г о пред-
п о л о ж е н и я мы исследовали действие в ы ш е п е р е -
численных пептидов на р е а к ц и ю б л а с т т р а н с ф о р -
мации л и м ф о ц и т о в , с т и м у л и р о в а н н ы х неспецифи-
ческим Т-клеточным митогеном — фитогемагглю-
тииином ( Ф Г А ) . 

М е т о д и к а . Пептиды получали методами классического 
пептидного синтеза в растворе с использованием принципа 
минимальных защит. Индивидуальность всех синтезирован-
ных соединений подтверждали методами тонкослойной хро-
матографии, высоковольтного электрофореза, а т а к ж е данны-
ми аминокислотного и элементного анализов. 

В краткосрочных культурах лимфоцитов периферической 
крови больных с бронхолегочными заболеваниями изучали 
митогенную активность пептидов методом бласттрансформа-
ции лимфоцитов на ФГА [3]. Клетки в концентрации 
5 ' 1 0 5 кл /мл культивировали в круглодонных полистироло-
вых планшетах (завод «Медполимер», Санкт-Петербург) 
в объеме 0,2 мл в течение 48 ч при 37 °С, 5 % СО2 в среде 
R P M I / - 1 6 4 0 с добавлением 1 0 % эмбриональной телячьей 
сыворотки, 100 мкг /мл гентамицина и 2 мМ L-глутамина. 
Пептиды вносили в культуральную среду в концентрации 
от 0,01 до 10 мкг/мл одновременно с митогеном (30 м к г / м л ) . 
Контролем служили лимфоциты,обработанные ФГА в отсутст-
вие пептида. За 4 ч до окончания инкубации в лунки вносили 
*Н-тимидин (I мкКи/0 ,2 мл) . Количество включенного в лим-
фоциты 3Н-тимидина измеряли на жидкостно-сцинтилляцион-
ном счетчике «Rack-beta» (LKB, Швеция) с регистрацией 
конечных результатов в импульсах в минуту на пробу. Ста-
тистическую обработку экспериментального материала прово-
дили с помощью критерия t Стыодента [4]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Р е з у л ь т а -
ты исследования п р о л и ф е р а т и в н о г о ответа л и м ф о -
цитов человека на с т и м у л я ц и ю Ф Г А в присутствии 
р а з л и ч н ы х концентраций пептидов G l u Lys 
P h e A s p — L y s , P h e Asp Lys — Ala и 
T h r — Leu — P r o — Thr представлены в т а б л и ц е . 
Из полученных данных видно, что синтетические 
пептиды х а р а к т е р и з у ю т с я р а з н о н а п р а в л е н н ы м 
влиянием на бластогенез л и м ф о ц и т о в . Так , т е т р а -
пептид Thr — Leu — P r o — Thr при всех исследо-
ванных к о н ц е н т р а ц и я х п о д а в л я е т включение 
3 Н-тимидина к у л ь т у р а м и л и м ф о ц и т о в ч е л о в е к а . 
В концентрациях от 0,1 д о 10 м к г / м л т е т р а п е п т и д 
T h r — Leu — P r o — Thr достоверно ( p < 0 , 0 5 ) 
угнетает с т и м у л и р о в а н н у ю ФГА п р о л и ф е р а ц и ю 

л и м ф о ц и т о в соответственно на 50 44 % . Т е т р а -
пептид P h e — Asp Lys Ala , напротив , стиму-
лирует п р о л и ф е р а ц и ю л и м ф о ц и т о в , и н д у ц и р у е м у ю 
ФГА, во всем и н т е р в а л е и с с л е д о в а н н ы х концент-
раций , о д н а к о т о л ь к о в концентрации 0,1 м к г / м л 
р а з л и ч и я м е ж д у опытом и контролем были досто-
верными ( р < 0 , 0 5 ) . При этом пептид у в е л и ч и в а е т 
включение 3 Н - т и м и д и н а л и м ф о ц и т а м и на 8 3 % 
по с р а в н е н и ю с клетками , к у л ь т и в и р у е м ы м и толь-
ко с ФГА. П е н т а п е п т и д Glu — L y s — P h e 
Asp — Lys в концентрации 0,1 м к г / м л д о с т о в е р н о 
( р < 0 , 0 5 ) усиливает м и т о г е н и н д у ц и р о в а н н у ю про-
л и ф е р а ц и ю л и м ф о ц и т о в на 92 % , о д н а к о с повы-
шением концентрации пентапептида в к у л ь т у р а л ь -
ной среде н а б л ю д а е т с я иигибирование включения 
3 Н - т и м и д и н а л и м ф о ц и т а м и . И н т е р е с н о отметить , 
что исследованные синтетические пептиды досто-
верно изменяют митогенный ответ л и м ф о ц и т о в 
в д о з а х более низких, чем известный иммуности-
мулятор пентапептид, п р е д с т а в л я ю щ и й собой 
ф р а г м е н т 20 24 т и м о з и н а — сх-1 (Lys — G l u 
Val — Val G l u ) . Как видно из д а н н ы х , приве-
денных в т а б л и ц е , т о л ь к о пентапептид Lys 
G l u — Val — Val G l u в ы з ы в а е т з а в и с и м ы й от 
д о з ы э ф ф е к т с т и м у л я ц и и п р о л и ф е р а т и в н о г о отве-
та Т-клеток. П р и инкубации л и м ф о ц и т о в с пеп-
т и д а м и Thr - L e u P r o — Thr , P h e — A s p 
Lys — Ala и G l u Lys — P h e Asp Lys не 
н а б л ю д а е т с я четкой з а в и с и м о с т и э ф ф е к т а стиму-
л я ц и и или угнетения п р о л и ф е р а ц и и от д о з ы пре-
п а р а т о в . 

Полученные нами д а н н ы е д о п о л н я ю т р е з у л ь т а -
ты других исследователей по изучению митоген-
ной активности синтетических т и м о з и н о в и их 
ф р а г м е н т о в . Установлено , что С-концевой ф р а г -
мент 14—28 а - 1 - т и м о з и н а , в к л ю ч а ю щ и й в свою 
последовательность и с п о л ь з о в а н н ы й нами в ка-
честве п о л о ж и т е л ь н о г о контроля п е н т а п е п т и д 
Lys — Glu — Val Val G l u , в д о з е 100 м к г / м л 
увеличивает включение 3 Н-тимидина л и м ф о ц и т а -
ми больных уремией после с т и м у л я ц и и Ф Г А [7\. 
Точно т а к ж е синтетический д е з а ц е т и л и р о в а н н ы й 
р-7-тимозин, ф р а г м е н т а м и которого я в л я ю т с я пеп-
тиды Thr — Leu — P r o — Thr и P h e Asp 
Lys — Ala , в концентрации 10 м к г / м л в о с с т а н а в -
л и в а е т д о практически н о р м а л ь н ы х з н а ч е н и й сни-
женный индуцированный Ф Г А б л а с т о г е н е з Т-лим-
ф о ц и т о в больного с клеточно-опосредованным им-
мунодефицитом [8] . 

Известно , что д л я н о р м а л ь н о г о о с у щ е с т в л е н и я 
процесса п р о л и ф е р а ц и и о п р е д е л я ю щ и м ф а к т о р о м 
я в л я е т с я индукция как ростового ф а к т о р а интер-
л е й к и н а - 2 ( И Л - 2 ) , т а к и рецепторов к э тому ме-
д и а т о р у [5] . О б н а р у ж е н н ы е нами э ф ф е к т ы сти-
муляции или угнетения п р о л и ф е р а т и в н о й актив-
ности л и м ф о ц и т о в , инкубируемых о д н о в р е м е н н о 
с Т-клеточным митогеном и синтетическими пеп-

46 



тидами, могут быть связаны либо с влиянием 
пептидов на продукцию И Л - 2 одной из популя-
ций Т-хелперов, либо с воздействием препаратов 
на экспрессию Т-хелперами рецепторов для ИЛ-2 , 
что в конечном счете может определять тот или 
иной пролиферативный ответ лимфоцитов на ФГА. 
Первое предположение косвенно подтверждается 
исследованиями [9] о влиянии тимопентина 
(фрагмента Arg — Lys — Asp — Val — Туг тими-
ческого гормона типопоэтина II) in vi tro на 
ФГА-индуцированную индукцию ИЛ-2 культурой 
периферических лимфоцитов человека. Нельзя 
исключить варианты, когда пептидные фрагмен-
ты могут влиять в равной степени как на синтез 
ИЛ-2 , так и на экспрессию рецепторов для этого 
медиатора или же регулировать эти процессы 
разнонаправленно и с разной силой. 

Таким образом, исследованные пептиды, пред-
ставляющие собой фрагменты не только эндоген-
ных иммуноактивных полипеитидов, но одновре-
менно и других эндо- и экзогенных белков с от-
личными от первых функциями, оказывают выра-
женное действие на митогениндуцированный про-
лиферативный ответ Т-лимфоцитов человека. 
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РОЛЬ ЦАМФ И ЦГМФ В Р Е А Л И З А Ц И И 
ИНОТРОПНОГО ДЕЙСТВИЯ ВЕРАПАМИЛА 
НА СЕРДЕЧНУЮ МЫШЦУ 

НИИ кардиологии Томского научного центра РАМН 

В настоящее время общепризнанным является 
тот факт, что сократимость сердечной мышцы 
регулируется всей системой вторичных посредни-
ков, включающей ионы С а 2 + , циклонуклеотиды, 
метаболиты фосфо-инозитидного обмена. Причем 
если роль и значение С а 2 + и циклического АМФ 
(цАМФ) изучены достаточно детально, то функ-
ции и физиологическая роль других посредников 
еще неясны. 

Д л я выяснения механизмов регуляции клеточ-
ного метаболизма и сократительной активности 
сердечной мышцы многие авторы изучают процесс 
одиночного сокращения — расслабления сердца, 
используя либо 3 1 Р-ЯМР-анализ , либо быстрое 
з амораживание сердца синхронно с ф а з а м и сер-
дечного цикла. В ряде работ были показаны из-
менения содержания макроэргических фосфатов 
и некоторых промежуточных метаболитов [14, 17], 
активности ряда ферментов [9, 13], а т а к ж е цАМФ 
[8, 18| в процессе сокращения расслабления 

сердца. В работе [18] авторы предположили 
Са-зависимый характер осцилляций цАМФ, что 
вполне логично, учитывая, во-первых, показан-
ную ранее возможность Са-зависимой регуляции 
ферментов метаболизма цАМФ [11, 16] и, во-вто-
рых, наличие осцилляций ионизированного каль-
ция в течение одиночного сердечного цикла [4]. 

Мы предположили, что при воздействиях, 
влияющих на уровень Са2 1 в сердечной мыш-
це, осцилляции, циклонуклеотидов должны изме-
няться, что в свою очередь приведет к вторичным 
изменениям в гомеостазе кальция в клетке и от-
разится на сократительной функции сердца. Учи-
тывая широкое применение в экспериментальной 
и клинической кардиологии препаратов класса 
антагонистов кальция, мы выбрали верапамил 
как хорошо охарактеризованный с точки зрения 
электрофизиологии, фармакологии, биохимии 
и других подходов препарат [10, 12]. Целью 
нашей работы было изучение одновременных из-
менений динамики цАМФ и цГМФ в течение 
сердечного цикла изолированного сердца мор-
ской свинки при действии верапамила. 

