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ГОРМОНАЛЬНО-АКТИВНАЯ ФОРМА ВИТА-
МИНА D3— 1,25-ДИОКСИВИТАМИН D* — ИН-
ГИБИТОР ЛЕЙКОЦИТАРНОЙ ЛИПОКСИГЕ-
НАЗЫ 

Институт биоорганической химии и нефтехимии АН Украины, 
Киев 

Механизм прямого действия 1,25-диоксивита-
мина D3 (1,25(OH)2D3) на процессы пролифера-
ции и дифференциации клеток, обусловливающе-
го его иммуномодулирующий и антиопухолевый 
эффекты, остается во многом не выясненным. 
Исследования последних лет показали, что весь 
спектр биологической активности данного мета-
болита витамина D3 не может быть объяснен 
исключительно его регулирующим воздействием 
на гомеостаз кальция в организме [1 ]. Возможно, 
участие 1,25-диоксивитамина D3 в процессах ро-
ста и развития клеток опосредовано влиянием на 
обмен липидов в мембранных структурах [12]. 
1,25-Диоксивитамин D 3 изменяет активность ме-
мбранных ферментов, состав фосфолипидов мем-
браны и ее текучесть [12]. Помимо этого, влия-
ние метаболитов витамина D3 на иммунную сис-
тему может быть обусловлено и их участием 
в регуляции каскада арахидоновой кислоты. 1,25-
Диоксивитамин D3 в культуре гладкомышечных 
клеток аорты кролика стимулирует продукцию 
простациклина, активность липооксигеназы (опо-
средованно, путем повышения концентрации ио-
нов кальция в клетке) [13]. Различные аналоги 
витамина D 3 также способны в культуре клеток 
человеческих синовиоцитов стимулировать или 
подавлять активность циклооксигеназы [11 ]. От-
мечено регулирующее действие 1,25-диоксивита-
мииа D 3 на дифференцировку моноцитов в мак-
рофаги, тесно связанное с его воздействием на 
обмен арахидоновой кислоты, активность липо-
оксигеиаз и биосинтез лейкотриенов. Повышая 
внутриклеточную концентрацию ионов кальция, 
1,25-диоксивитамин D3 стимулирует метаболизм 
5-липооксигеназы и белка, активирующего этот 
фермент в культуре периферических моноцитов 
крови, находящихся на стадии дифференцировки 
в зрелые макрофаги [8]. 

Однако все вышеприведенные результаты были 
получены на культурах клеток с высоким содер-
жанием кальция как в средах, так и внутри кле-
ток. Таким образом, при этом невозможно раз-
делить прямой и опосредованный кальцием эф-
фекты 1,25-диоксивитамина D3 на ферменты 
арахидоиового каскада. Для выявления непосред-

ственного воздействия 1,25-диоксивит амина 
D3 необходимо использование системы in vilro, 
не содержащей ионы кальция. Именно такая сис-
тема была использована нами [3] при изучении 
влияния витамина D3 и его гормонально-актив-
ной формы—1,25-диоксивитамина D3 на ключе-
вой фермент биосинтеза лейкотриенов из арахи-
доновой кислоты — 5-липоксигеназу (из клубней 
картофеля). Полученные нами результаты свиде-
тельствуют о способност и витамина D и его про-
изводного существенно ингибировать активность 
данного фермента уже в концентрациях К) " 8 — 
10 7 М. 

В связи с важной ролью лейкотриенов в регу-
ляции иммунных ответов организма (воспали-
тельные и аллергические реакции) [10] особый 
интерес представляет выяснение прямого эффекта 
1,25-диоксивитамина D} (также сильного имму-
номодулятора [1 |) на липоксигеназы животного 
происхождения, в особенности из клеток иммун-
ной системы. В связи с этим целью наших ис-
следований явилось изучение характера воздей-
ствия гормонально-активной формы витамина 
D} на липооксигеиазу из лейкоцитов крови 
свиньи. 

М е т о д и к а . Липоксигеназа из лейкоцитов 
крови свиньи была выделена по модифицирован-
ному нами методу [7] с использованием ультра-
центрифугирования при 10000 g и DEAE-хрома-
тографии. В работе использованы следующие ре-
активы: линолевая кислота и луброл РХ (фирма 
«Sigma», США), 1,25-диоксивитамин D3 (масля-
ный раствор; фирма «Hoffmann—La Roche», 
Швейцария), неорганические кислоты, щелочи 
и соли марки х. ч. 

1,25-Диоксивитамин D3 вводили в дозах, обес-
печивающих его конечную концентрацию в про-
бах 10~9, К)"8, 10 7 М (обычно применяемых 
при работе с системами in vitro) [1 ]. В контроль 
добавляли соответствующее количество чистого 
растворителя. 

С к о р о с т ь ф е р м е н т а т и в н о г о о к и с л е н и я лино-
левой кислоты лейкоцитарной липоксигеназой 
определяли спектрофотомет рически по степени 
возрастания оптической плотности реакционной 
смеси в области 235 мм. Объем смеси составлял 
2,5 мл [4]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Приведенные 
на рис. 1 результаты свидетельствуют, что 1,25-
диоксивигамии D3 способен оказывать заметное 
ингибирующее влияние на лейкоцитарную липо-
ксигеназу при рН 8,0. Эффект гормонально-ак-
тивной формы витамина D3 проявлялся уже при 
концентрациях 10 ~8 М и возрастал с увеличением 
дозы стероида. При этом лейкоцитарная липо-
ксигеназа из крови свиньи значительно более 
чувствительна к воздейст вию 1,25-диоксивитами-
на D3, чем 5-липоксигеназа из клубней карт офеля 
[3]. Наиболее сильное ингибирующее действие 
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Рис. 1. Снижение активности лейкоцитарной липоксигеназы 
в присутствии различных доз 1,25-диоксивитамина D3. 
По оси ординат: V — с к о р о с т ь ферментативной реакции (К) 8 моль продукта 
в I мин на I мг белка); но оси абсцисс—(-концентрация ингибитора (10 1 М). 
(0,1 М трис-HCI рН 8,0, 70 мкМ линолевой кислоты, 0 ,02% луброл РХ). 

как для липоксигеназы из лейкоцитов, так и для 
фермента из картофеля оказывала максимальная 
доза 1,25-диоксивигамина D3 (2- 10 7 М). 

Результаты изучения зависимости степени ин-
гибирования 1,25-диоксивит амином D3 лейкоци-
тарной липоксигеназы ог концентрации субстра-
та (линолевой кислоты) приведены в табл. 1, из 
которой видно, что, как и в случае 5-липоксигена-
зы картофеля, существует определенная зависи-
мость степени ингибирования от концентрации 
субстрата, однако она носит сложный характер, 
не позволяющий четко определить тип ингибиро-
вания. Сравнение приведенных на рис. 2 струк-
турных формул молекул 1,25-диоксивитамина 
D3 и продуктов липоксигеназного окисления ли-
нолевой кислоты (9-гидропероксиоктадекадие-
новой и 13-гидропероксиоктадекадиеновой кис-
лот) указывает на наличие в их молекулах гомо-
логичных участков. Возможно, в какой-то мере 
ингибирующее действие соединений D-витамин-
ной природы на активность липоксигеназ осуще-
ствляется по конкурентному механизму, путем 
внесения затруднений в образование комплекса 
фермент — продукт. Кроме того, установлено, 
что инкубация непосредственного предшествен-
ника биосинтеза витамина D3 — холестерина 

Та б л и ц а I 
Зависимость степени ингибирования 1,25-диоксивитамина 
I), (1,25 (OI 1)21),; 2 -10 7 (VI) лейкоцитарной липоксигеназы от 
концентрации линолевой кислоты (0,1 М трис-HCI рН 8,0, 
0,02% луброл РХ) 

Концентрация линолевой 
кислоты в пробе, мкМ Вещество 

Активность , 
10 н моль про-
дукта в I мин 
на I мг белка 

Степень 
ингибирова-

ния, разы 

10 

20 

30 

40 

50 

70 

90 

120 

Контроль 
1,25 (ОН)2 D3 
Контроль 
1,25 (ОН)2 D3 
Контроль 
1,25 (OH) 2 D 3 
Контроль 
l ,25(OH) 2 D 3 
Контроль 
1,25 (OH) 2 D 3 
Контроль 
1,25 (ОН)2 D3 
Контроль 
1,25 (ОН)2 D 3 
Контроль 
1,25 (OH) 2 D 3 

4,35 
1,45 
7,00 
2,65 
7,25 
1,70 

12,32 
2,42 

13,05 
2,42 

14,25 
1,45 
12,08 
3,15 

12,80 
5,30 

2,9 

2.7 

4,0 

4,9 

5.3 

9,5 

4.8 

2.4 

ОН 

/ н о 

Рис. 2. Структура молекул продуктов липоксигеназного окис-
ления линолевой кислоты и 1,25-диоксивитамина D 3 . 
/—9-гидропероксиоктадекадиеиовая кислота; / / — 13-гидропероксиоктадекадие-
мовая кислота; III—1,25-диоксиви тамин D . 