М е т о д и к а . Опыты были проведены на изолированных 
сердцах морских свинок обоего пола массой 250—350 г, пер-
фузируемых физиологическим раствором Кребса -- Хензелай-
та и сокращающихся в изотоническом режиме при темпера-
туре 2 5 ± 0 , 5 °С и частоте стимуляции 2 Гц. Детали выделе-
ния и перфузии сердца описаны ранее [ I ) . Были проведены 
4 серии опытов. Свинки I серии служили контролем; в ней 
сердца перфузировали в течение 35 мин физиологическим 
раствором. Во II серии оценивали действие изопротереиола 
в концентрации 15 нМ; препарат вводили в перфузионный 
раствор после 15 мин адаптации сердец на 2—3 мин до 
развития инотропного эффекта. Сердца III серии после адап-
тации перфузировали в течение 5 мин с пропранололом в 
концентрации 1 мкМ, после чего добавляли в раствор изопро-
теренол (30 нМ) на 2—3 мин. В IV серии использовали 
верапамил в концентрации 15 нМ в течение 15 мин с после-
дующим кратковременным добавлением 15 нМ изопротере-
иола. По окончании воздействия сердца быстро заморажи-
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вали в определенной точке сердечного цикла с помощью 
специального устройства, изготовленного по описанию (13]. 
Замораживание проводили в 5 точках сердечного цикла с ин-
тервалом между ними 100 мс; 1-я точка располагалась непо-
средственно перед началом цикла, 2-я соответствовала по 
времени максимуму скорости развития сокращения, 3-я 
пику изотонического сокращения, 4-я и 5-я характеризовали 
процесс расслабления. Д л я каждой точки одной серии было 
проведено 7 15 опытов. Сердца хранили и обрабатывали, 
не допуская размораживания ткани. В миокарде определяли 
содержание циклических нуклеотидов радиоиммунным мето-
дом, используя , 2 б 1-цАМФ(цГМФ) («Chemapol», Чехо-Сло-
вакия) . В работе использовали изопротеренол фирмы «Sig-
ma» (США), верапамил фирмы «Orion» (препарат «Финоп-
тин», Франция) , пропранолол (препарат «Обзидан», Гер-
мания) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Д л я оцен-
ки инотропного состояния и з о л и р о в а н н о г о с е р д ц а 
в ходе эксперимента мы регистрировали а м п л и -
туду с о к р а щ е н и я (АС) и ее первую п р о и з в о д н у ю 
( м а к с и м а л ь н ы е скорости с о к р а щ е н и я — М С С и 
р а с с л а б л е н и я — М С Р ) . Введение и з о п р о т е р е н о л а 
с о п р о в о ж д а л о с ь развитием п о л о ж и т е л ь н о й ино-
тропной реакции с х а р а к т е р н ы м и д л я его дейст-
вия изменениями п а р а м е т р о в с о к р а т и м о с т и : М С Р 
у в е л и ч и в а л а с ь в большей степени, чем М С С , и е щ е 
более, чем АС (в среднем прирост с о с т а в и л 230, 
150 и 60 % соответственно; / 2 = 4 3 , р с 0 , 0 0 1 ) . При 
перфузии и з о л и р о в а н н ы х сердец с п р о п р а н о л о -
лом или в е р а п а м и л о м с н и ж е н и е с о к р а т и т е л ь н о й 
активности б ы л о более в ы р а ж е н о в присутствии 
антагониста к а л ь ц и я . Так , АС с н и ж а л а с ь на 16 % 
при действии п р о п р а н о л о л а (п—65, р<0,01) и на 
62 % при действии в е р а п а м и л а (п=43, / ? < 0 , 0 1 ) , 
М С С на 25 и 67 % , М С Р — на 37 и 72 % соот-
ветственно ( р < 0 , 0 1 ) . О д н а к о если при действии 
п р о п р а н о л о л а д о б а в л е н и е в перфузионный р а с т в о р 
изопротеренола в высокой концентрации (30 нМ) 
не с о п р о в о ж д а л о с ь развитием п о л о ж и т е л ь н о й ино-
тропии, то введение изопротеренола (15 н М ) на 
фоне антагониста к а л ь ц и я в о с с т а н а в л и в а л о АС 
практически д о исходного уровня (91 % от фо-
нового з н а ч е н и я ; р а з л и ч и я н е д о с т о в е р н ы ) , а М С С 
и М С Р п р е в ы ш а л и исходные з н а ч е н и я на 28 и 33 % 
соответственно (р<с0 ,01) . Таким о б р а з о м , в соот-
ветствии с д а н н ы м и других а в т о р о в п р о п р а н о л о л 
в м и к р о м о л я р н ы х к о н ц е н т р а ц и я х способен э ф ф е к -
т и в н о б л о к и р о в а т ь (3-адренорецепторы, тогда как 
о т р и ц а т е л ь н о е инотропное действие в е р а п а м и л а 
может быть устранено за счет действия агентов, 
у в е л и ч и в а ю щ и х внутриклеточную к о н ц е н т р а ц и ю 
ц А М Ф [15] . 

Р е з у л ь т а т ы определения с о д е р ж а н и я ц А М Ф 
и ц Г М Ф в м и о к а р д е морских свинок приведены 
на рис. 1 и 2. В контрольной серии мы не о б н а р у -
ж и л и з н а ч и т е л ь н ы х изменений в уровнях цикло-
нуклеотидов в течение сердечного цикла (см. 
рис. 1, а и 2, а ) . При действии и з о п р о т е р е н о л а 
(15 нМ) с о д е р ж а н и е ц А М Ф в м и о к а р д е увеличи-
валось примерно в 2,5 р а з а , ц Г М Ф — в 2 р а з а 
( р < 0 , 0 1 ) . Кроме того, (3-агонист в ы з ы в а л появ-
ление з н а ч и т е л ь н ы х колебаний к о н ц е н т р а ц и й 
ц Г М Ф в течение одиночного к а р д и о ц и к л а (см. 
рис. 2, б ) . Так , с о д е р ж а н и е ц Г М Ф во 2-й точке , 
соответствующей по времени м а к с и м у м у скорости 
р а з в и т и я с о к р а щ е н и я , з н а ч и т е л ь н о п р е в ы ш а л о его 
уровень в 4-й точке в ф а з у р а с с л а б л е н и я ( р < 
<<0,05) . К о н ц е н т р а ц и я ц А М Ф в течение сердеч-
ного цикла при действии изопротеренола меня-
л а с ь н е з н а ч и т е л ь н о (см. рис. 1 , 6 ) . 
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Рис. 1. Содержание цАМФ в 5 точках сердечного цикла. 

а — контроль; б действие 15 нМ изопротеренола; в — д е й с т в и е 30 нМ 
изопротеренола на фоне 1 мкМ пропранолола; г • с о в м е с т н о е действие 
15 нМ изопротеренола и 15 нМ верапамила. По оси ординат: вверху — / — 5 — 
точки сердечного цикла, в которых проводили быстрое з а м о р а ж и в а н и е 
сердца после воздействия (амплитуда сокращения, % ) ; внизу — соответ-
ствующие им концентрации цАМФ, н м о л ь / r сырой массы. З в е з д о ч к а - досто -
верные различия в уровне цАМФ (р<0,05); треугольник точка, уровень 
цАМФ в которой значительно больше, чем в I, 3 и 5-й точках данной 
серии. 

Рис. 2. Динамика содержания цГМФ в 5 точках сердечного 
цикла. 

Обозначения те же , что на рис. I. 

Р а н е е к о л е б а н и я с о д е р ж а н и я цАМФ. в ходе 
сердечного цикла были п о к а з а н ы в сердце собаки 
[8 | и крысы [18] в контроле и при а к т и в а ц и и 
p - а д р е н о р е ц е п т о р о в . П о мнению [ 8 | , эти осцил-
л я ц и и обусловлены ритмической а к т и в н о с т ь ю сим-
патических нервов , выброс м е д й а т о р о в из терми-
налей которых приводит к синхронной а к т и в а ц и и 
а д е н и л а т ц и к л а з ы ( А Ц ) . Нами п о к а з а н о , что при 
действии п р о п р а н о л о л а в к о н ц е н т р а ц и и 1 мкМ, 
которая , судя по д а н н ы м с о к р а т и т е л ь н о й функ-
ции, э ф ф е к т и в н о б л о к и р о в а л а (З-адренорецепторы, 
с о д е р ж а н и е ц А М Ф б ы л о примерно в 1,5 р а з а 
н и ж е контрольного (р<.0,01), тогда как концент-
р а ц и я ц Г М Ф не о т л и ч а л а с ь от контрольной . В то 
ж е время с р а в н е н и е с о д е р ж а н и я ц и к л о н у к л е о т и -
дов в отдельных точках в этой серии п о к а з а л о , 
что в течение к а р д и о ц и к л а происходили неболь-
шие по амплитуде , но д о с т о в е р н ы е изменения 
с о д е р ж а н и я ц А М Ф и ц Г М Ф (см. рис. 1, в и 2, в ) . 
При этом уровень ц А М Ф был м а к с и м а л ь н ы м во 
2-й точке (максимум скорости с о к р а щ е н и я ) и з н а -
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чительно отличался от такового в 1, 3 и 5-й точ-
ках ( / ?<0 ,05 ) , а концентрация цГМФ была наи-
большей в период расслабления ( 4 5 - я точка ) , 
значительно превышая таковую в 3-й точке (р<< 
< 0 , 0 5 ) . Значит, возникновение осцилляций цАМФ 
в миокарде морской свинки не определяется ак-
тивностью симпатических нервов, хотя, возмож-
но, этот механизм участвует в поддержании кон-
центрации цАМФ в сердце на определенном уров-
не. Таким образом, в условиях блокады р-адре-
норецепторов, когда реализуется преимуществен-
но Са-зависимая регуляция метаболизма, осцил-
ляции сохранялись и, вероятно, в основе их воз-
никновения л е ж а т Са-оиосредуемые механизмы 
синтеза и распада циклонуклеотидов. 

Мы использовали верапамил в концентрации, 
которая, судя по данным литературы, действует 
исключительно на медленный входящий кальцие-
вый ток, не влияя при этом на другие стороны 
метаболизма клетки [10, 12]. Последующее до-
бавление р-агониста восстанавливало сократи-
мость практически до исходного уровня. При этом 
содержание цАМФ было выше контрольного на 
70 %, но почти на 50 % ниже такового в серии 
с одним изоиротеренолом (р<0,05). Ранее на 
изолированном перфузируемом сердце крысы бы-
ло показано, что на фоне верапамила (0,1 мкМ) 
добавление изопротеренола в концентрациях, вос-
станавливающих сократимость сердца до исход-
ного уровня, т а к ж е привело к увеличению содер-
ж а н и я цАМФ в миокарде, в то время как сам 
верапамил не изменял концентрацию цАМФ [15]. 

Содержание цГМФ в серии с антагонистом каль-
ция было повышено в среднем на 170 % по отно-
шению к контролю (р<0,01) и на 35 % по срав-
нению с сердцами, перфузируемыми одним изо-
протеренолом ( р < 0 , 0 5 ) . Подобное увеличение со-
д е р ж а н и я цГМФ может быть обусловлено сни-
жением Са-зависимой активации фосфодиэстера-
зы (ФДЭ-1) в результате уменьшения уровня 
С а 2 + в клетках при действии верапамила . 

Из рис. 1, б, г и 2, б, г видно, что динамика 
цАМФ в течение сердечного цикла в присутствии 
верапамила существенно отличалась от таковой 
при действии одного р-агониста, а профили осцил-
ляций цГМФ в этих сериях были схожи. Это 
позволило предположить, что С а 2 + , входящий по 
медленным каналам сарколеммы, не участвует 
в регуляции р-зависимой динамики цГМФ в ходе 
кардиоцикла , тогда как его вклад в регуляцию 
изменений цАМФ весьма значителен. Возможно, 
это обусловлено тем, что АЦ, л о к а л и з о в а н н а я 
в сарколемме, более чувствительна к снижению 
содержания кальция именно в присарколеммаль-
ном слое миоплазмы, которое могло происходить 
при действии верапамила . Значительное сниже-
ние цАМФ во 2-й точке (см. рис. 1, г) соответст-
вует примерно по времени фазе плато потенциа-
ла действия, в течение которого С а 2 + входит 
в клетку через сарколемму, а в присутствии вера-
памила этот вход блокирован. Таким образом, 
несмотря на то что отрицательное инотропное 
действие верапамила может быть полностью 
устранено при повышении внутриклеточного уров-
ня цАМФ, динамика содержания циклонуклеоти-
да при этом значительным образом изменяется. 

При сравнении серий с р-агонистом и р-агони-
стом на фоне верапамила видно, что в первом 

случае происходило преимущественное увеличение 
содержания цАМФ, тогда как во втором наблю-
дался более выраженный прирост с о д е р ж а н и я 
цГМФ. Хотя в настоящее время физиологическая 
роль цГМФ окончательно неясна, с нашей точки 
зрения, цГМФ, видимо, можно рассматривать как 
модулятор действия цАМФ. Это предположение 
основывается на известных фактах . Так, установ-
лено, что in vi t ro цГМФ способен изменять актив-
ность фосфодиэстераз ( Ф Д Э - П и Ф Д Э - Ш ) , гид-
ролизующих цАМФ [6]. На скеннированных во-
локнах миокарда было показано, что при дейст-
вии метахолина увеличение уровня цГМФ сопро-
вождалось дефосфорилированием TnI и как след-
ствие повышением чувствительности волокон 
к С а 2 + [5]. Следует отметить, что это действие 
цГМФ реализовалось лишь при условии исходно 
фосфорилированного Tnl за счет цАМФ-зависи-
мых протеинкиназ. Причем состояние фосфори-
лирования — дефосфорилирования может, оче-
видно, динамично меняться при изменениях уров-
ней циклонуклеотидов [19]. Кроме того, обнару-
жено, что выделенные миофиламенты желудоч-
ков сердца морской свинки содержат исключи-
тельно цАМФ-фосфодиэстеразную активность, не 
ингибируемую цГМФ, но не содержат ни ФДЭ-1, 
ни Ф Д Э - П [7], т. е. чувствительность тропони-
нового комплекса к кальцию может регулировать-
ся соотношением циклонуклеотидов в области мио-
фибрилл. 

В опытах на везикулах сарколеммы сердца мор-
ской свинки цГМФ-зависимая протеинкиназа 
в присутствии цГМФ фосфорилировала белок, 
который, по мнению авторов, является регуля-
торной субъединицей цАМФ-зависимой протеин-
киназы, ассоциированной с сарколеммой [3] . По-
казано также , что до 90 % цАМФ-зависимых про-
теинкиназ миокарда морской свинки п р и н а д л е ж а т 
ко II типу и являются мембраино-связанными. Если 
подобное фосфорилирование реализуется in vivo, 
то возможна цГМФ-зависимая регуляция процес-
сов, активируемых цАМФ. 

Таким образом, цГМФ может, вероятно, регу-
лировать цАМФ-зависимые и косвенным образом 
Са-зависимые процессы. В то ж е время, учиты-
вая соотношение концентраций цГМФ и цАМФ 
в миокарде (и соответственно протеинкиназ, ими 
активируемых) , вероятно, можно говорить лишь 
о модулирующем влиянии цГМФ в сердце, кото-
рое реализуется на фоне повышенного с о д е р ж а -
ния цАМФ и роль которого возрастает при уве-
личении уровня цГМФ. Поэтому, несмотря на то 
что соотношение ц А М Ф / ц Г М Ф снижается в при-
сутствии как пропранолола, так и верапамила , 
модулирующее действие цГМФ может проявлять-
ся, вероятно, только во втором случае, когда 
концентрация цАМФ была повышена на 70 % 
по отношению к контролю, прирост ж е ц Г М Ф 
составлял 170 % . 

Изменения соотношения ц А М Ф / ц Г М Ф происхо-
дят и в течение сердечного цикла и, очевидно, 
являются важным фактором в формировании ино-
тропного ответа сердечной мышцы при различ-
ных воздействиях. Учитывая т а к ж е возможность 
существования внутриклеточных локальных ком-
партментов циклонуклеотидов в миокарде [2], 
можно говорить об определенным образом орга-
низованной в пространстве и во времени регуля-
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ции клеточных функций. Иначе говоря, Са-опо-
средуемые осцилляции циклонуклеотидов, вероят-
но, могут участвовать в изменении гомеостаза 
С а 2 + и, следовательно, сократимости сердца. 
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The effect of verapamil on dynamics of cAMP and cGMP 
was studied dur ing the single heart cycle using the isolated 
perfused guinea pig heart activated by isoproterenol. The changes 
of cyclic nucleotides were Ca2 + -dependent; verapamil al tered 
the cAMP and, to a lesser extent, the cGMP dynamics in 
the myocardium apparent ly by means of shif ts in homeostas is 
of C a 2 + in cardiomyocytes. Importance of cyclic nucleotides 
and their interaction in realization of the inotropic effect of 
verapamil are discussed. 
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА БИОХИМИЧЕ-
СКИХ КРИТЕРИЕВ ОБЕСПЕЧЕННОСТИ ОР-
ГАНИЗМА ТИАМИНОМ 

Институт питания РАМН, Москва 

В качестве параметров, о т р а ж а ю щ и х обеспе-
ченность организма тиамином, используют экс-
крецию этого витамина с мочой, а т а к ж е актив-
ность тиаминдифосфатза висим ого фермента 
эритроцитов транскетолазы [4 | . Установлена 
корреляция между концентрацией тиаминди-
фосфата ( Т Д Ф ) и активностью транскетолазы 
в гемолизатах эритроцитов, между степенью 
активации этого фермента экзогенно добавлен-
ным ТДФ (ТДФ-эффект) и молярным содержа-
нием кофермента в транскетолазе [7]. Таким 
образом, величина ТДФ-эффекта о т р а ж а е т на-
сыщенность транскетолазы коферментом in vivo 
и может служить функциональным тестом на 
обеспеченность организма тиамином [4, 8 ] . 

Существует несколько способов определения 
активности транскетолазы [3—6, 8 | . В витами-
нологических исследованиях активность этого 
фермента обычно оценивают по количеству обра-
зующегося продукта транскетолазной реакции 
седогептулозо-7-фосфата (С-7-Ф) , содержание 
которого может быть определено разными коло-
риметрическими методами [3—5]. 

Многолетний опыт использования в практике 
нашей лаборатории при проведении индивидуаль-
ных и массовых обследований витаминной обеспе-
ченности различных групп людей орцинового 
метода выявил некоторые трудности. В частности, 
при низкой активности транскетолазы не наблю-
дается линейности накопления С-7-Ф во времени, 
в ряде случаев величина ТДФ-эффекта оказы-
вается ниже 1. Эти трудности могли быть обуслов-
лены несколькими обстоятельствами: частичным 
расщеплением образующегося в транскетолазной 
реакции С-7-Ф за счет его превращения трансаль-
долазой, всегда присутствующей в гемолизате, 
а т а к ж е низкой чувствительностью колоримет-
рической реакции с орцииом. 

В последние годы появились методы опреде-
ления активности транскетолазы с предваритель-
ной инактивацией трансальдолазы путем 5-ми-
нутного прогревания при 55 °С, не влияющего 
на активность транскетолазы [10, 11]. В связи 
с этим задачей данной работы явилось сравнение 
двух вариантов измерения активности транске-
толазы (традиционного и с предварительной 
инактивацией трансальдолазы) с использова-
нием различных способов определения С-7-Ф. 

Определение активности транскетолазы и Т Д Ф -
эффекта трудоемко; для массовых исследова-
ний более удобен и значительно ч а щ е исполь-
зуется метод определения экскреции тиамина с 
мочой. F3 зарубежных исследованиях для этих 
целей обычно пользуются величиной суточной 
экскреции, в отечественной наряду с суточной 
определяют часовую. Обоснованность исполь-
зования последней величины нуждается в под-
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Зависимость удельной активности транскетолазы (в мкмоль/ч на 1 мл эритроцитов) от условий определения ( л = 3 ) 

№ пробы 

Вариант II с предварительной инактивацией трансальдолазы Вариант 1 без инактивации трансаль-
долазы 

№ пробы 
с цистеином с орцином с орцином 

активность ТДФ-эффект активность ТДФ эффект активность ТДФ-эффект 

1 42 ,6±2 ,2 1,10 4 5 , 2 ± 0 , 5 1,05 15 ,4±1,8 1,14 
2 2 9 , 9 ± 1,5 1,16 2 9 , 2 ± 1 , 6 1,03 8,44-0,6 1,20 
3 29,1 ± 1,7 1,03 26 ,5±2 ,7 1,14 10 ,8±0 ,5 1,08 
4 36 ,4±2 ,1 1,22 3 1 , 5 ± 2 , 8 1,44 1 1 ,9±0,8 1,30 
5 32 ,5-И ,0 1,11 2 7 , 0 ± 3 , 2 1,07 1 1 ,6±0,5 1,11 
6 4 0 , 6 + 0 , 3 1,15 — 12 ,3± 1,0 1,13 
7 37 ,0±0 ,4 1,19 — — 12,1 ± 0 , 7 1,11 
8 4 1 , 4 ± 0 , 5 1,19 — — 13 ,3±0 ,3 1,13 
9 3 1 , 6 ± 0 , 5 1,17 — — - 10,5-1-0,5 1,09 

10 34 ,4±0 ,6 1,25 — — 8 , 2 ± 0 , 4 1,25 
11 3 5 , 8 ± 1,7 1,23 — — Ю,6=ьО,3 1,11 
12 40 ,3±2 ,0 1,13 — — 11,1 ± 0 , 1 1,12 

ность < 5 % 5 1 2 % 5 - 1 2 % 

тверждении. Поэтому другой задачей явилось 
исследование корреляционной связи м е ж д у ча-
совой экскрецией тиамина с мочой и величиной 
Т Д Ф - э ф ф е к т а . 

Особо следует оговорить, что если для взрослых 
нормы часовой экскреции, соответствующие 
адекватной обеспеченности тиамином, определе-
ны, то для детей такие данные отсутствуют. 
Вместе с тем очевидно, что использование 
д л я оценки обеспеченности детей тиамином 
«взрослых» норм экскреции неверно. Поэтому с 
целью установления этой величины в данной 
работе была исследована взаимосвязь м е ж д у 
ТДФ-эффектом и часовой экскрецией тиамина 
д л я детей 9 -13 лет. 

М е т о д и к а . Эритроциты из гепаринизированной ве-
нозной крови 22 здоровых детей 9 13 лет и 23 здоровых 
взрослых людей обоего пола получали по общепринятой 
методике. 

Активность транскетолазы и величину ТДФ-эффекта опре-
деляли в двух вариантах. Вариант I с использованием гемо-
лизатов (1:19) в среде, содержащей 60 мМ ацетат-вероиа-
ловый буфер рН 7,6, и определением С-7-Ф с орцином 
подробно описан ранее [4, 6] . Вариант II с использованием 
гемолизатов эритроцитов (1:1) |11, 12] состоит в следующем. 
В 3 пробирки наливали по 0,2 мл гемолизата и 0,25 мл 
20 мМ H E P E S рН 7,6, 1,2 мМ MgCl 2 (можно трис-HCI [12]) . 
В контрольную и опытную пробы добавляли по 0,05 мл воды, 
в третью пробирку 0,05 мл 1 мМ ТДФ и преинкубирова-
ли 30 мин при 37°С , затем для инактивации трансальдола-
зы, содержащейся в гемолизате и использующей в качестве 
субстрата С-7-Ф, инкубировали 5 мин при 55 °С. После 
охлаждения в контрольную пробу добавляли 0,8 мл 10 % 
трихлоруксусной кислоты (ТХУ), затем во все 3 пробы до 
бавляли по 0,1 мл 36 мМ рибозо-5-фосфата и инкубировали 
при 37 °С. Через 30 мин транскетолазную реакцию останав-
ливали добавлением 0,8 мл 10 % ТХУ и центрифугировали 
10 мин при 1500 g. 

Количество С-7-Ф определяли по цветной реакции с 
цистеином в присутствии серной кислоты |3] . Д л я этого 
к 0,5 мл супернатанта, помещенного в баню со льдом, до-
бавляли 2,5 мл разбавленной серной кислоты (6 объемов 
концентрированной кислоты и 1 объем воды), инкубировали 
3 мин в кипящей водяной бане, после охлаждения добавля-
ли по 0,05 мл 3 % раствора солянокислого цистеина. Пробы 
выдерживали при 80 °С в течение 30 мин и измеряли опти-
ческую плотность при 510 и 540 им. При расчете использо-
вали разницу величин оптической плотности при этих двух 
длинах волн. 

Количество тиамина в утренней порции мочи, собранной 
за 1 ч натощак, определяли тиохромным методом с исполь-
зованием внутреннего стандарта тиамина [4, 9] . Интенсив-
ность флюоресценции измеряли на спектрофлюориметре 
«Perkin Elmer MPF-43A* при длине волны возбуждающего 
света 365 нм, флюоресценции 435 им. 

Коэффициент ранговой корреляции рассчитывали по 
методу Спирмена [1]. Д л я п = 2 2 23 о существовании кор-
реляции можно говорить, если абсолютная величина коэф-
фициента превышает 0,323 0,05) или 0,462 ( р < 0 , 0 1 ) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . На первом 
этапе работы было проведено сравнение методов 
определения С-7-Ф с орцином и цистеином. Как 
следует из рис. 1, орциновый метод в 3,2 раза 
менее чувствителен по сравнению с цистеиновым. 
Погрешность составляет 5 —10 %, в то время как 
у метода с цистеином эта величина не превышает 
5 %. Таким образом, для определения актив-
ности трансальдолазы по накоплению С-7-Ф пред-
почтительнее пользоваться цистеиновым методом. 

Вторым этапом работы был подбор оптималь-
ных условий для транскетолазной реакции. 
Как видно на рис. 2, при измерении транскето-
лазной реакции без предварительной инактива-
ции т р а н с а л ь д о л а з ы (см. рис. 2, вариант /, кри-
вая / ) накопление С-7-Ф было линейным л и ш ь 
в течение 45 мин д а ж е при высоком (1:19) разве-
дении гемолизата . При этом удельная активность 
транскетолазы, определяемая по накоплению 

Рис. 1. Сравнение колориметрических методов определения 
С-7-Ф. 

По оси абсцисс — содержание С-7-Ф, нмоль/проба; по оси ординат разница 
оптической плотности при 510 и 540 нм для метода с цистеином (кри-
вая 2 ) , оптическая плотность при 625 нм для метода с орцином (кривая / ) . 