с липоксигеназои и линолевои кислот ои приводи-
ла к образованию его 7-гидроксипроизводных 
[9]. Для этих окислительных преобразований не-
обходимо наличие аллильных водородов при С-7 
(присутствующих и в молекуле витамина). Не-
льзя исключить возможности взаимодействия ви-
тамина с липоксигеназой и линолевой кислотой 
и по этому пути. В целом с увеличением концент-
рации субстрата (выше 70 мкМ) степень ингиби-
рования 1,25-диоксивит амина D3 ферментатив-
ной активности лейкоцитарной липоксигеназы за-
метно снижалась. 

Были проведены также исследования зависимо-
сти ингибирующего эффекта 1,25-диоксивитами-
на D3 на липоксигеназу из лейкоцитов крови 
свиньи от рН среды системы, результаты кото-
рых приведены на рис. 3 и в табл. 2. Степень 

Рис. 3. Зависимость влияния 1,25-диоксивигамина 
D 3 (2 10 7 М) на активность лейкоцитарной липоксигеназы 
от рН среды. 
/ — контроль ; 2—1,25 -диоксивитамин D 3 ; по оси ординат : V — с к о р о с т ь фермен-
тативной реакции (10 н м о л ь продукта в I мин на I мг белка); по оси абсцисс — 
рН (0,1 М М Э С — N a O H рН 5,0—6,6; 0,1 М трис-HCI р Н 6,6—8,6; 0,1 М б о р а т — 
N a O H рН «,5—10,0; 100 мкМ линолевой кислоты; 0 ,02% луброл РХ). 
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Та б л и ц а 2 
Зависимость влиянии 1,25-диоксивигамина D3 ( l ,25(OH) 2D 3 ; 
2 -10 7 М) на активность лейкоцитарной липоксигеназы от pit 
среды 

П а р а м е т р К о н т р о л ь 1,25 (ОН) 2 D 3 

p K i 
р К 2 
(Vst)opt 
const 

7,230 ±0,137 
9,758 ±0,123 

19,375 ±1,475 
0,185 ±0,050 

5,800 ±0,080 
9,714 ±0,102 
7,250±0,525 
0,099 ±0,024 

П р и м е ч а н и е . рК.! и р К 2 — константы диссоциации ио-
ногенных групп фермента, (Vst)opt — стационарная скорость 
реакции при оптимальном значении рН, const — константа. 

ингибирования 1,25-диоксивитамина D3 последо-
вательно возрастает вместе с увеличением рН 
среды. Результаты измерений обрабатывали по 
методу нелинейной регрессии, используя алго-
ритм Марквардта в соответствии с f-pH-функци-
ей Михаэлиса [5]. 

рН-зависимости активности фермента без ин-
гибитора и в присутствии 1,25-диоксивитамина 
D3 описываются функцией Михаэлиса с парамет-
рами, приведенными в табл. 2. Из табл. 2 видно, 
что введение 1,25-диоксивитамина D3 приводит 
к снижению скорости реакции при оптимуме рН 
в 2,7 раза и сдвигу рК в более кислую сторону, не 
за трагивая существенно рК 2 . 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований показано, что 1,25-диоксивитамин 
D 3 способен ингибировать активность лейкоци-
тарной липоксигеназы in vitro при отсутствии 
в системе ионов кальция. Эффект 1,25-диоксиви-
тамина D 3 возрастает с увеличением его дозы 
и рН среды и ослабляется с увеличением концент-
рации субстрата — линолевой кислоты (более 
70 мкМ). В целом лейкоцитарная липоксигеназа 
более чувствительна к воздействию 1,25-диокси-
витамина D3 , чем ранее изученная 5-липоксигена-
за из клубней картофеля [3]. Выявленные раз-
личия прямого и опосредованного кальцием [8] 
эффектов 1,25-диоксивитамина D3 ранее были от-
мечены при изучении влияния производных вита-
мина D на пул свободных аминокислот, содержа-
ние различных фракций холестерина в сыворотке 
крови и аминокислотный состав белков соедини-
тельной ткани [2, 6]. 
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T H E H O R M O N A L L Y ACTIVE VITAMIN D 3 F O R M Y L A -
TION, 1 ,25-DIHYDROXYVITAMIN D 3 , A L E U K O C Y T E 
LIPOXYGENASE INHIBITOR 

L. B. Bondarenko, О. V. Kharchenko, I. A. Butovich 

Institute of Bioogranic Chemistry and Petrochemistry, Ukrainian 
Academy of Sciences, Kiev 

The effect of the hormonally active vitamin D 3 formulation on 
the activity of porcine Icukocytc lipoxygenase was studied. The 
rate of enzyme inhibition was vitamin dose-dependent and in-
creased if pH values raised, while the vitamin inhibitory cffcct was 
decreased as the content of linoleic acid used as a substrate was 
increased. 
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Л. M. Герштейн, А. В. Сергутина, Л. А. Кукуем 

ВЛИЯНИЕ ОТМЕНЫ ПРЕПАРАТОВ L-ДОФА 
НА ВЫЗВАННЫЕ ИМИ ПАТОХИМИЧЕСЖИЕ 
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Высокая эффективность лечения паркинсониз-
ма препаратами L-ДОФА [13], а также положи-
тельный результат их применения в целях нор-
мализации двигательных нарушений при наслед-
ственных экстрапирамидных заболеваниях [14], 
торсионной дистопии [8], деформирующей мы-
шечной дистопии [9], реактивного ступора [10] 
и других церебральных заболеваний вызвали 
в 70—80-е годы подчас неумеренные восторги, 
а нередко и преувеличенные надежды на исключи-
тельные целебные свойства этих препаратов. 

Однако по мере накопления опыта выяснилось, 
что при паркинсонизме положительный эффект 
достигается лишь в 80—90% случаев и ограничи-
вается в основном снижением скованности и по-
вышением двигательной активности. Особенно 
это относится к акинетико-риг идной форме пар-
кинсонизма, в основе которой, видимо, лежат 
наибольшие морфологические деструкции [15]. 
Положительный результат применения препара-
тов L-ДОФА, даже в сочетании с другими фарма-
кологическими средствами и хирургическим вме-
шательством, оказывается недостаточно стойким 
и с годами снижается вплоть до полного исчез-
новения. 

Применение L-ДОФА иногда сопровождается 
осложнениями в двигательной и психической 
сферах. 

Наше внимание привлекают осложнения глав-
ным образом в двигательной сфере, особенно 
дискинезии, проявляющиеся сходными с хореиче-
скими подергиваниями различных мышечных 
групп [1, 4], наблюдаемые при передозировке 
препарата L-ДОФА и его отмене [1 1 ]. Патогенез 
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дискииезий после отмены препарата неясен. Это 
и стало целью настоящего исследования, прове-
денного на крысах с высокой (ВДА) и низкой 
двигательной активностью (НДА), которых мы 
условно рассматриваем как до известной степени 
приближенные модели одного из существенных 
компонентов двигательных расстройств у чело-
века. 