Рис. 2. Зависимость активности транскетолазы от времени 
инкубации. 
По оси абсцисс — время инкубации, мин; по оси ординат активное1ь 
транскетолазы, мкмоль С-7-Ф на 1 мл эритроцитов. 
/ — без предварительной инактивации трансальдолазы, метод с орцином, 
разведение гемолизата 1:19; 2, 3 - с предварительной инактивацией транс-
альдолазы, метод с цистеином; 2 разведение гемолизата 1:19; 3 разве-
дение гемолизата 1:1. 
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С-7-Ф без п р е д в а р и т е л ь н о й и н а к т и в а ц и и т р а н с -
а л ь д о л а з ы , б ы л а в 3 р а з а ниже, чем при ее опре-
делении после инактивации (см. рис. 2, к р и в а я 2 ) . 
По-видимому , это обусловлено постепенным по 
мере накопления С-7 -Ф увеличением активности 
т р а н с а л ь д о л а з ы , р а с щ е п л я ю щ е й о б р а з у ю щ и й с я 
С-7-Ф. Л и н е й н о с т ь н а к о п л е н и я С-7 -Ф в ходе 
т р а н с к е т о л а з н о й реакции во времени после пред-
варительной инактивации т р а н с а л ь д о л а з ы (ва-
риант II) н а б л ю д а л а с ь в течение 2 ч и не з а в и с е -
л а от р а з в е д е н и я г е м о л и з а т а в д и а п а з о н е от 
1:19 д о 1:1 (см. рис. 2, кривые 2 и 3). 

Д а л ь н е й ш и е исследования п о к а з а л и , что во 
всех с л у ч а я х при определении активности транс -
к е т о л а з ы без и н а к т и в а ц и и т р а н с а л ь д о л а з ы в те-
чение 45 мин, когда н а б л ю д а е т с я л и н е й н ы й ха-
рактер накопления продукта реакции во времени, 
у д е л ь н а я активность в 3 4 р а з а ниже, чем в слу-
чае с п р е д в а р и т е л ь н о й инактивацией т р а н с а л ь д о -
л а з ы (см. т а б л и ц у ) . При этом величина актив-
ности не з а в и с и т от используемого к о л о р и м е т р и -
ческого метода определения С-7-Ф. 

Поскольку активность т р а н с а л ь д о л а з ы не з а -
висит от Т Д Ф [2] , несмотря на неполное в ы я в л е -
ние активности т р а н с к е т о л а з ы при использовании 
в а р и а н т а I величины Т Д Ф - э ф ф е к т а х о р о ш о 
с о в п а д а ю т м е ж д у собой при всех способах опре-
д е л е н и я активности т р а н с к е т о л а з ы . Вместе с тем 
б ы л о отмечено, что иногда при измерении актив-
ности т р а н с к е т о л а з ы по в а р и а н т у I с орцином зна -
чение Т Д Ф - э ф ф е к т а находится в пределах 0,87— 
0,95, т. е. с о с т а в л я е т менее 1. П о - в и д и м о м у , это 
о б ъ я с н я е т с я измерением очень низких величин 
оптической плотности — в д и а п а з о н е 0,050— 
0,150 (см. рис. 1) и вследствие этого б о л ь ш е й 
погрешностью (до 12 % ) . В то ж е время при опре-
делении активности т р а н с к е т о л а з ы по в а р и а н -
ту II не н а б л ю д а е т с я величин Т Д Ф - э ф ф е к т а 
менее 1. 

Как известно, активность т р а н с к е т о л а з ы з а в и -
сит от обеспеченности т и а м и н о м . П р и н я т о счи-
тать , что нормальной обеспеченности о р г а н и з м а 
человека тиамином соответствуют величины ак-
тивности в пределах 15—30 м к м о л ь / ч на 1 мл 
эритроцитов [3, 6 ] . И с х о д я из д а н н ы х т а б л и ц ы , 
эти величины, по-видимому, требуют пересмотра . 

Д л я в ы я в л е н и я зависимости м е ж д у величина-
ми Т Д Ф - э ф ф е к т а и экскрецией тиамина с мочой 
был использован следующий подход [7 ] : б л и з к и е 
по з н а ч е н и ю величины Т Д Ф - э ф ф е к т а о б ъ е д и н я -
ли в группы и р а с с ч и т ы в а л и с о о т в е т с т в у ю щ и е 
им величины экскреции (рис. 3 ) . Р а с ч е т коэф-
фициента корреляции по Спирмену о б н а р у ж и л 
высокое соответствие м е ж д у этими п а р а м е т р а м и 
в случае как взрослых людей ( р = — 0 , 5 2 9 ) , т а к 
и детей ( р = — 0 , 3 3 2 ) . Д л я взрослых величина 
Т Д Ф - э ф ф е к т а ^ 1 , 1 5 соответствует в ы д е л е н и ю 
более 15 мкг т и а м и н а з а 1 ч н а т о щ а к , что совпа -
д а е т с величинами, принятыми в л и т е р а т у р е 
д л я нормальной обеспеченности о р г а н и з м а этим 
витамином. У детей 9 — 1 3 лет ч а с о в а я э к с к р е ц и я 
т и а м и н а , с о о т в е т с т в у ю щ а я а д е к в а т н о й обеспе-
ченности о р г а н и з м а этим витамином ( Т Д Ф - э ф -
фект ^ 1 , 1 5 ) , с о с т а в л я е т 11 12 м к г / ч . Эти раз -
л и ч и я еще р а з д о к а з ы в а ю т необходимость уста-
новления возрастных норм экскреции т и а м и н а 
с мочой и недопустимость и с п о л ь з о в а н и я д л я 
оценки обеспеченности этим витамином детей 

Рис. 3. Зависимость между величиной ТДФ-эффекта и часовой 
экскрецией тиамина с мочой. 

По оси абсцисс — величина ТДФ-эффекта; по оси ординат часовая 
экскреция тиамина с мочой, мкг. 
/ — данные для детей 9—13 лет; 2 — данные для взрослых. В скоб-
ках число обследованных. 

величин экскреции , принятых в к а ч е с т в е нормы 
д л я взрослых л ю д е й . 

Таким о б р а з о м , д л я в ы я в л е н и я недостаточ-
ности т и а м и н а м о ж е т быть и с п о л ь з о в а н а к а к ве-
л и ч и н а Т Д Ф - э ф ф е к т а , т а к и ч а с о в а я э к с к р е ц и я 
т и а м и н а с мочой. У ч и т ы в а я определенные труд-
ности при определении активности т р а н с к е т о л а з ы 
по в а р и а н т у I, предпочтение, по-видимому, сле-
дует о т д а т ь методу с предварительной инакти-
вацией т р а н с а л ь д о л а з ы и к о л о р и м е т р и ч е с к о м у 
методу о п р е д е л е н и я С-7-Ф с цистеином. 
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Activity of t r anske to lase in erythrocyte hemolysates , 
est imated by means of measurement of sedoheptulose-7-
phosphate content without preinactivation of t r ansa ldo lase , 
proved to be 3-4-fold lower as compared with the values 
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observed af ter preinactivatiori of t ransa ldo lase . The va lues of 
thiamine diphosphate (TDP) effect did not depend on conditions 
of the t ranske to lase reaction, as well as on the colorimetric 
procedure used for determination of sedoheptulose-7-phosphate. 
A high inverse correlation was found between the va lue of 
T D P effect and an excretion of thiamine with urine in adul t 
pat ients and in children of 9-13 years old. Normal excretion 
of thiamine with urine constituted 11-12 м-g/h in the children 
of this age as judged from the TDP effect- thiamine excretion 
in children of this age. 
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СОДЕРЖАНИЕ Л И З О Ц И М А В БИОЛОГИЧЕ-
СКИХ СУБСТРАТАХ ЖИВОТНЫХ ПРИ ВОС-
ПРОИЗВЕДЕНИИ И ЛЕЧЕНИИ ПАРОДОН-
ТИТА 

Московский медицинский стоматологический институт 
им. Н. А. Семашко 

Лизоцим (мурамидаза ) , являясь одним из 
ферментов лизосомальных структур клеток, от-
носится к факторам, определяющим физиоло-
гическую устойчивость организма, и считается 
основным компонентом неспецифической защи-
ты, связанной с функцией моноцитарно-макро-
фагальной системы, филогенетически более ста-
рой, чем лимфоцитарно-плазмоцитарная система, 
ответственная за специфический иммунитет 
[36, 49] . Фермент содержится у человека и жи-
вотных во многих биологических жидкостях и 
тканях, синтезируясь в основном в клетках, 
способных к фагоцитозу,— гранулоцитах и макро-
фагах [25, 27, 37, 48] . 

Исследования роли лизоцима в механизме 
сохранения гомеостаза подтверждают полифунк-
циональный характер его действия [14]. В а ж н о е 
биологическое свойство фермента, установленное 
еще в работах A. Fleming,— это бактериологи-
ческое и бактериостатическое влияние на не-
которые микроорганизмы. Наиболее чувствитель-
ны к лизоциму грамположительные бактерии 
[7, 8, 17, 19, 20, 44] , у которых мурамидаза , ка-

тализируя гидролиз гликозаминогликанов с раз-
рывом |3(1 —4)-гликозидных связей между остат-
ками N-ацетилмурамовой кислоты и N-ацетил-
глюкозамином, растворяет клеточную оболочку 
и вызывает распад всей бактериальной клетки. 
Грамотрицательные бактерии более устойчивы 
к лизоциму, ввиду того что пептидогликаны их 
клеточной оболочки находятся под слоем липо-
протеидов и липополисахаридов [9, 20, 45, 46] . 
Вместе с тем установлено бактериостатическое 
влияние мурамидазы на грамотрицательные мик-
роорганизмы [9, 16, 31) . В ряде работ [16, 31, 33, 
42- 44, 47] доказана способность лизоцима ли-
зировать некоторые штаммы патогенных микро-
бов: кокки, бациллы, вирусы, грибы рода Cand ida . 

Однако биологическая роль мурамидазы не 
исчерпывается только антимикробным влиянием, 
которое составляет лишь частное проявление 
ее общих свойств. Исследования последних лет 
убедительно подтверждают значение лизоцима 
как модулятора реакций иммунитета. Фермент 

оказывает стимулирующее влияние на розетко-
образование Т-, В-лимфоцитов, усиливает адге-
зивные свойства иммунокомпетентных клеток 
[15, 29, 30] , активирует систему комплемента 
как по классическому, так и по альтернативному 
пути [15], обладает гистамин- и серотонинпекти-
ческой способностью [14]. Существует предполо-
жение о влиянии лизоцима на различные стадии 
фагоцитоза , хемокинез, опсонизацию и дегра-
дацию антигенного материала |1, 2] . Большой 
интерес представляют исследования, свидетель-
ствующие о специфическом влиянии мурамидазы 
на полисахаридные комплексы клеточной мембра-
ны макрофагов, проявляющемся увеличением 
поверхности клетки за счет стимуляции лизоци-
мом синтеза новых структур и активации мета-
болических процессов [38, 39, 41) . Активность 
лизоцима значительно возрастает при совместном 
действии мурамидазы и других гидролитиче-
ских ферментов, факторов иммунитета и неспе-
цифической резистентности [30, 40) . 

Уникальное сочетание ферментных, антибак-
териальных и иммуномодулирующих свойств 
лизоцима послужило обоснованием его широкого 
применения в медицине. Первые попытки исполь-
зования экзогенного лизоцима в терапевтических 
целях предприняли 3. В. Ермольева и И. С. Буя-
новская в 1930 г. [17, 22, 24] . В настоящее время 
лизоцим применяют в терапевтических и профи-
лактических целях в чистом виде и в комбинации 
с антибиотиками и ферментами в педиатрии 
для лечения различных форм пневмонии [26, 29] , 
хронического бронхита [36], в хирургической 
практике с целью стимуляции репаративных 
процессов [12, 31] , при ожоговой травме [28]. 
Успешно проводится лечение лизоцимом ряда 
заболеваний ЛОР-органов [10, 35] . П о к а з а н о 
применение фермента в терапии кишечных ин-
фекций различной этиологии [23]. 

Лизоцим играет особо важную роль в процес-
сах, происходящих в полости рта [32], в которой 
его концентрация значительно выше, чем в сы-
воротке крови. Основным источником фермента 
в ротовой жидкости являются эпителиальные 
клетки слюнных протоков, в меньшей степени 
мигрирующие полиморфноядерные лейкоциты 
( П Я Л ) и бактерии ротовой полости [3 | . В значи-
тельной мере благодаря лизоциму сохраняется 
равновесие между бактериальным симбиозом и 
тканями полости рта, которое в большинстве 
случаев нарушается при развитии тех или иных 
патологических состояний. В связи с этим объ-
яснимо широкое использование экзогенного ли-
зоцима для лечения пульпита, периодонтита, 
пародонтита и некоторых заболеваний слизистой 
оболочки рта. Однако следует учитывать, что при 
воспалении свойства различных препаратов мо-
гут изменяться в силу нарушения микроцирку-
ляции, скопления гноя, развития ацидоза , изме-
нения функции фагоцитирующих клеток и т. д. 
Поэтому можно предположить, что более эффек-
тивно использование лизоцима при непосред-
ственном его введении в ткани с помощью какого-
либо физического фактора, например высоко-
частотного ультразвука, обладающего широким 
спектром биологического действия и обеспечи-
вающего более глубокое проникновение лекар-
ства в ткани [34 | . 
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В качестве объекта дли обоснования и изучения 
возможностей введения лизоцима в воспаленные 
ткани с помощью ультразвука мы взяли воспале-
ние околозубных тканей — пародонтит, одно из 
наиболее распространенных заболеваний челове-
ка, исходом которого является рассасыв ан и е 
костной ткани альвеолы с последующей потерей 
зубов, что неизменно приводит к функциональ-
ной несостоятельности зубочелюстной системы. 
В настоящей работе были поставлены следую-
щие задачи : изучить влияние ультразвука на 
кристаллический яичный лизоцим; оценить в 
эксперименте изменения неспецифической з а щ и -
ты при развитии пародонтита по с о д е р ж а н и ю 
лизоцима в сыворотке крови и десне; изучить 
влияние ультразвука на проникновение экзоген-
ного лизоцима в околозубные ткани в условиях 
нормы и при воспалении; обосновать на кроликах 
и крысах возможность применения фонофореза 
лизоцима для лечения пародонтита. 

М е т о д и к а . Стандартный раствор препарата (яичный 
кристаллический лизоцим) в концентрации 8 мкг/мл под-
вергали воздействию ультразвуком. Опыты проводили в стек-
лянной посуде, помещая излучатель в исследуемый раствор. 
Использовали аппарат УЗТ-5 с частотой ультразвука 880 кГц 
при непрерывном и импульсном режиме генерации. Режим 
работы ультразвукового генератора выбирали с учетом 
рекомендаций по его применению в медицине [34| , и в част-
ности в стоматологии [18]. Интенсивность ультразвукового 
воздействия на стандартный раствор лизоцима увеличива-
ли от 0,05 до 0,6 Вт/см2 . Продолжительность озвучива-
ния при каждой интенсивности составляла 3, 5, 10 мин. 

Исследования на кроликах и крысах проводили в три 
этапа. На I этапе эксперимент включал две серии опытов: 
I серия опыты на 14 кроликах калифорнийской породы 
массой 2,5—3 кг (12 подопытных животных, 2 контрольных), 
II серия на 25 беспородных белых крысах массой 180— 
200 г (20 подопытных животных, 5 контрольных). У подопыт-
ных животных воспроизводили пародонтит лигатурным ме-
тодом в собственной модификации [13], у контрольных 
лигатура не накладывалась. 

Д о начала исследования, а затем на 3, 7, 14, 21-е сутки 
эксперимента из краевой вены уха кроликов брали кровь и 
определяли концентрацию лизоцима в сыворотке [21], 
У крыс в те же сроки опыта после забоя токсическими доза-
ми эфира забирали участок десны в области нижних резцов 
для определения лизоцима [21]. 

На II этапе эксперимент также состоял из двух серий 
опытов: I серия опыты на 8 кроликах калифорнийской 
породы массой 2,5- 3 кг, II серия на 100 беспородных 
белых крысах массой 180 200 г (50 подопытных и 50 конт-
рольных животных). На этом этапе изучали влияние ультра-
звука на проникновение лизоцима в здоровую и воспаленную 
десну. У крыс опытной группы пародонтит воспроизводили 
лигатурным методом | 1 3 | . Изучали содержание лизоцима 
в сыворотке крови кроликов и десне крыс до воздействия 
ультразвуком, непосредственно после процедуры и спустя 1, 3, 
6, 24 ч. Принимая во внимание тот факт, что сам ультра-
звук без лизоцима может повлиять на содержание фермента 
в тканях как в условиях нормы, так и при воспалении, 
каждая серия животных была разделена на две равные груп-
пы: в 1-й у кроликов и крыс проводили однократно фонофорез 
лизоцима, во 2-й — только воздействие ультразвуком. Озву-
чивание слизистой оболочки десны в области нижних резцов 
выполняли по следующей методике: на аппликатор серий-
ного прибора УЗТ-5 наносили вазелиновое масло, ультра-
звуковой излучатель фиксировали на десне и осуществляли 
процедуру в импульсном режиме (импульс — 4 мс генерации) 
при интенсивности озвучивания 0,2 Вт/см 2 и продолжитель-
ности 5 мин. Ультрафонофорез лизоцима выполняли по 
той же методике озвучивания, используя в качестве прово-
дящей среды 1 % мазь препарата (ланолин, вазелин в соот-
ношении 1:9, 100 мг лизоцима) . Применяли препарат оте-
чественного производства яичный лизоцим, выпускаемый 
производственным объединением «Мосмедирепараты» 
им. Л. Я. Карпова. 

На III этапе исследований также в двух сериях опытов 
(18 кроликов и 85 крыс) изучали уровень лизоцима в десне 
и сыворотке крови при курсовом введении лизоцима в воспа-
ленные пародонтальные ткани методом ультрафонофореза . 
Животных обеих серий разделили на две группы: опыт-
ную и контрольную; в опытной в воспаленную десну вводи-
ли лизоцим, в контрольной этот метод не применяли. Мате-
риал (сыворотка и ткань десны) для исследования у всех 
животных забирали после 3, 7, 14 процедур. Кроме того, 
в десне 55 крыс в течение 30 сут после последнего сеанса 
фонофореза изучали изменение уровня лизоцима. 

На всех этапах исследования лизоцим сыворотки крови 
и тканей десны определяли количественно методом диффу-
зии в агар [21], учитывая как суммарную концентрацию 
эндогенного и введенного лизоцима, так и исходный уровень 
эндогенного лизоцима. Результаты обрабатывали методом 
вариационной статистики. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. Результаты 
опытов по влиянию ультразвука на стандартный 
раствор лизоцима показали отсутствие разру-
ш а ю щ е г о действия этого ф а к т о р а на препарат . 

Рис.1 Рис.2 

Рис. 1. Динамика изменения концентрации лизоцима в слизистой оболочке десны нижней 
челюсти крыс при моделировании пародонтита и его лечении лизоцимом. 

По оси абсцисс время, сут; по оси ординат — содержание лизоцима, мг /r ткани. / до снятия лигатуры; 
2 — после снятия лигатуры без применения лизоцима; 3 — с применением лизоцима. И У исходный 
уровень. 

Рис. 2. Динамика изменения концентрации лизоцима в воспаленных тканях десны крыс 
после однократного озвучивания и ультрафонофореза. 

По оси абсцисс время, ч; по оси ординат содержание лизоцима, мг/г ткани. 
/ ультрафонофорез; 2 — озвучивание; К — непосредственно после озвучивания. ИУ исходный уровень. 
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Во всех пробах после озвучивания сохранялась 
исходная концентрация раствора лизоцима -
8 мкг/мл. 

В первые сутки после наложения лигатуры как 
у кроликов, так и у крыс развивалась острая 
воспалительная реакция, сопровождающаяся оте-
ком, гиперемией, инфильтрацией тканей десны. 
К 21-м суткам эксперимента вследствие прогрес-
сирующей воспалительной деструкции подлежа-
щих тканей периодонта и костной ткани меж-
зубных перегородок появлялись пародонтальные 
карманы, гноетечение, подвижность резцов. Фор-
мирующийся комплекс клин и ко-рентгенологиче-
ских изменений пародонта животных при воспа-
лении в значительной мере соответствовал основ-
ным проявлениям заболевания у человека. На-
ряду с этим по мере увеличения срока фиксации 
лигатуры и выраженности клинических проявле-
ний воспалительного процесса в пародонте досто-
верно увеличивалось содержание лизоцима в сы-
воротке крови кроликов. Если исходный уровень 
лизоцима сыворотки составлял 5,84=0,5 мкг /мл , 
то уже к 3-м суткам опыта он возрастал до 
7 , 2 ± 1 , 3 мкг/мл, к 7-м с у т к а м — д о 8 , 2 ± 
± 0 , 4 мкг/мл, а к 21-м суткам имело место почти 
двукратное повышение концентрации эндогенно-
го лизоцима (10,9=}=0,3 м к г / м л ) . Подобная тен-
денция прослеживалась и в тканях десны крыс. 
Однако исходный уровень лизоцима в здоровой 
десне значительно превосходил таковой в других 
органах и тканях крыс и был равен 8 ,84:1 ,9 мг/г . 
Полученные данные совпадают с результатами 
других авторов [43]. При экспериментальном 
пародонтите регистрировали трехкратное увели-
чение исследуемого показателя ( р С 0 , 0 5 ; рис. 1). 
Причем такое значительное нарастание кон-
центрации лизоцима в мягких тканях десны 
определялось уже на 3-й сутки опыта и сохраня-
лось на данном уровне весь период наблюдения, 
достигая к 21-м суткам эксперимента 25,6=±= 
± 4 , 4 мг/г . 

Установленные особенности изменения уровня 
лизоцима в сыворотке и десне при воспроизве-
дении пародонтита обусловлены, по-видимому, 
одним из проявлений воспалительной реакции, 
а именно миграцией лейкоцитов, являющихся 
источником фермента [11], в зону повреждения. 
Развитие пародонтита у кроликов характеризо-
валось системной лейкоцитарной реакцией, при 
которой число лейкоцитов в сыворотке крови по 
мере прогрессирования воспаления увеличива-
лось с 10,64=1,0- 109 /л до 13,5=+= 1,7• 109 /л. Уро-
вень сывороточного лизоцима и количество лей-
коцитов крови имели сходную динамику, что ука-
зывает на прямую зависимость числа лейкоци-
тов и количества лизоцима в сыворотке. Однако 
одной лишь количественной динамики лейкоци-
тов еще недостаточно для объяснения колебаний 
концентрации фермента в крови. Велика роль в 
этом, вероятно, повышения проницаемости кле-
точных мембран и активности лизосомал ьных 
гидролаз П Я Л при воспалении [12]. Почти трех-
кратное увеличение концентрации лизоцима в 
тканях десны крыс при пародонтите т а к ж е вызва-
но лейкоцитарной инфильтрацией зоны повреж-
дения, так как П Я Л первыми реагируют на хемо-
таксический стимул бактериальной и компле-
ментарной природы непосредственно вслед за 

повреждением ткани хозяина, густо инфильтри-
руя десну, особенно в области эпителиального 
прикрепления [5, 6] . Клеточный состав мигри-
рующих лейкоцитов остается постоянным (99 % 
П Я Л и 1 % лимфоцитов) . Вместе с тем пред-
ставленные выше результаты экспериментально-
го исследования не совпадают с данными неко-
торых авторов, описавших снижение содержа-
ния лизоцима в десне больных при воспале-
нии [43]. Можно предположить, что такое не-
совпадение обусловлено различием исходного 
состояния структур воспалительного инфильтра-
та в условиях эксперимента в клинике. Экспери-
ментальный пародонтит — это в основном острый 
воспалительный процесс, пародонтит у людей — 
хроническое воспаление со свойственными для 
него изменениями клеточного состава воспали-
тельного инфильтрата: преобладанием лимфоци-
тов, содержащих незначительное количество 
лизоцима, нарушением функциональной актив-
ности ПЯЛ, снижением их миграционной и фаго-
цитарной функций [41]. 

Однократное озвучивание и ультрафонофорез 
лизоцима здоровой слизистой оболочки десны 
крыс вызывали почти двукратное снижение кон-
центрации фермента в околозубиых тканях. При-
чем максимальное падение этого показателя 
наблюдалось спустя 1 ч после воздействия, 
достигая при озвучивании 3,4=4=0,49 мг / г и при 
ультрафонофорезе 2,7=4=0,37 мг /г . В последую-
щем, через 3, 6, 24 ч, концентрация лизоцима 
увеличивалась, приближаясь к исходным значе-
ниям. Таким образом, в ходе эксперимента 
выявлен идентичный характер изменения кон-
центрации лизоцима в десне как «озвученных» 
животных, так и животных, которым лизоцим 
вводили методом фонофореза. Причиной подоб-
ных колебаний показателя мог быть общий фак-
тор воздействия, а именно ультразвук. Влиянием 
ультразвука на П Я Л — основной источник лизо-
цима в тканях — можно объяснить падение уров-
ня фермента в десне спустя 1 ч после действия 
ультразвука, хотя механизм этого влияния по ре-
зультатам настоящего исследования определить 
трудно. Низкий уровень лизоцима в десне крыс 
после фонофореза лизоцима указывает , , что здо-
ровая слизистая оболочка десны либо мало про-
ницаема для препарата , либо фермент, проникая 
через эпителиальный слой слизистой оболочки, 
не накапливается в зоне введения, а элиминирует 
в кровоток. В целях решения данной задачи были 
поставлены опыты на кроликах, у которых после 
однократного озвучивания и фонофореза здоро-
вой десны в области нижних резцов определяли 
уровень лизоцима в сыворотке крови. Соответ-
ственно полученным данным только после фоно-
фореза лизоцима имело место трехкратное уве-
личение концентрации фермента. Спустя сутки 
после процедуры уровень лизоцима все еще был 
выше исходного почти вдвое, что можно оъяснить 
изменением активности эндогенного лизоцима, 
так как экзогенный лизоцим к этому сроку вы-
водится из организма. Однократное же озвучи-
вание здоровой десны кроликов не сопровож-
далось достоверным увеличением содержания 
лизоцима в сыворотке. Уровень фермента сохра-
нялся в пределах исходных значений во все сроки 
наблюдения. Таким образом, экзогенный лизо-
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цим, вводимый в здоровую слизистую оболочку 
десны экспериментальных животных с помощью 
ультразвука , проникает через эпителиальный 
слой слизистой оболочки, но не накапливается 
в зоне введения. 