М е т о д и к а . Проводили количественное цито-
химическое определение активности ферментов 
окислительного обмена, обмена белков и нейрю-
медиаторов в хвостатом ядре, сенсомоторной ко-
ре, а также в не имеющих непосредственного 
отношения к двигательной функции п. accumbens 
и гиппокампе мозга крыс-самцов линии Вистар 
после ежесуточного введения мадопара-125 в те-
чение 14 дней и через 14 дней после его отмены. 

После декапитации крыс под легким эфирным 
наркозом исследованы: 1) препараты мозга жи-
вотных с ВДА и НДА, которым в течение 14 дней 
вводили внутрибрюшинно мадопар-125 (препа-
рат L-ДОФА) в ежесуточной дозе 25,5 мг на I кг 
массы; 2) препараты мозга животных с ВДА 
и НДА через 2 нед после отмены инъекций мадо-
пара-125; 3) препараты мозга контрольных жи-
вотных с ВДА и НДА, которым внутрибрюшин-
но вводили физиологический раствор. 

В каждом эксперименте использовали не менее 
3 животных. 

На криостатных срезах толщиной 20 мкм сен-
сомоторной коры (слои III и V, поля FPa , FPP , PA 
[12]), хвостатого ядра, гиппокампа (САЗ) 
и п. accumbens выявляли активность ферментов 
обмена белков — аминопептидазы (AMП) [2], 
кислой фосфатазы (КФ) [7], нейромедиаторов — 
моноаминоксидазы (МАО) [17], ацетилхолинэ-
стеразы (АХЭ) [18] и окислительного обмена — 

глутаматдегидрогеназы (ГДГ) [19], глюкозо-6-
фосфатдегидрогепазы (Г-6-ФДГ) [19]. Уровень 
ферментативной активности в условных единицах 
оптической плотности оценивали количественно 
на микроскопе ЛЮМАМ-ИЗ: ГДГ, Г-6-ФДГ 
и МАО при длине волны 589 нм, АМП при 
550 нм, АХЭ при 488 нм и КФ при 567 нм. Ста-
тистическую обработку проводили но критерию 
Стьюдента. 

Детально методика исследования изложена 
в работе [3]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В настоящей 
работе были подвергнуты анализу лишь досто-
верные гистохимические изменения в основном 
двигательных структур мозга, которые могли бы 
быть использованы для суждения о подобных 
изменениях в мозгу человека при лечении препа-
ратами L-ДОФА и после его отмены. 

У животных с ВДА после 14-дневного введения 
мадопара возрастает по сравнению с контролем 
активность КФ — фермента, связанного с обме-
ном фосфопротеипов (на 13%; рис. 1), и Г-6-ФДГ 
(на 17%) в хвостатом ядре (рис. 2). У этой группы 
животных отмечается достоверное снижение ак-
тивности МАО (на 18%) в п. accumbens и увеличе-
ние активности АХЭ (на 20%) и АМП (на 11%) 
в гиппокампе (см. рис. 1, рис. 3). Достоверных 
изменений в сенсомоторной коре мозга у этих 
животных не отмечается. 

После отмены мадопара у крыс с ВДА, хотя 
и отмечается нормализация ранее измененного 
уровня активности большинства исследовавших-
ся ферментов, однако в хвостатом ядре сохраня-
ется достоверно высокая активность Г-6-ФДГ (на 
12%) по сравнению с контролем (см. рис. 2). Кро-
ме того, в слоях III и V сенсомоторной коры 
появляется ранее не определявшееся достоверное 
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Рис. I. Изменения активности ферментов обмена белков при введении мадопара и после его отмены. 
П о осям абсцисс — время выведения мадопара : утолщенная ч а с т ь — 1 4 сут, тонкая часть — 28 сут; по осям ординат — изменения актив-
ности, % (100% — контроль) . / — а к т и в н о с т ь А М П ; I I — а к т и в н о с т ь КФ. Штриховая линия — животные с ВДА; сплошная линия — живот-
ные с Н Д А . а — с е н с о м о т о р н а я кора ( к р у ж к и — с л о й III, треугольники — слой V); 6 — х в о с т а т о е ядро; в — п. accumbens; г — гиппокамп. 
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Рис. 2. Изменения активности ферментов окислительного обмена при введении мадопара и после его 
отмены. 
/ — а к т и в н о с т ь ГДР; / / — а к т и в н о с т ь Г-6-ФДГ. Остальные обозначения тс же, что па рис. I. 

возрастание активности МАО (соответственно на 
19 и 12%; см. рис. 3). 

Таким образом, у животных с ВДА в хвостатом 
ядре сохраняются изменения активности Г-6-
ФДГ и обнаруживаются изменения активности 
МАО в сенсомоторной коре. 

У животных с НДА после введения мадопара 
изменения цитохимических показателей наблюда-
ются почти во всех исследованных структурах 
мозга. Активность АМП достоверно снижена 
в слоях III и V сенсомоторной коры (на 17 и 18% 
соответственно), в хвостатом ядре (на 22%) 
и п. accumbens (на 13%). Активность КФ достове-
рно изменяется лишь в слое III коры (на 16%; см. 
рис. 1). Снижена активность ГДГ в хвостатом 
ядре (на 13%), п. accumbens (на 17%) и повышена 
в гиппокампе (на 21%; см. рис. 2). Среди исследо-
ванных показателей медиаторного обмена обна-
ружено увеличение активности АХЭ в гиппокам-
пе (на 13%; см. рис. 3). 

После отмены мадопара у животных с НДА 
нормализация исследованных показателей су-
щественно отличается от наблюдавшейся у крыс 
с ВДА. Активность АМП остается сниженной 
в слое V коры (на 14%) и хвостатом ядре (на 21 %; 
см. рис. 1). Активность ГДГ после отмены препа-
рата достоверно возрастает в хвостатом ядре (на 
12%). После курса введения мадопара неизменен-
ная активность Г-6-ФДГ достоверно снижается 
в слое V коры (на 15%), а активность МАО также 
снижается в слое V коры (на 10%) и хвостатом 
ядре (на 11%; см. рис. 2 и 3). Активность АХЭ 
нормализуется в гиппокампе, но возрастает 
в слое V коры (на 16%; см. рис. 3). 

Таким образом, при 14-дневном введении мадо-
пара в мозгу крыс с НДА в отличие от крыс 

с ВДА наблюдаются наиболее выраженные из-
менения активности АМП и ГДГ. 

Отмена мадопара приводит к нормализации 
активности АМП, ГДГ и АХЭ в п. accumbens 
и гиппокампе. В двигательной системе мозга жи-
вотных с НДА отмечается появление ранее не 
обнаруживавшихся изменений активности Г-6-
ФДГ в сенсомоторной коре и МАО в сенсомотор-
ной коре и хвостатом ядре. Выявлены достовер-
ные изменения в активности всех исследованных 
ферментов. 

Сравнительный анализ полученных данных по-
зволил установить сходство и различие в ответ-
ной реакции как на введение, так и на отмену 
мадопара у животных с ВДА и НДА. 

Установлено, что наблюдавшиеся в гиппокампе 
и п. accumbens изменения в активности исследо-
ванных ферментов у крыс с ВДА и НДА при 
введении мадопара после его отмены нормализу-
ются, тогда как в исследованных образованиях 
двигательной системы они сохраняются (Г-6-
ФДГ — у крысс ВДА, А М П — у крысс НДА) или 
появляются впервые (МАО — у крыс с ВДА 
и НДА, Г-6-ФДГ и АХЭ —у крыс с НДА). 

Таким образом, в мозгу обеих групп животных 
после отмены мадопара-125 достоверные измене-
ния сохраняются только в образованиях двига-
тельной системы. Они относи гелыю незначитель-
ны у крыс с ВДА и более выражены по всем 
показателям у крыс с НДА. 

Можно высказать предположение, что значи-
тельные нейрохимические различия в ответной 
реакции на отмену мадопара у крыс с ВДА 
и НДА отчасти определяются генетическими осо-
бенностями их двигательной активности. В этом 
предположении нас утверждает и тот факт, что 
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Рис. 3. Изменения активности ферментов медиаторного обмена при введении мадопара и после его 
отмены. 
/ — а к т и в н о с т ь МАО; / / — а к т и в н о с т ь АХЭ. Остальные обозначения те же, что на рис. 1. 