Однократное озвучивание и ультрафонофорез 
лизоцима воспаленных пародонтальных тканей 
крыс т а к ж е сопровождались резким падением 
концентрации фермента в десне спустя 1 ч после 
процедуры (рис. 2 ) . Представленные данные 
подтверждают наше предположение о связи от-
меченного явления с ультразвуковым воздей-
ствием. Вместе с тем характерно, что после 
ультрафонофореза лизоцима уровень фермента 
в десне был в 2 раза выше, чем после озвучива-
ния. Вероятно, данный факт можно объяснить 
не только проникновением препарата через воспа-
ленную слизистую оболочку десны, но и накопле-
нием его в ней, что соответствует представле-
ниям о барьерной функции очага воспаления . 
Снятие лигатуры в контрольной группе живот-
ных и последующий ультрафонофорез л и з о ц и м а 
в опытной вызывали купирование воспаления 
в пародонте. Однако полное исчезновение при-
знаков воспаления наблюдалось л и ш ь у живот-
ных, которым вводили лизоцим в течение 14 дней. 
У «нелеченых» кроликов к данному периоду рент-
генологически еще определяли расширение пе-
риодонтальной щели, остеопороз вершин меж-
зубных перегородок. Обнаруженный факт свиде-
тельствует, вероятно, о том, что при условии про-
никновения и накопления в тканях пародоита ли-
зоцима , он может о к а з ы в а т ь мощное з а щ и т н о е 
действие, тормозя процесс остеокластической 
резорбции его минерализованных структур [5]. 
Показательна динамика с о д е р ж а н и я л и з о ц и м а 
в биологических субстратах «леченых» и «неле-
ченых» животных. Снятие лигатуры сопровож-
д а л о с ь резким падением уровня л и з о ц и м а в 
десне крыс, в то время как снятие лигатуры и 
последующее введение лизоцима с помощью 
ультразвука способствовали сохранению кон-
центрации фермента на высоких цифрах (см. 
рис. 1). Подобная закономерность прослежива-
л а с ь и у кроликов: фонофорез лизоцима обеспе-
чивал сохранение высокого уровня м у р а м и д а з ы 
в сыворотке, достигая максимальных значений 
( 2 2 , 4 ± 6 , 2 м к г / м л ) к последней процедуре. Сня-
тие лигатуры способствовало медленному сниже-
нию изучаемого показателя : с 1 0 , 9 ± 0 , 3 до 6 , 2 ± 
± 1 , 3 мкг /мл к 14-м суткам наблюдения. 

Низкий уровень лизоцима в воспаленных тка-
нях пародонта и сыворотке крови «нелеченых» 
животных можно объяснить рядом причин: ку-
пированием воспалительного процесса и умень-
шением нейтрофильной инфильтрации, появле-
нием в зоне повреждения в период регенерации 
молодых, с низким содержанием лизоцима кле-
ток, увеличением потребности регенерируемых 
тканей в лизоциме в связи с его участием в ре-
гуляции проницаемости внутриклеточных мембран 
и протеогликанов соединительной ткани [4 | . 
Высокий уровень лизоцима в биологических 
субстратах животных при выполнении физио-
процедуры обусловлен, по-видимому, как про-
никновением экзогенного лизоцима , так и на-
коплением экзогенного и эндогенного фермента , 
индуктором активности которого может быть 

лизоцим, вводимый при помощи ультрафонофо-
реза [14]. Вместе с тем нельзя исключить влия-
ние самого ультразвука , который в используе-
мом нами режиме озвучивания местно активи-
зирует лимфообращение , ускоряет репаративные 
процессы, обладает фибролитическим и спазмо-
литическим свойствами [18, 34] . 

После курса фонофореза лизоцима у крыс в 
первые 6 сут наблюдения имело место постепен-
ное снижение уровня фермента в десне с 2 1 , 8 ± 1 , 4 
д о 1 0 , 7 ± 1 , 5 мг / г , что, вероятно, обусловлено 
разрушением и выведением экзогенного лизоци-
ма из организма животных. Вновь возникшее 
умеренное нарастание концентрации л и з о ц и м а 
к 9—12-м суткам опыта до 15,1 ± 2 , 1 м г / г , по-
видимому, с в я з а н о с активностью экзогенного 
лизоцима . О д н а к о установить причину повы-
шения уровня энзима по количественному опре-
делению его в тканях десны трудно. К 12-
15-м суткам опыта концентрация л и з о ц и м а в 
десне достигла значений, которые регистрирова-
ли у здоровых животных ( 7 , 8 ± 1 , 2 м г / г ) , и сохра-
нялась на данном уровне весь период наблюде-
ния (до 30-х суток) . 

Проведенное исследование позволяет с д е л а т ь 
следующие выводы: экспериментальное воспале-
ние в пародонте животных с о п р о в о ж д а е т с я уве-
личением концентрации лизоцима в биологи-
ческих субстратах (ткань десны, сыворотка кро-
ви) кроликов и крыс; ультразвук частотой 880 кГц 
в непрерывном и импульсном режиме генерации 
при интенсивности воздействия от 0,05 д о 
0,6 В т / с м 2 и продолжительности озвучивания 
до 10 мин не оказывает р а з р у ш а ю щ е г о действия 
на яичный лизоцим; лизоцим, вводимый с по-
мощью ультразвука в здоровую ткань десны 
кроликов и крыс, проникает через эпителиаль-
ный слой слизистой оболочки, но не накапли-
вается в ней; лизоцим, вводимый с помощью 
ультразвука в воспаленные околозубные ткани, 
проникает и накапливается в тканях десны; ле-
чение экспериментального пародоцтита методом 
ультрафонофореза лизоцима способствует купи-
рованию воспаления и восстановлению струк-
туры пародонтальных тканей в более короткие 
сроки. 
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LYSOZYME CONTENT IN ANIMAL T I S S U E S IN SIMULA-
TION AND TREATMENT O F P A R O D O N T I C S . 

A. /. Volozhin, S. /. Vinogradova, /. A. Denisova, T. P. Zhurav-
leva 

Medical Stomatological School, Moscow. 

Inf lammat ion developed af ter sewing of silk l iga ture 
into the rat and rabbit gingiva (pa rodont ics ) was accompanied 
by increase in lysozyme content in gingiva t issue and in blood 
serum. Exogenous egg lysozyme, adminis tered into normal 
animal gingiva t issue by means of u l t rasound t r ea tmen t 
(880 kHz, impulse regimen, 0.2 w / e m 2 ) , penetra ted through 
the epithelial mucosal membrane layer, but did not accumula t e 
in the membrane . However, lysozyme administered into the 
inf lammat ion- in jured gingiva t issue by u l t rasound w a s accu-
mulated in the tissue and arres ted the inf lammat ion and 
restored the impaired parodont ium within shorter periods. 

© Л. И. Г Р А Ч Е В А , к . С. Д Е С Я Т Н И Ч Е Н К О , 1993 

У Д К 6 1 6 . 7 2 - 0 0 1 . 5 - 0 9 2 . 9 - 0 7 : 6 1 6 . 1 6 3 . 9 6 3 . 1 

Л. И. Грачева, К. С. Десятниченко 

О СВЯЗИ ИЗМЕНЕНИЙ В СОСТАВЕ ГЛИКО-
ЗАМИНОГЛИКАНОВ СУСТАВНОГО ХРЯЩА 
И СЫВОРОТКИ КРОВИ ПРИ ВНУТРИСУСТАВ-
НЫХ ПЕРЕЛОМАХ У ЩЕНКОВ 

Научный центр «Восстановительная травматология и ортопе-
дия», Курган 

Возможность лабораторного контроля за тече-
нием репаративного процесса в зоне перелома, 
продолжительностью и интенсивностью катаболи-
ческой и анаболической фаз не вызывает сомне-
ния. В частности, при внутрисуставных перело-
мах длительность первой из этих фаз возрастает 
по сравнению с другими видами повреждений, 
что находит свое подтверждение в изменении 
концентраций биохимических компонентов сыво-
ротки крови [1]. Однако неясно, насколько адек-
ватно изменение этих показателей о т р а ж а е т ха-
рактер процессов непосредственно в месте повреж-
дения опорно-двигательного аппарата . Так, источ-
ником поступления в кровь, например, гликозами-
ногликанов (ГАГ) — о д н о г о из главных химиче-
ских компонентов хряща , ответственных за форми-
рование вязкоупругих свойств хрящевой ткани 
|2, 10, 11], может быть не только область пере-

лома, но и соединительная ткань паренхиматозных 
органов. 

В связи с этим задачами нашего исследова-
ния явились изучение компонентов ГАГ в хряще-
вой ткани, сыворотке крови и корреляция между 
одноименными показателями в хряще и сыво-
ротке крови, а т а к ж е выявление связи количест-
венных изменений этих компонентов с качествен-
ными изменениями структуры ГАГ хряща . 

М е т о д и к а . Щенкам в возрасте от 4 до 9 мес (18 жи-
вотных) под тиопенталовым наркозом после создания чрезмы-
щелкового перелома плечевой кости [3] с последующим закры-
тым чрескостным остесинтезом по Г. А. Илизарову произво-
дили иммобилизацию поврежденного сустава либо сохраняли 
подвижность в суставе. Кровь для исследования брали из 
вены натощак до операции и через 1, 7, 14, 21 и 28 дней 
после нее. Эвтаназию животных осуществляли внутривенным 
введением летальной дозы 10 % новокаина. Суставной хрящ 
при помощи скальпеля срезали с диафизов костей, образую-
щих локтевой сустав: локтевой и плечевой. Высушенные 
при 110 °С до постоянной массы образцы хрящевой ткани 
измельчали, получая частицы около 1 мм3, и определяли в 
них и в сыворотке крови щенков концентрации гексуро-
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новых (ГУК) [7] и сиаловых (СК) кислот [13], гексозами-
нов [8], гексоз [9]. Д л я определения сульфатной серы 
образец хряща предварительно подвергали влажному озоле-
нию в колбах Кьельдаля (20—30 мл) смесью 57 % хлорной 
кислоты ( d = 1,50) с уксусным ангидридом в соотношении 
1:1. По завершении озоления в течение 1 ч на песочной бане 
содержимое колб разбавляли бидистиллированной водой до 
10 мл. Затем к 4 мл озоленного хряща добавляли 50 мг 
хлористого бария и 50 мг полиэтилен гликоля (мол. м. 40 000) 
и через 15 мин нефелометрировали против раствора сравнения 
при 420 нм на спектрофотометре. В качестве стандартного 
раствора использовали 0,1 ммоль/л раствора сульфата ам-
мония. 

Д л я препаративного выделения ГАГ высушенные образцы 
суставного хряща подвергали папаиновому протеолизу (10 мг 
фермента в 10 мл дистиллированной воды и 10 мл 0,05 моль/л 
ацетатного буфера рН 6,25 на 100 мг хряща, гидролиз в течение 
6—7 сут при 63 °С) , гидролизат фильтровали через бумаж-
ный фильтр, переносили в центрифужные пробирки и добавляли 
раствор уксуснокислого натрия [80 мг на 100 мл 96 % (об/об) 
этанола] из расчета 3 мл ацетата на 1 мл надосадочной 
жидкости, пробу перемешивали и оставляли на 1 ч при 4 °С 
для полного осаждения ГАГ, после чего осадок отделяли 
центрифугированием при 3000 об/мин в течение 30 мин и далее 
поступали в соответствии с методикой [4 | . Осадки ГАГ 
растворяли в 3 мл 0,02 М трис-СН1-буфере рН 7,5 и наносили 
на колонку 60Х 1,5 см (комплект оборудования для хроматогра-
фии низкого и среднего давления фирмы LKB, Швеция) , 
заполненную «Тауореаг!» HW-40 (fine) (Япония). Колонку 
элюировали 0,02 М трис-НС1-буфером рН 7,5 и собирали фрак-
ции ГАГ на основании денситометрии элюата при 206 нм. Во 
фракциях определяли ГУК, гексозамины и сульфаты теми же 
методами, что и в сыворотке крови. Полученные по каждому 
из компонентов концентрации суммировали и вычисляли про-
центное отношение каждого от суммы концентраций всех 
фракций пробы. Аналогичные исследования сыворотки крови 
и суставного хряща проводили в группе интактных щенков 
(5 животных) того же возраста и массы тела. Математиче-
ская обработка данных осуществлялась на ЭВМ СМ-4 с по-
мощью программ, разработанных в Курганском научном центре 
«Восстановительная травматология и ортопедия». 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. При анали-
зе данных (рис. 1) обнаружено, что существенные 
различия в концентрации исследованных компо-
нентов сыворотки крови имеют место в течение 
всего периода наблюдений, причем наибольшие 
различия между группами с иммобилизацией 
сустава и без таковой — в 1-е сутки после опера-
ции: концентрация ГУК в 1,5 раза выше нормы 
у щенков с иммобилизованным суставом (7 ,004 : 
± 0 , 0 4 ммоль /л , норма 4 , 6 7 ± 0 , 2 6 м м о л ь / л ; 
р < 0 , 0 5 ) , тогда как у щенков с мобильным суста-
вом это различие недостоверно, а концентрация 

Рис. 1. Динамика измерения концентраций основных компо-
нентов ГАГ сыворотки крови собак в процессе заживления 
чрезмыщелкового перелома плечевой кости. 
По оси абсцисс сутки после операции; но оси ординат концентра-
ции, ммоль/л. 
а ГУК; б — гексозамины; в — сульфаты; г — CK; д гексозы. Сплош-
ная линии — группа животных с подвижным суставом, пунктирная — с 
иммобилизованными; косая штриховка — норма. 

40 55 70 85 100 115 130 25 40 55 70 85 100 115 Ve 

Рис. 2. Фракционный и химический состав ГАГ суставного 
хряща здоровых собак (А) и при переломе (Б). 
а — хроматографический профиль; содержание ГУК ( б ) , гексозаминов (в), 
сульфатов (г ) , % от общего количества во фракциях. 

ГУК составила 5 , 2 2 ± 0 , 6 2 ммоль /л . К о н ц е н т р а ц и я 
гексозаминов в 1-е сутки после операции у живот -
ных с иммобилизованным суставом втрое превы-
ш а л а значение этого показателя у щенков, у ко-
торых локомоция в локтевом суставе была сохра-
нена. В то ж е время, несмотря на то что имела 
место тенденция к повышению уровня показателей 
ГАГ в сыворотке крови, количество сульфатиро-
ванных ГАГ через сутки после операции с н и ж а -
лось д л я обеих групп в среднем в 4 р а з а по срав-
нению с нормой. Н у ж н о отметить, что во все сроки 
наблюдения уровень сульфатов в сыворотке крови 
оставался ниже нормы, хотя к 28-му дню после 
операции отмечалась тенденция к н о р м а л и з а ц и и 
этого показателя , что вполне согласуется с ут-
верждением о том, что в первую очередь измене-
ния условий функционирования сустава и других 
факторов , влияющих на деструктивные процессы 
в суставном хряще , з а т р а г и в а ю т агрегаты про-
теогликанов, концентрированный раствор которых 
(около 100 м г / м л ) и образует хрящевой матрикс 
[5] . 

Эти результаты согласуются с данными, полу-
ченными для суставного х р я щ а : в группе собак 
с иммобилизованным суставом имеет место кор-
реляции на достоверном уровне между концентра-
цией в сыворотке крови и х р я щ е д л я ГУК 
( r s = — 0 , 7 0 ) , гексозаминов ( г ч = + 0 , 7 0 ) и с у л ь ф а -
тов (r s = — 0 , 8 7 ) . В группе щенков, у которых 
д в и ж е н и я в суставе не ограничивали, коэффициент 
корреляции по Спирмену д л я ГУК имел то ж е 
значение, что и для группы с иммобилизованным 
суставом, а д л я гексозаминов и с у л ь ф а т о в был 
несколько ниже (для гексозаминов r s = - | - 0 , 5 0 , 
р < 0 , 0 5 , для сульфатов r s = — 0 , 5 0 , р < 0 , 0 5 ) . В обе-
их группах коэффициент корреляции д л я гексоз и 
С К был равен —0,50 ( р < 0 , 0 5 ) . 

При этом снижение в 5—6 раз по сравнению 
с нормой общего количества протеогликанов (по 
концентрации ГУК) в суставном х р я щ е обеих 
групп щенков во все сроки наблюдения было свя-
з а н о с нарушением структуры этих протеинполи-
сахаридов , играющих ведущую роль в ф о р м и р о в а -
нии механических свойств хрящевой ткани. Хро-
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матографические профили цетавлоновых осадков 
ГАГ хрящей локтевого сустава оперированной 
конечности щенков при лечении перелома с фикса-
цией отломков и сустава в течение 28 сут 
имели более сложную конфигурацию (рис. 2, Б) по 
сравнению с интактным хрящом (рис. 2, Л ) : 
количество пиков увеличивалось с 5 до 7. Хотя 
ф р а к ц и я с наибольшей оптической плотностью 
206 нм — выходила в экспериментальной и конт-
рольной сериях в одном и том ж е элюционном 
объеме (Ve, 40 и 32 мл) , количественное опре-
деление основных компонентов ГАГ — ГУ К, гексо-
заминов, сульфатов — о б н а р у ж и л о снижение их 
с о д е р ж а н и я в этой фракции по сравнению с ин-
тактным хрящом в 2 - 3 раза . В то ж е время 
в экспериментальной группе в свободном объеме 
элюировались высокомолекулярные фракции с до-
статочно высоким содержанием компонентов ГАГ 
хрящей. Кроме того, в суставном х р я щ е щенков 
с переломом появлялась ф р а к ц и я с Ve 110 мл, 
с о д е р ж а щ а я около 50 % ГУК от суммы концентра-
ций во всех фракциях . У интактных животных 
эта фракция отсутствовала . 

Эти структурные и количественные изменения 
ГАГ нашли свое отражение и в изменении 
количественных и качественных соотношений не-
коллагеновых белков сыворотки крови. На фоне 
общего снижения количества гликопротеидов сы-
воротки крови (по концентрации гексозаминов) 
во все сроки наблюдения, за исключением 1-х су-
ток после операции, д л я группы щенков с иммоби-
лизованным суставом было характерным измене-
ние углеводной части этих макромолекул — преоб-
л а д а л о накопление СК и гексоз (повышение 
концентрации СК в сыворотке крови — свиде-
тельство воспалительных процессов в т к а н я х 
сустава [12 ] ) . Соотношение С К / г е к с о з а м и н ы / 
гексозы в сыворотке крови щенков без иммобили-
зации локтевого сустава на 7-е сутки после опе-
рации было равно 1 ,3 /1 ,0 /1 ,4 (с иммобилизацией 
1 ,2 /1 ,0 /1 ,2 ) , а в норме — 1,2/1 ,9 /1 ,3 . К 28-му дню 
наблюдения это соотношение у щенков с по-
движным суставом было равно 1,4/1,0/1 ,2 , тогда 
как в группе с иммобилизованным суставом -
2 ,2 /1 ,0 /2 ,1 , что согласуется с морфологическими 
исследованиями В. С. Песчанского, о б н а р у ж и в -
шего у животных с иммобилизованным суста 1 

вом расстройство кровообращения в виде кровоиз-
лияний, отека и венозной гиперемии с наличием 
стазов и тромбозом мелких вен, а в суставном 
х р я щ е - дистрофические и деструктивные изме-
нения, преимущественно в его поверхностной зоне. 
Этими изменениями вполне объясняется снижение 
содержания ГУК суставного х р я щ а в 2,6 ра за 
по сравнению с нормой через неделю после 
операции у щенков с мобильным суставом 
( р < 0 , 0 5 ) и в 7 раз ( / ?<0 ,05) — с иммобилизо-
ванным, причем к 28-му дню после операции 
концентрация ГУК у животных с мобильным суста-
вом достигает нормальных значений, а у щенков 
с иммобилизованным суставом становится в 6 раз 
ниже, чем у интактных. Наши данные согла-
суются с наблюдениями [6], когда дефект в 
травмированном суставном х р я щ е з а п о л н я л с я 
массой нового гиалинового х р я щ а в случае 
сохранения движений в суставе, а в случае их 
отсутствия рыхлой соединительной тканью. 

Таким образом, при внутрисуставных переломах 

изменения количества и качественного состава 
ГАГ — основных компонентов хрящевой ткани 
на достоверном уровне коррелируют с измене-
ниями концентрации компонентов ГАГ в сыво-
ротке крови, а изменения сывороточных уровней 
этих компонентов адекватны и синхрониы тако-
вым в суставном хряще локтевого сустава опе-
рированной конечности экспериментальных жи-
вотных, что позволяет использовать эти показа -
тели в качестве диагностических тестов для 
оценки интенсивности и направленности процессов 
непосредственно в месте повреждения и в случае 
начала процесса хондрогенерации предпринять 
меры, направленные на предотвращение неблаго-
приятных исходов. Кроме того, полученные ре-
зультаты подтверждают клинические наблюдения , 
свидетельствующие о целесообразности примене-
ния при лечении внутрисуставных переломов мето-
да чрескостного остеосинтеза по Г. А. И л и з а -
рову, позволяющего при стабильной фиксации 
отломков обеспечивать раннюю функцию сустава , 
играющую основную роль в сохранении биомеха-
нических свойств хрящевой ткани, которая прини-
мает на себя основную механическую нагрузку 
при локомоциях. 
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RELATIONSHIP BETWEEN C H A N G E S IN THE C O M P O S I -
TION O F GLYCOSAMINOGLYCANS IN ARTICULAR CARTI-
LAGE AND BLOOD SERUM OF P U P P I E S WITH INTRAARTI-
CULAR FRACTURES. 

L. /. Gracheva, K. S. Desyatnicheriko 

Reconstructive Traumato logy and Orthopedics, Research Centre , 
Kurgan . 

Quant i ta t ive and qual i ta t ive changes in the composition of 
g lycosaminoglycans isolated from car t i lage t issue s ignif icant ly 
correlated with those of ma jo r serum components in t reated 
puppies with in t raar t icu lar f rac tures . At the same time, the glyco-
saminoglycans composition was altered in blood serum adequa-
tely and s imul taneously to those occurred in ar t icular ca r t i l age 
of the impaired extremity. 
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ПОЛУЧЕНИЕ РЕ КОМ Б И НДНТНЫХ БЕЛКОВ 
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НОБЛОТТА 
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Наблюдаемая в настоящее время тенденция к 
увеличению заболеваемости синдромом приобре-
тенного иммунодефицита ( С П И Д ) определяет 
актуальность разработки чувствительных методов 
выявления инфицированности вирусом иммуноде-
фицита человека ( В И Ч ) , пригодных для массового 
обследования пациентов. 

Инфицирование ВИЧ ведет к репликации ви-
руса в клетках-мишенях, образованию и накопле-
нию специфических антител в сыворотке крови 
[5]. Наиболее иммуногенными белками вирусной 

частицы являются поверхностные гликопротеины 
gp 160/120, а т а к ж е трансмембранный белок gp41. 
К этим белкам антитела выявляются у 98 % ин-
фицированных индивидуумов [10]. Антитела к 
основным внутренним белкам ВИЧ (р24 и р 17) 
выявляются примерно у 75 % инфицированных 
и не более чем у 50 % больных с клиниче-
ски выраженным С П И Д о м . 

Основным и наиболее распространенным мето-
дом выявления инфицированности ВИЧ является 
иммуноферментный анализ (ИФА) антител к спе-
цифическим белкам в сыворотке крови [16]. Аль-
тернативным подходом к иммунохимической диа-
гностике С П И Д а , являющимся одновременно и 
средством подтверждения тестов первого поколе-
ния, является метод иммуноблоттинга или вестерн-
блотта [11]. В этом тесте исследуемые сыво-
ротки реагируют с индивидуальными вирусными 
белками, полученными разделением по молекуляр-
ной массе с помощью электрофореза в полиакри-
ламидном геле (ПААГ) . Затем образующиеся 
комплексы антиген — антитело определяются с по-
мощью ИФА Elisa или радиоиммунной реак-
ции, выявляемой 4ia авторадиограммах. Пред-
ложены т а к ж е лабораторные тесты, включающие 
выделение вируса или обнаружение его компо-
нентов (антигенов, нуклеиновых кислот, обрат-
ной транскриптазы) . Все эти системы имеют ряд 
недостатков, к числу которых относятся их 
трудоемкость и сложность определения, а главное, 
опасность работы с нативным вирусом. Поэтому 
перспективными представляются разработки по 
получению отдельных белков вируса или их блоков 
с помощью техники рекомбинантных Д Н К с их 
экспрессией в про- или эукариотических клетках. 

Целью настоящей работы явилось изучение 
возможности использования в иммунохимической 
реакции определения антител к ВИЧ предшест-

венников поверхностных и внутренних белков 
ВИЧ-1, полученных генно-инженерными методами. 