у крыс с НДА наблюдаются наибольшие измене-
ния активности одного из ферментов обмена бел-
ков—АМП [3]. 

Итак, воздействие препаратов L-ДОФА (мадо-
пар) не только сопровождается достаточно широ-
ко известными изменениями в содержании дофа-
мина в двигательных и некоторых других струк-
турах мозга, но и влечет за собой изменения 
различных сторон обмена нейронов. Это убеди-
тельно доказывается результатами исследования, 
поскольку МАО и АХЭ в основном обеспечивают 
обмен нейромедиаторов, КФ и АМП — белков, 
а ГДГ и Г-6-ФДГ — окислительный обмен. Наи-
большего внимания заслуживают гистохимичес-
кие изменения в мозгу животных с НДА, ранее не 
известные и выявленные впервые. Особо здесь, 
видимо, нужно отметить достоверное снижение 
активности МАО, имеющей свойство инактиви-
ровать дофамин. Возможно, это является одним 
из существенных факторов, лежащих в основе 
патогенеза как симптомов психического возбуж-
дения (беспокойство, галлюцинации и др.), так 
и дискинезий, наблюдающихся нередко при от-
мене препаратов L-ДОФА. 

Полученные результаты могут оказаться по-
лезными не только для новых поисков наиболее 
эффективных вариантов и схем лечения паркин-
сонизма, но и для поиска новых средств лечеб-
ного воздействия, направленного на нормализа-
цию двигательных нарушений экстрапирамидно-
го генеза с учетом, помимо обмена дофамина, 
роли таких медиаторов, как у-аминомасляная 
кислота [16], и других видов обмена нейронов, 
в том числе исследованных в настоящей работе, 
а также с учетом онто- и филогенетических струк-
турно-функциональных особенностей экстрапира-

мидной системы [5] и всей сложности строения 
и функции основных морфологических образова-
ний мозга, участвующих в осуществлении и регу-
ляции движений [6]. 
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IMPACT O F WITHDRAWAL O F L-DOPA D R U G S ON T H E I R 
PATH ОС H EM IС A L ALTERATIONS IN BRAIN MOTOR 
S T R U C T U R E S 

L. M. Gershtein, A. V. Sergutina, L. A. Kukuev 

Institute of Brain, Russian Academy of Mcdical Scicnccs, Moscow 

Activities of enzymes of protein metabolism (aminopeptidasc, 
acid phosphatase), of neurotransmitters (monoamine oxidase, 
acetylcholinesterase) and oxidative metabolism (glutamate- and 
glucose-6-phosphatc dehydrogenases) were studied by quantitative 
cytochcmical procedures in brain motor structures (sensomotor 
cortex, caudate nucleus) as well as in brain tissues not related 
directly to locomotory functions (n. accumbens, hyppocampus) of 
rats exhibiting high and low locomotory activities after repeated 
L-DOPA administration within 14 days as well as within 14 days 
after drug discontinuation. That of L-DOPA (madoparc) caused 
alterations in the enzymatic activity in the brain motor structures 
of rats, mainly, with a high locomotory activity. It may be 
suggested that madopare withdrawal-induced decreases in MAO 
activity might be, to a ccrtain extent, a cause of dyskinesias 
occurring after discontinuation of L-DOPA drugs. 
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УБИХИНОНЫ И АНТИМУТАГЕННАЯ ЗАЩИ-
ТА ОРГАНИЗМА 

НИИ фармакологии РАМН, Москва 

Исследования в области аитимутагенеза нача-
лись около 30 лет назад [15, 16]. К настоящему 
времени сложились представления об универсаль-
ности явления антимутагенеза в живой природе 
[1], его можно, наблюдать у организмов, значи-
тельно различающихся по уровню организации 
[1 ,2 ,9 ] . 

Антиму тагенные свойства показаны у десятков 
самых разнообразных природных и синтетиче-
ских соединений, в том числе у веществ, явля-
ющихся необходимыми диетическими компонен-
тами и естественными метаболитами организма 
[1, 2, 9]. Это витамины, аминокислоты, полиами-
ны, пуриновые рибозиды, эндогенные антиокси-
данты и некоторые другие. Их подробный список 
изложен в обзоре [3]. 

Особое внимание исследователей всегда при-
влекали отдельные компоненты антиоксидантной 
системы организма. Их антимутагенные свойства 
широко исследованы и установлены в экспериме-
нтах in vitro и in vivo для глутатиоиа, аскорбино-
вой кислоты, токоферола, каротиноидов и in vitro 
для аитиоксидантных ферментов — супероксид-
дисмутазы и каталазы [1, 2, 5]. Однако за рам-
ками изучения остались природные внутрикле-
точные антиоксиданты терпеноидной природы — 
убихиноны. 

Единственной формой убихинонов, обнаружи-
ваемой в тканях человека, является убихинон-10 
[17]. Создание и использование за рубежом лека-
рственных средств на основе убихииона-10 и ана-
логичные работы в России обусловили исследова-
ние антимутагенных свойств этого соединения 
в экспериментах in vivo. 

М е т о д и к а . Исследование проведено мето-
дом учета хромосомных аберраций в метафазных 
клетках костного мозга мышей-самцов линии 
С56В1/6 в возрасте 1,5—2 мес (питомники РАМН 
«Светлые горы» и «Крюково»). 

В качестве индукторов мутагенеза использова-
ли диоксидин в дозах 100 и 300 мг/кг, фотрин 
в дозе 7 и 14 мг/кг и циклофосфан из расчета 
20 мг/кг. Водные растворы мутагенов в объеме 
0,2 мл вводили однократно, внутрибрюшинно на 
срок 24 ч. Убихинон-10, полученный биотехноло-
гическим путем в ГосНИИ синтезбелок, вводили 
через 1 ч после мутагенов перорально в виде мас-
ляного раствора (0,2 мл оливкового масла) в до-
зах 0,2, 2,0 и 20 мг/кг. 

Приготовление метафазных препаратов про-
водили суховоздушным способом, согласно опи-
санному ранее методу [8]. При цитогенетическом 
анализе учитывали одиночные и парные фраг-
менты, обмены хромосом, отдельно — ахрома-
тические повреждения (гены); количество клеток 
с хромосомными повреждениями использовали 
в качестве интегрального показателя сравнения 
контрольных и опытных результатов. Клетки, 
имеющие более 5 цитогенетических повреждений, 
учитывали как метафазы с множественными 
повреждениями хромосом. Принципы цитогене-
тического анализа не отличались ог общепри-
нятых [8]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты, 
полученные при исследовании влияния убихино-
на-10 на мутагенные эффекты диоксидина, фот-
рина и циклофосфана, представлены в таблице. 

Диоксидин в дозах 100 и 300 мг/кг индуцирует 
хромосомные повреждения в 5,6 и 20,4% исследо-
ванных клеток, что совпадает с ранее установлен-
ными данными [9]. Убихинон-10 в дозе 20 мг/кг 
практически полностью устраняет эффект мутаге-
на при его использовании в дозе 100 мг/кг. Заре-
гистрированный результат 2,4% статистически 
достоверно не отличается от контроля—1,5%. 
В дозах 2 и 20 мг/кг убихинон-10 статистически 
достоверно редуцирует цитогеиетический эффект 
диоксидина, применяемого из расчета 300 мг/кг, 
на 33 и 49% соответственно. 

В экспериментах с фо трином (7 и 14 мг/кг) 
статистически значимое уменьшение патогенети-
ческого эффекта под действием убихинона было 
зарегистрировано только при применении мута-
гена в дозе 14 мг/кг. Убихинон-10 в дозе 2 мг/кг 
редуцировал количество поврежденных клеток на 
24% и в дозе 20 мг/кг — на 32%. Показатели, 
характеризующие уровень цитогенетической ак-
тивности мутагена, так же как в предыдущем 
случае, совпадаю! с установленными ранее [9]. 

Циклофосфан в дозе 20 мг/кг индуцировал хро-
мосомные повреждения у 9,6% исследованных 
клеток, что практически совпадает с данными 
литературы [9]. Убихинон-10, применяемый из 
расчета 2 и 20 мг/кг, вызывал статистически до-
стоверное снижение выхода клеток, повреждае-
мых мутагеном, на 42—46%. 

Таким образом, убихинон-10 при пероральном 
введении проявляет антимутагенную активность 
в диапазоне доз 2—20 мг/кг по отношению к ци-
тогенетическим эффектам 3 исследованных мута-
генов. Во всех случаях отмечено пропорциональ-
ное снижение различных регистрируемых типов 
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Модификации убихиионом-10 кластогенного действии фотрина, 
диоксидина и циклофосфана у мышей линии С57В1/6 

Условия эксперимента 

Коли-
чество 
иссле-
дован-

ных 
клеток 

ПЬпы 
Абер-
рации 

хромо-
сом 

Всего 
пов-
реж-

денных 
мета-

фаз, % 

р Условия эксперимента 

Коли-
чество 
иссле-
дован-

ных 
клеток на 100 клеток 

Всего 
пов-
реж-

денных 
мета-

фаз, % 

р 

Диоксидин, 100 мг/кг 500 1,2 4,4 5,6 
Диоксидин 100 мг/кг + 

убихинон, 20 мг/кг 500 1,2 2,4 2,4 <0 ,5 
Диоксидин 100 мг/кг + 

убихинон, 2 мг/кг 500 0,8 4,2 3,8 >0 ,05 
Диоксидин 100 мг /кг+ 

убихинон, 0,2 мг/кг 500 0,6 3,4 4,0 >0 ,05 
Диоксидин, 300 мг/кг 500 1,8 15,0 20,4* 
Диоксидин 300 мг/кгЧ-

убихинон, 20 мг/кг 500 0,6 6,8 10,4* <0,05 
Диоксидин 300 мг/кг + 

убихинон, 2 мг/кг 500 1,4 14,4 13,6* <0,05 
Диоксидин 300 мг/кг + 

убихинон, 0,2 мг/кг 500 0,6 15,4 18,2* >0,05 
Фотрин, 7 мг/кг 500 4,0 10,8 13,6 
Фотрин 7 мг/кг + 

убихинон, 20 мг/кг 500 2,2 12,4 11,6 >0,05 
Фотрин 7 мг/кг + 

убихинон, 2 мг/кг 500 1,25 13,0 11,75 >0,05 
Фотрин 7 мг/кг + 

убихинон, 0,2 мг/кг 500 1,0 1 1,8 12,8 >0,05 
Фотрин 14 мг/кг 500 4,4 34,8 29,0 
Фотрин 14 мг/кг + 

убихинон, 20 мг/кг 500 2,2 25,8 19,8 <0,05 
Фотрин 14 мг/кг + 

убихинон, 2 мг/кг 500 2,0 28,2 22,0 <0,05 
Фотрин 14 мг/кг + 

убихинон, 0,2 мг/кг 500 2,6 30,6 25,2 >0,05 
Циклофосфан, 20 мг/кг 500 0,2 10,2 9,6 
Циклофосфан 20 мг/кг + 

убихинон, 20 мг/кг 500 0,2 8,4 5,6 <0,05 
Циклофосфан 20 мг/кг + 

убихинон, 2 мг/кг 500 0,4 5,8 5,2 <0,05 
Циклофосфан 20 мг/кг + 

убихинон, 0,2 мг/кг 500 0,6 9,6 8,4 >0,05 
П р и м с ч а н и е. Звездочка — включая клетки с множест-

венными повреждениями хромосом. 

повреждений хромосом. Антимутагенное дей-
ствие соединения не имеет дозовой зависимости 
и не превышает 50%. В одном случае выявлена 
зависимость защитного действия убихинона-10 
от использованной дозы мутагена. Препарат не 
оказывал влияния на уровеГнь клеток, повреждае-
мых фотрином, в дозе 7 мг/кг, но оказался эффек-
тивен при использовании мутагена из расчета 
14 мг/кг. 

Многочисленными работами установлено, что 
убихиноиы являются природными антиоксидаи-
тами [6, II, 12]. Показано, что убихиноны и их 
восстановленные формы оказывают ингибирую-
щее действие на перекисное окисление липидов за 
счет обрыва цепей [7, 13, 14] и осуществляют 
дисмутацию супероксидного анион-радикала кис-
лорода [10]. 

В экспериментах на мышах линии BALB уста-
новлено, что введение убихиионов влияет на всю 
систему природных антиоксидантов, увеличивая 
их количество. В частности, при внутрибрюшин-
ном введении убихииопа-6 содержание природ-
ных антиоксидантов в организме увеличивается 
в 6 раз за 12 ч. Количество убихинона возрастает 
при этом в 1,6 раза [6]. 

Одновременно известно, что в механизме мута-
генного действия алкилирующего мутагена фот-
рина присутствует свободпорадикальный компо-
нент, а патогенетическое действие диоксидина 

обусловлено его прооксидантной активностью. 
Цитогенетическая активность фотрина в культуре 
клеток цельной крови человека подавляется су-
пероксиддисмутазой и каталазой, диоксидина — 
каталазой [9]. Существуют также косвенные ука-
зания на роль процессов свободнорадикального 
окисления кислорода и иерекисного окисления 
липидов в проявлении мутагенных свойств цик-
лофосфамида [9]. 

В совокупности описанные данные позволяют 
предполагать, что именно антиоксидантные 
свойства убихинона-10 лежа! в основе его редуци-
рующего влияния на кластогениые эффекты фот-
рина, диоксидина и циклофосфана, а также под-
тверждают ранее сделанное теоретическое пред-
положение [4] о том, что природные 
антиоксиданты — убихиноны — могут рассматри-
ваться как элементы эндогенной антимутагенной 
системы клеток. 
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UBIQUINONES A N D T H E BODY'S A N T I M U T A G E N I C DE-
FENSE 

V. N. Georgiev, A. D. Durnev, S. B. Seredenin 

Institute of Pharmacology, Moscow 

The effects of ubiquinone-10 given in oral doses of 0.2-20 mg/kg 
on cytogenetic efTccts of intraperitoneal photrinum (7 and 14 
mg/kg), dioxydinum (100 and 300 mg/kg) and cyclophosphanum 
(20 mg/kg) were studied in the bone marrow mctaphasic cclls of 
male C57B1/6 mice. Ubiquinone-10 (2 to 20 mg/kg) statistically 
significantly reduced the clastogenic action of these mutagens, 
except photrinum used in a dose of 7 mg/kg. The antimutagenic 
effect of the drug was dose-independent and no more than 50%. 
The findings enable ubiquinone-10 be considered as an en-
dogenous antimutagen. It is suggested that the antimutagenic 
activity of the compound is due to its antioxidative properties. 
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ВЛИЯНИЕ ЭМОЦИОНАЛЬНО-ВОЛЕВОГО 
СТРЕССА, ГИПОКСИИ И АДАПТАЦИИ 
К НЕЙ НА АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ МЕ-
ТАБОЛИЗМА ГЛУТАТИОНА И КОНЦЕНТРА-
ЦИЮ ГЛУТАТИОНА В ОРГАНАХ КРЫС 

Иркутский медицинский институт 

Катехоламины и иммобилизационный стресс 
значительно и одинаково изменяют активность 
ферментов метаболизма глутатиона (ФМГ) [2— 
4]. Данные о влиянии других внешних факторов 
носят разрозненный характер [5, 10, 13]. Ввиду 
огромного значения глутатиона для ряда фун-
даментальных биологических функций и для 
устойчивости организма [6, 13] такие иссле-
дования необходимы. Недавно было выдвинуто 
предположение о существовании у обычных го-
мойотермных млекопитающих двух качественно 
различных реакций организма на неблагопри-
ятные воздействия: резистентной (стрессовой) 
и толерантной [7]. При этом вторая в био-
химическом и особенно эизимологическом плане 
изучена мало. 

Задача настоящей работы заключалась в срав-
нительной характеристике сдвигов активности 
ФМГ при стрессе, гипоксии и длительной адапта-
ции к ней. 