Д л я создания рекомбинантных конструкций 
нами был использован вирус осповакцины 
(ВОВ) . Этот вирус, как и другие гюксовирусы, 
обладает рядом необычных молекулярно-биологи-
ческих свойств. Интересна структурно-функ-
циональная организация вирусов данной группы. 
Изучение делеционных мутантов вируса ВОВ 
позволило заключить, что нет четких ограниче-
ний размеров молекулы Д Н К , способной образо-
вывать инфекционную частицу. И наконец, ВОВ 
является наиболее изученным представителем 
семейства поксовирусов. Вирус осповакцины 
размножается в цитоплазме клетки, причем части-
цы его синтезируют функциональную м Р Н К , ко-
торая кэпируется, метилируется и полиаденили-
руется. Данный вирус имеет уникальные сигналы 
инициации транскрипции, узнаваемые только ви-
русной РИК-полимеразой [9, 15]. 

М е т о д и к а . Создание рекомбинантных конструкций 
на основе вируса осповакцины для экспрессии чужеродных 
генов можно условно разделить на следующие этапы: 
получение рекомбинантной плазмиды; введение в геном виру-
са; выделение рекомбинантного вируса. 

Получение рекомбинантной плазмиды описано [3]. 
Нами в работе были использованы эндонуклеазы рестрик-

ции, Т4 ДНК-лигаза и фрагмент Кленова ДНК-полимеразы 
I фирмы «Ферментас» (Вильнюс). Трансфекцию проводили 
по описанной методике [Т4| с использованием штамма WR 
осповакцины. Селекцию рекомбинантов, содержащих клони-
рованный ген в составе вирусного гена ТК, проводили 
по ТК-фенотипу на ТК-клетках в присутствии 5-бромдезокси-
уридина Bel VR [1]. Присутствие чужеродной Д Н К в составе 
вирусного генома определяли с помошыо Д НК-гибридиза-
ционного теста [2, 3) , а с помощью ДОТ-анализа с анти-
телами тестировали экспрессию чужеродного гена 111. Электро-
форетическое разделение белков проводили по методу [7] 
в 13 % ПААГ. Перенос белков на нитроцеллюлозный фильтр 
осуществляли в течение ночи при напряжении 9 В/см [12]. 
Затем фильтр ополаскивали дистиллированной водой и для 
контроля переноса белков окрашивали фильтры красителем 
Понсо. При наличии четких белковых полос фильтр раз-
резали на полоски шириной 0,3 0,4 см. После отмывки 
красителя для закрытия мест неспецифического связывания 
полоски инкубировали в 5 % растворе сухого молока (1 ч при 
37 °С). Затем фильтр отмывали в буфере, содержащем 
0,15 М NaCl, 0,02 М трис-HCI рН 7,5,0,05 % твин-20 (буфер А). 
Д л я выявления антител полоски инкубировали в течение 1 ч 
с используемой сывороткой в разведении 1:100—1:200 при 
37 °С в буфере, содержащем 0,15 М NaCl и 0,02 М трис-HCI 
рН 7,5 (буфер Б ) . Отмывали 5-кратно но 5 мин буфером А. 
Определение реакции антиген антитело осуществляли за 
счет инкубации полосок с иммунопероксидазным кроличьим 
конъюгатом против человеческих иммуноглобулинов в течение 
1 ч при 37 °С. После 5-кратной отмывки буфером А места 
локализации комплекса выявляли инкубацией стрипа в раство-
ре, содержащем 0,06 мг/мл хлорнафтола, 20 % метанола, 
0,02 М трис-HCI рН 7,5, 0,5 М NaCl и 0,005 % Н 2 0 2 . 
Иммунопероксидазный кроличий конъюгат против человече-
ских IgG получали |17 | методом перйодатного окисления 
углеводного компонента пероксидазы с последующим ковалент-
ным его связыванием с антителами к человеческому IgG, 
выделенными из антисыворотки кролика путем аффинной 
хроматографии на колонке с ковалентио-связанным иммуно-
химически чистым человеческим IgG. Иммобилизацию чело-
веческого IgG на сефарозе осуществляли по известной схеме 
[4]. Специфические антитела элюировали с иммуносорбента 
0,1 М глициновым буфером рН 2,3. Концентрацию антител 
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устанавливали методом Лоури [8]. Антитела к ВИЧ опреде-
ляли иммуноферментным методом, используя тест-системы 
«Вектор» и «Антиген» (СНГ) , «Organon teknika» (Голлан-
дия) , «Abbott» (США). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е. В результа-
те генно-инженерных манипуляций мы получили 
рекомбинантную плазмиду (инсерционный век-
т о р ) , которая содержит гибридный ген, фланки-
рованный вирусными последовательностями Д Н К . 
В конструкции находится промотор осповакцины, 
состыкованный в соответствующей ориентации 
с кодирующей частью чужеродного гена. После-
довател ьность вводится в вирусный ТК-ген, не 
существенный для развития вируса в культуре 
клеток. Это обеспечивает возможность селекции 
ТК-рекомбинантов с помощью 5-бромдезоксиури-
дина. М е ж д у фланкирующими последов атель-
ностями и вирусным геномом происходит гомо-
логичная рекомбинация, вследствие чего ген 
оказывается в составе вирусной Д Н К . 

Нами получены штаммы — продуценты оспо-
вакцины, с о д е р ж а щ и е в составе своего генома 
последовательности, кодирующие протеин — пред-
шественник р 5 0 — в н у т р е н н и х вирионов белков 
р 17 и р24 и поверхностного белка gp 120. Реком-
бинантные белки синтезируются в культуре кле-
ток почки зеленой мартышки CV-1, з а р а ж е н н о й 
штаммами вируса осповакцины. Полученные бел-
ки после разделения в ПААГ переносятся на 
нитроцеллюлозную мембрану и инкубируются с 
сыворотками крови. Комплекс антигена с анти-
телами выявляется конъюгатом кроличьих анти-
тел к иммуноглобулинам человека, меченных пе-
роксидазой. О к р а ш и в а н и е происходит при добав-
лении хромогенного субстрата . Контролем служи-
ла сыворотка с ВИЧ-антителами и н о р м а л ь н а я 
человеческая сыворотка . Была проанализирована 
панель из сероположительных, сероотрицательных 
и ложноположительных сывороток. Полученные 
результаты представлены на рис. 1 и 2. На иссле-
дуемых полосках в случаях положительно реаги-
рующих сывороток на уровне белков с 
мол. м. 50 000 и 120 000 проявлялись четко 
окрашенные полосы, свидетельствующие о нали-
чии в данных сыворотках антител к В И Ч . 

В настоящее время существующие тест-системы 
д л я определения ВИЧ основаны на использовании 
вирусного л и з а т а либо синтетических пептидов, 
либо антигенов, полученных генно-инженерными 
методами. Последнее необходимо признать более 
перспективным, так как использование таких ан-
тигенов безопасно по сравнению с нативными 
антигенами. Однако разработанные продуценты 
вирусных антигенов относятся в основном к про-
кариотической системе и, по-видимому, вследствие 
измененного процессинга эти тест-системы дают 
большое количество ложноположительных реак-
ций. В связи с этим особый интерес представ-
ляют эукариотические продуценты. 

В предлагаемой нами системе антигены синте-
зируются в клетках почки зеленой мартышки, 
что исключает ложноположительные реакции с 
клеточными белками [13], а взаимодействие сыво-
роточных антител с белками самой осповакцины 
конкурентно блокируется противооспенной сыво-
роткой кролика. 

Таким образом, оказалось возможным приме-
нение рекомбинантных антигенов д л я выявления 

ЯРГ20 

rpSO 

vr42 

Рис. 1. Результаты ИФА реакции рекомбинантных внутрен-
них и поверхностных белков ВИЧ-1 со специфическими анти-
генами. 
Л — полоски с рекомбинантным антигеном р50, положительно реагирующие с 
антителами к внутренним белкам ВИЧ-1 и антителами к белкам вируса осповак 
пины VR42; И полоски с белками ВОВ; антитела сыворотки реагируют <. 
белком VR42; С - полоски с рекомбинантным антигеном р50, положитель 
но реагирующие с антителами к внутренним белкам ВИЧ-1, с предваритель 
ной забивкой гипериммунной кроличьей сывороткой к оспенным антигенам 
Л полоски с рекомбинантным антигеном gp 120, положительно реагирующие 
с антителами к поверхностным белкам ВИЧ-1, с предварительной забивкой 
гипериммунной кроличьей сывороткой к оспенным антигенам. 

антител и к внутренним, и к оболочечным белкам 
вируса. Имеющиеся данные |8] свидетельствуют, 
что при переходе от латентной ф а з ы инфекции 
к клинически выраженному симптомокомплексу 
С П И Д а часто происходят исчезновение или резкое 
снижение титра антител к внутренним белкам и 
повышение титра к оболочечным. Бесспорно поло-
жительными признаются при этом пробы, взаимо-
действующие как с внутренними, так и оболочеч-
ными белками В И Ч . Поэтому п р е д л а г а е м а я нами 
тест-система с рекомбинантными белками позво-
ляет выявить сыворотки крови, истинно положи-
тельные на наличие антител к ВИЧ-1 . 

При испытании в созданной нами тест-системе 
иммуноблотта нескольких образцов сывороток 
доноров и лиц, с традавших различными острыми 
и хроническими заболеваниями , несмотря на поло-
жительные реакции и полученные при исследо-
вании их в тест-системах ИФА, мы ни в одном из 
этих случаев антитела о б н а р у ж и т ь не смогли. 
Иначе говоря, эти данные находятся в соответст-
вии с существующими указаниями о высокой 
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Рис. 2. Результаты иммуноблоттинга сыворотков крови 
ВИЧ-инфицированных и здоровых лиц с использованием реком-
бинантных белков. 
Полоски / , 9, 12. 14. 15 с рекомбинантным антигеном gp120, а также полоски 
2, 3, 4. 5. в, Н, 10. II. 13 с рекомбинантным антигеном р50, положи-

тельно реагирующие с антителами сыворотки крови ВИЧ-1-инфицированных 
людей. ПОЛОСКИ 7, 16 - - контроль (сыворотка здоровых людей) . 
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частоте ложноположительных результатов при ис-
следовании сывороток на анти-ВИЧ и тест-системе 
ИФА. 

Сопоставление результатов определения анти-
тел в крови людей разработанным нами методом 
и с помощью диагностикумов фирм «Вектор» и 
«Антиген» показало хорошую корреляционную 
зависимость данных, полученных этими разными 
методами. Главными положительными критериями 
нашего метода являются специфичность и высокая 
чувствительность, скорость получения данных, 
простота проведения анализа и учета результа-
тов, а т а к ж е его экономичность. Тест-система, 
предложенная нами, позволяет использовать полу-
ченные рекомбинантные белки для иммунохимиче-
ского выявления ВИЧ-1 и рекомендовать его для 
клинического применения в целях диагностики. 

Авторы в ы р а ж а ю т благодарность И. И. Фрид-
лянской (Санкт-Петербургский институт цитоло-
гии РАН) за предоставленные штаммы клеток. 
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PRODUCTION OF RECOMBINANT P R O T E I N S AND THEIR 
USE IN IMMUNOBLOTTING 

M. R. Farkhutdinov, F. G. Galiullin, E. G. Davletov, 
Sh. F. Gabbasov, B. N. Safin 

Bashkir Medical School, Ufa. 

Chemico-enzymatic synthesis and cloning of genes coding 
viral proteins — precursors of p50 and gp l20 in the eukariotic 
vector system were carried out. The recombinant proteins 
obtained were shown to be used in immunochemical evaluat ion 
of AIDS virus antibodies in blood serum. 
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ПАМЯТИ ГЕРМАНА ВАСИЛЬЕВИЧА Т Р О И Ц -
КОГО 

17 октября 1992 г. на 79-м году жизни умер 
Герман Васильевич Троицкий, председатель 
Крымского биохимического общества , профессор 
кафедры биохимии Крымского медицинского ин-
ститута, з аслуженный деятель науки Украины, 
член-корреспондент Академии наук Украины, 
л а у р е а т премии им. А. В. П а л л а д и н а , член 
редколлегии ж у р н а л а «Вопросы медицинской хи-
мии» и «Украинского биохимического ж у р н а л а » . 

Путь в биохимию Г. В. Троицкий начал еще 
в студенческие годы, когда, учась в медицинском 
институте Ростова-на-Дону , он под руководством 
акад . Н. А. Рожанского и проф. С. Д . Балахов-
ского начал большую исследовательскую работу 
по изучению витаминов. Спустя 3 года после окон-
чания вуза Герман Васильевич стал кандидатом 
медицинских наук. Это было в 1940 г. . . .Война 
прервала его научную работу. Майор медицинской 
службы Г. В. Троицкий — на фронте с 1941 г. 
В составе действующей армии он прошел путь 
от Сталинграда до Берлина. Орден Красной Звез-
ды и другие боевые награды — свидетельство му-
жества , проявленного на полях сражений. В конце 
войны — Германия, Штаргарт . На попечении 

военврача Троицкого освобожденные из неволи, 
доведенные до крайней степени истощения узники 
концлагерей. Герман Васильевич и его коллеги де-
лают все, чтобы отвоевать у смерти этих людей. 
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