М е т о д и к а . Работа проведена на белых кры-
сах (121) обоего пола массой 120—240 г. У крыс-
самцов в течение 4 ч вызывали эмоционально-
болевой стресс (ЭБС) в сочетании с внутривидо-
вой агрессией, обусловленной борьбой за безо-

пасную территорию 11 ]. Модель была модифици-
рована: на безопасную площадку временами так-
же подавали ток; различали доминантных и ре-
цессивных крыс. У наркотизированных этамипа-
лом натрия (40 мг/кг внутрибрюшинно за 
15 мин) крыс вызывали гиперкапническую гипок-
сию при помощи приспособления (стеклянного 
стаканчика объемом 150 мл с фиксированной на 
нем частью хирургической перчатки), надеваемо-
го на голову крысы; в месте мягкого контакта 
с резиной, шею смазывали вазелиновым маслом. 
Это приспособление позволяло измерять темпе-
ратуру тела и в нужное время моментально, не 
прерывая гипоксии, забивать крысу путем дека-
питации. Адаптацию к высотной гипоксии вызы-
вали в барокамере путем подъема на высоту 2— 
5,5 км (с 14-х суток — 5,5 км) в течение 6 ч по 
5 раз в неделю в течение 6 нед. В иадосадочной 
жидкости 18 000 g определяли активность ФМГ, 
как описано ранее [3]. Восстановленный глутати-
он (GSH) определяли в сульфосалициловых экс-
трактах с 5,5'-дитиобис-2-нитробензоа том [12]. 
Статистический анализ проводили с использова-
нием критериев F, t и d. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . ЭБС в наших 
опытах был интенсивным, о чем свидетельствуют 
увеличение уровня кортикостерона в крови 
в среднем в 3,4 раза (с 86 + 0,3 до 293+1 иМ, 
р <0,001) и снижение содержания адреналина 
в надпочечниках и норадреналина в гипоталамусе 
и сердце (соответственно в 1,5, 2,8 и 1,3 раза, 
/;<(),01—0,001), а также аккумуляция адреналина 
в сердце (в 1,6 раза). Параллельно (табл. 1) про-
исходили активация (или отмечалась тенденция 
к ней) ГПО в сердце, печени (в среднем на 50%) 
и почках (на 30%, при объединении двух опытных 
серий р<0,05), активация ГТ в сердце (на 33%) 
и печени (у доминантных крыс на 23%), ингиби-
рование ГГТ в печени (на 36%) при отсутствии 
изменений активности ГР в этих органах 

Т а б л и ц а 1 

Активность ФМГ и концентрации GSH в органах крыс при ЭБС 

Ж и в о т н ы е 
Активность Ф М Г , нмоль /мии на 1 мг белка 

Концентрация G S H , Ж и в о т н ы е 

Г П О ГТ Г Г Т ГР 
м к м о л ь на 1 г ткани 

Контрольные 
Доминантные 
Рсцсссивныс 

Контрольные 
Доминантные 
Рсцсссивныс 

Контрольные 
Доминантные 
Рецессивные 

К о т рольные 
Доминантные 
Рецессивные 

78±8,2 
110 + 28 
108 ± 17* 

77 ±9,4 
114+16* 
118+15** 

51 ±3,8 
66 ±6 ,7* 
66 ±9,4 

26 ±2,7 
22 ± 3,3 
22± 3,5 

Сердце 
30 ±1,6 
40 ±2,5*** 
40 ±2,7*** 

Печень 
285 ± 19 
351±17** 
317 ± 2 3 

Почки 
165± 12 
144± 14 
146± 10 

Головной мозг 
59 ±5,0 
58±2,7 
61 ±5,8 

0,44 ±0,077 
0,54 ±0,072 
0,55 ±0,064 

4,3 ±0,50 
2,8 ±0,37** 
2,6 + 0,36** 

1564 ±233 
1545 ± 309 
1707 ±203 

3,7 ±0,45 
3,3 ±0,53 
3,7 ±0,28 

9,6 ±0,61 
I 1,2 ±0,92 
11,0 ±0,63 

52 ±4,4 
48 ±2,0 
46 ±3,0 

118±5,2 
122 ±5,9 
119 ±7,1 

14±0,71 
14 ±0,90 
15± 1,3 

2,91 ±0,34 
2,62 ±0,24 
2,62 ±0,20 

1,75 ±0,24 
1,83 ±0,18 
1,68 I 0,19 

1,0 ±0,09 
0,97 ±0,08 
0,91 ±0,13 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 значимость различий с контролем: одна звездочка—р<0,1, две—/?<(),05, три — 
/?<0,01, четыре—р<0,001. ГПО — глутатионпсроксидаза, ГТ — глутатионтрансфсраза, ГГТ — у-глутамилтрансфсраза, ГР — глу-
татионредуктаза. 
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(/? > О, I —0,9). Различий между доминантными 
и рецессивными крысами, как правило, не выяв-
ляли. Ни один из изученных показателей не из-
менялся в головном мозге (/?>(),!—0,9), что мо-
жет быть связано с исследованием мозга как це-
лого и не исключает возможности сдвигов 
в отдельных нервных структурах. Другое воз-
можное объяснение отсутствия сдвигов в мозге — 
наличие противоположной регуляции ФМГ раз-
ными нейрогормонами. 

Нам не удалось подтвердить данные о сниже-
нии при стрессе концентрации GSH в тканях 
[5] — она не изменялась в печени, почках и голов-
ном мозге (/;>(),!—0,9). Отсутствовали измене-
ния концентрации глюкозы в крови: 3,6 + 0,46 мМ 
в контроле, 3,6 + 0,50 мМ у доминантных 
и 3,7 + 0,67 мМ у рецессивных крыс (/;>0,3—0,9). 
Вероятно, это связано с большой длительностью 
стресса, которая может вызывать компенсатор-
ное увеличение синтеза GSH и использования 
глюкозы. Отметим, что изменения активности 
ФМГ столь же стабильны, как мобилизация гор-
монов стресса, и более устойчивы, чем сдвиги 
концентрации GSH в органах и глюкозы в крови. 

Кратковременная 2- и 4-минутная гипоксия не 
влияет на активность ФМГ (табл. 2). У крыс, 
погибших от гипоксии через 2—15 мин, увеличи-
вается активность ГПО в печени, снижается ак-
тивность ГТ и ГР в почках и наблюдается тенден-
ция к снижению активности ГГТ в сердце, печени 
и головном мозге. В селезенке и костном мозге 
активность ФМГ не изменяется. Концентрация 
GSH проявляет тенденцию к снижению в голов-
ном мозге, но не в других органах. 

Значительно более распространенный характер 
носят сдвиги активности ФМГ при длительной 
периодической адаптации к гипоксии (см. 
табл. 2). Во всех 4 исследованных органах снижа-
ется активность ГПО и ГР, в сердце, печени 
и почках уменьшается активность ГТ, а актив-
ность ГГТ снижается в головном мозге и прояв-
ляет тенденцию к повышению в почках. Э то рас-
ходится с сообщением, что активность ГПО сни-
жается при непрерывной, но увеличивается при 
периодической гипоксии [10]. Концентрация GSH 
увеличивается в почках, сердце, головном мозге, 
но не изменяется в других органах. 

Таким образом, изученные нами воздействия 
качественно различно влияют на активность 
ФМГ. ЭБС в основном влияет так же, как и им-
мобилизациоиный стресс и экзогенные катехола-
мины [2—4],— прежде всего происходит актива-
ция ГПО и ГТ. Эта стрессовая реакция (кроме 
предсмертной активации ГПО в печени) полно-
стью отсутствует при гипоксии, даже в ранние 
сроки (2—4 мин), когда обычно происходит уси-
ленный выброс в кровь катехоламинов и глюко-
кортикостероидов и развиваются симпатикоген-
ные вегетативные сдвиги [7—9]. Очевидно, от-
сутствие ранних стрессовых реакций ФМГ 
в наших опытах связано с использованием барби-
туратного наркоза, который, как хорошо извес-
тно, резко снижает реактивность стволовых веге-
тативных центров и в результате — мобилизацию 
катехоламинов. 

Поздняя — предсмертная реакция ФМ Г — вы-
ражена скупо и проявляется снижением или тен-
денцией к снижению трех ФМГ в некоторых 

Та б л и ца 2 
Изменении активности (в %) ФМГ и концентрации GSH при гиноксических воздействиях 

Серия о п ы т о в г п о гт Г Г Т ГР G S H 

Сердце 
2 МИН • — + 2,6+ 1 5 + 33 ± 6 6 - 1 , 7 + 8,2 — 

4 мин — + 1,0 + 8,9 - 0 , 9 + 31 - 2 , 8 + 12 — 

Гибель + 6,7+ 13 + 7,8 + 8,6 - 6 6 + 35* - 9 , 9 + 7,2 - 8 , 6 + 5,4 
Адаптация — 38+ 14** - 2 2 + 6,0*** + 47 ± 2 9 — 23 ± 5,3 4* + 20± 8,1 ** 

Печень 
2 мин — - 10+ 10 + 12 + 30 - 4 , 0 + 7,9 — 

4 мин — - 9 , 6 + 6,7 - 2 7 + 33 - 3 , 6 + 21 — 

Г и б е л ь + 39± 17** - 8 , 2 ±6 ,5 - 3 2 + 1 8 * - 4 , 7 + 6,5 — 1,5 ± 6,9 
Адаптация — 75+ 154* — 27±6,8 4 * + 20 ± 2 0 — 33 ± 6,74* + 5,0 ±9 ,5 

Почки 

2 мин — + 0,6+ 10 + 18 + 28 - 1,0 + 9,3 — 

4 мин — - 1 1 + 14 + 28 + 24 - 9 , 2 + 1 3 — 

Гибель + 18+11 - 16 + 7,8** - 1 8 + 14 - 14 + 5,8** - 7 , 2 + 6,4 
Адаптация - 6 2 + I44* - 4 3 ±7 ,б 4 * + 48 + 27* — 37± 11 *** + 25± 5,9*** 

Головной мозг 
2 мин — + 13+12 + 4,9+ 19 + 1,5 ±8,0 • — 

4 мин — - 3 , 1 + 2 0 + 74 + 42 - 0 , 9 + 7,7 — 

Гибель + 6,1 + 13 - 12+ 10 - 4 1 +21 * - 4 , 3 + 6,3 - 1 5 + 7,5* 
Адаптация — 53± 17*** - 1 6 ± 12 - 2 9 ±9,2** - 2 1 ±4 ,3 4 * + 17± 5,7** 

Селезенка 
2 мин — + 10+ 10 + 9,0+ 17 + 1,3+11 — 

4 мин — - 3 , 8 + 21 - 9 , 0 + 24 - 1 , 5 + 10 — 

Гибель + 25+17 + 0,5 ±9 ,9 — 28± 16 + 2,0± 7,1 - 3 , 6 ±6 ,2 
Адаптация — — — — — 

Костный мозг 

2 мин — —13± 14 - 6 , 9 ± 3 8 + 10± 14 — 

4 мин — — — — — 

Гибель — + 35 ± 2 2 + 16±13 + 12± 15 — 

Адаптация — — — — — 
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органах. Длительная адаптация к периодической 
гипоксии снижает активность ГПО, ГТ и ГР 
в большинстве исследованных органов, но не 
в селезенке. Снижение активности ФМГ инте-
ресно сопоставить с тем, что вторая фаза реак-
ции на острую гипоксию и длительная адапта-
ция к гипоксии происходят обычно по толе-
рантному типу — со снижением потребления 
0 2 и температуры тела [7, 8, II]. При этом 
биохимические механизмы изменений активности 
ФМГ, вероятно, различны: при острых воздей-
ствиях обычно изменяется регуляция активности 
ферментов, при длительных — их экспрессия [9, 
11]. Вероятно, снижение активности ФМГ при 
адаптации к гипоксии является результатом их 
репрессии. 

Концентрация GSH как при ЭБС, так и при 
гипоксии и адаптации к ней более стабильна, чем 
активность ФМГ. Это может быть связано как 
с противоположными изменениями активности 
разных ФМГ, так и с компенсаторными сдвигами 
биосинтеза GSH. 

Биологическое значение обнаруженных нами 
двух типов реакции ФМГ, очевидно, тоже различ-
но. Активация ГПО и ГТ при различных видах 
стресса должна способствовать увеличению ус-
тойчивости организма к пероксидации, вызыва-
емой стрессом и многими ксенобиотиками [10, 
13]. Активация ГТ может также способствовать 
большей резистентности к ксемобиотикам-элек-
трофилам. Снижение активности ГГТ — главного 
фермента катаболизма GSH [5, 13] — во второй 
фазе реакции на гипоксию может способс твовать 
сбережению GSII. 

Особого внимания заслуживают данные по 
дли тельной адаптации к периодической гипоксии, 
поскольку она обеспечивает широкий спектр за-
щитных эффектов против ряда неблагоприятных 
воздействий [10]. Наш материал показывает, что 
эта защита не является универсальной. Комплекс-
ное снижение активности ГПО, ГТ и ГР может 
снизить сопротивляемость организма к пероксид-
ному стрессу и ксенобиотикам-электрофилам. 
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I N F L U E N C E O F EMOTIONAL-PAIN STRESS, HYPOXIA 
A N D ITS A D A P T A T I O N ON T H E ACTIVITY O F 
G L U T A T H I O N E METABOLIC E N Z Y M E S A N D 
G L U T A T H I O N E C O N C E N T R A T I O N IN RAT O R G A N S 

L. S. Kolesnichenho, V. 1. Kulinsky, M. V. Yasko, E. N. Ekimov, 
L. M. Stanevich, E. F. Glushkova, S. B. Belogorov, G. T. Filip-
pova 

Mcdical Institute, Irkutsk 

The stress activates glutathione peroxidase in the heart, liver, 
and kidney, glutathione transferase in the heart and liver, inhibits 
y-glutamyl transferase in the liver; the activity of glutathione 
reductase and the content of reduced glutathione were unchanged. 
Two-four-minute hypcrcapnic hypoxia unchanged the activity of 
glutathione metabolic enzymes. The activity of the above enzymes 
decreases in some organs at the death caused by 2-15-minute 
hypoxia. Long-term intermittent adaptation to hypobaric hypoxia 
lowers the activity of glutathione peroxidase, -transferase and 
-reductase. The biological value of the two types of enzymatic 
responses may be different: stress-induced activation of glutathione 
metabolic enzymes can enhance resistance to stress and 
xenobiotics; however, their inhibition during hypoxic adaptation 
may produce the opposite effect. 
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МЕТАБОЛИЗМ НЕЙТРАЛЬНЫХ ЛИПИДОВ 
В ОРГАНАХ ГЕМОПОЭЗА И В ПЕЧЕНИ МЫ-
ШЕЙ С АЛЛОКСАНОВЫМ ДИАБЕТОМ 

ЦП ИЛ Сибирского государственного медицинского универ-
ситета, Томск 

Сахарный диабет характеризуется существен-
ными нарушениями липидного обмена [10, 12, 
14]. В последние годы интенсивно изучаются из-
менения липидных и липопротеидных фракций 
крови при этом заболевании [3, 4, 16, 17]. В мень-
шей степени исследованы нарушения липидного 
обмена на органном и тканевом уровнях. Особен-
но это касается системы крови, отдельных ее 
органов и клеток [18, 19]. Как известно, многие 
клетки этой системы проявляют определенную 
чувствительность к инсулину [5, 6, 15]. Наиболее 
же выражению при сахарном диабете страдает 
функция цитотоксических Т-лимфоци тов, образу-
ющихся в тимусе [5]. Исходя из этого, в данной 
работе ставилась цель изучить состояние обмена 
нейтральных липидов в тимусе, селезенке и лим-
фоузлах у животных с экспериментальным сахар-
ным диабетом. Исследовалась также печень как 
орган, занимающий центральное место в липид-
иом обмене организма. 

М е т о д и к а . Исследования выполнены на 30 
мышах-самцах линии BALB/c (питомник «Рас-
свет», Томск) массой 18—20 г. Из них 15 мышей 
составили контрольную интактную группу, 15 — 
группу животных с подострым 3-недельным ал-
локсаиовым диабетом (концентрация глюкозы 
в крови не ниже 14 ммоль/л, определяли унифи-
цированным о-толуидиновым методом). Диабет 
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вызывали однократным подкожным введением 
4% раствора аллоксангидрата («Лахема-Хема-
пол», Чехия) в дозе 400 мг/кг. 

О состоянии синтеза липидов и отдельных их 
фракций в исследованных органах судили по 
включению меченых предшественников—1,2-3Н-
уксусной кислоты (1,3 ТБк/моль) и I-1 ^ - п а л ь м и -
тиновой кислоты (1,7 ТБк/моль) (В/О «Изотоп»), 
которые вводили внутрибрюшинно в 0,2 мл изо-
тонического раствора хлористого натрия одно-
временно за 2 ч до забоя животных. Меченый 
ацетат инъецировали в дозе 200 МБк/кг, меченый 
пальмитат — в дозе 40 МБк/кг. Мышей забивали 
путем разрушения шейного отдела позвоночника. 
Для исследований быстро извлекали печень, селе-
зенку, тимус и илеоцекальиый комплекс лимфоуз-
лов, которые промывали в холодном растворе 
Хенкса (4° С), после чего брали навески 100— 
200 мг и гомогенизировали на холоду в хлоро-
форм-метаноловой смеси (2:1) с использованием 
стеклянного гомогенизатора Поттера. Тимусы 
и лимфоузлы объединяли от 3 мышей. Общий 
липидный экстракт из гомогенатов получали по 
методу [13]. Содержание общих липидов оцени-
вали по [ \ ]. Определение уровней отдельных 
фракций липидов (свободный и эфиросвязанный 
холестерин, моио-, ди- и триацилглицериды) про-
водили методом тонкослойной хроматографии 
на пластинках «Silufol UV-254» (Чехия). Для раз-
деления использовали смесь раствори гелей геп-
тан— этиловый эфир — этиловый эфир уксусной 
кислоты в соотношении 80:20:1,5 [2]. Включение 
радиоактивных меток в общие лигшды и их ин-
дивидуальные компоненты оценивали в толуоло-
вом сцинтилляторе (РРО — 4 г, РОРОР — 0,1 г, 
толуол— 1 л) и выражали в импульсах в 1 мин на 
1 мг липидов отдельно для меченого ацетата 
и пальмитата. Радиоактивность липидных фрак-
ций, элюированных с хроматограмм хлоформ-
этиловой смесью (2:1), определяли после выпари-
вания и добавления к сухому остатку 10 мл толу-
олового сцинтиллятора [8 ]. Радиоактивность 
подготовленных проб измеряли на отечественном 
бета-анализаторе «Бета-2» в режиме одновремен-
ной регистрации 3Н и 1 4С (метод двойной радио-
изотопной метки). Эффективность регистрации 
в усеченных тритиевом и углеродном каналах 
составляла соответственно 25 и 60%. Делали по-
правку на углеродный шлейф в тритиевом канале, 
которая составляла 9% от радиоактивности 1 4С. 
Полученные данные обрабатывали методом ва-
риационной статистики с использованием крите-
рия Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
исследований показали, что у мышей линии 
BALB/c с 3-недельным аллоксановым диабетом 
абсолютное содержание липидов и их отдельных 
фракций (свободный и эфиросвязанный холесте-
рин, моно-, ди- и триацилглицериды) в ткани 
печени, селезенке и лимфоузлах существенно не 
отличалось от соответствующих значений в груп-
пе контрольных животных (см. рисунок). Данные 
литературы также свидетельствуют, что развитие 
этой формы диабета у животных не сопровожда-
ется ожирением паренхиматозных органов (в 
частности, печени) и кетозом [6, 9]. 

Вместе с тем при изучении синтеза липидов по 
включению меченых предшественников у живот-
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ных с диабетом нами были выявлены существен-
ные сдвиги по сравнению со здоровыми мышами. 
В печени скорость включения ацетата в суммар-
ные липиды у подопытных животных оказалась 
сниженной почти на 60% за счет уменьшения его 
включения в холестерин и триацилглицериды 
и несколько в меньшей степени в моно- и диацил-
глицериды (табл." 1). Известно, что синтез холе-
стерина из ацетата при аллоксановом диабете 
может увеличиваться лишь в том случае, когда 
животные находятся на очень богатой углевод-
ной диете и в печень поступает большое количе-
ство глюкозы [16]. Аналогичная зависимость 
прослежена и при использовании в качестве пред-
шественника синтеза липидов печени 1 ^ - п а л ь -
митата (табл. 2). Включение последнего в общие 
липиды печени при диабете также имело тенден-
цию к угнетению, при этом более существенно 
нарушался синтез индивидуальных липидных 
компонентов: холестерина (на 39%), эфиров холе-
стерина (на 49%), моно-, ди- и триацилглицери-
дов (в среднем на 30%). Полученные нами резуль-
таты согласуются с данными других авторов 
[14], изучавших скорость включения 1-14С-ацета-
та в липиды и фосфолипиды печени у крыс с ал-
локсановым диабетом и пришедших к подобному 
же выводу о существенном угнетении включения 
указанного предшественника в фосфолипиды, 
триацилглицериды и эфиры холестерина. Угнете-
ние включения меченых предшественников в от-
дельные липидные фракции обычно трактуется 
как проявление их низкой метаболической обнов-
ляемое™ [8, 14]. 

Такая же, как и в печени, направленность из-
менений метаболизма нейтральных липидов бы-
ла выявлена в лимфоузлах мышей с диабетом 
(см. табл. 1 и 2). 

Вместе с тем нарушения метаболизма липи-
дов в селезенке, клеточный состав которой 
в качественном отношении у мышей имеет мно-
го общего с костным мозгом, при аллоксано-
вом диабете характеризовались особенности, 
которые мы не смогли бы обнаружить, если бы 
использовали в качестве меченого предшествен-
ника один лишь ацетат. Включение последне-
го в такие липидные фракции, как свободный 
и эфиросвязанный холестерин, а также триацил-
глицериды, в указанном органе животных с диа-
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Та б л и ц а I 
Включение 3Н-ацетата (и ими/мин на I мг фракции липидов - К)3) н нейтральные липиды различных тканей мышей с аллоксановым 
диабетом 

Исследованные органы Группа 
животных 

Число 
животных 

Общие 
липиды 

Свободный 
холестерин 

Моно- и ди-
ацилглицериды Триацилглицериды Э ф и р ы холестерина 

Печень Контроль 14 74,7 + 7,5 34,8 + 4,0 14,3 + 4,0 127,4 + 8,8 25,0+1,0 
Опыт 15 32,3 + 4,8 11,2 + 0,5 9,6+1,2 46,8 + 5,7 10,2+ 1,2 

Р <0,001 <0,001 >0,05 <0,001 <0,001 
Селезенка Контроль 15 41,2 + 5,3 49,8 + 5,7 28,2 + 3,0 33,0 + 2,4 21,2 + 3,2 

Опыт 15 27,7 + 4,9 14,6+ 1,7 24,5 + 2,2 22,3 + 2,2 10,2+1,4 
Р >0,05 <0,001 >0,05 <0,001 <0,001 

Лимфоузлы Контроль 15 30,6+1,8 13,6+ 1,8 15,7 + 2,3 61,0 + 6,9 11,0 ± 1,1 Лимфоузлы 
Опыт 15 14,0+1,1 9,6+1,0 12,4 + 0,8 15,0+1,0 5,6 + 0,6 

Р <0,001 < 0 , 0 1 >0,05 <0,001 <0,001 
Тимус Контроль 15 16,8+1,0 26,3 + 2,8 18,6 + 2,5 13,6 + 2,1 7,1 +0,4 

Опыт 15 12,6+1,3 12,0 + 0,5 13,7+1,0 10,0+1,1 9,6 ± 1,1 
Р <0,05 <0,001 >0,05 >0,05 <0,05 

Та б л и ц а 2 

Включение 14 С-пальмитата (в ими/чип на I мг фракции липидов -К)3) в липиды различных тканей мышей с аллоксановым диабетом 

Исследованные органы Группа 
животных 

Число 
животных 

Общие 
липиды 

Свободный 
холестерин 

Моно- и ди-
ацилглицериды Триацилглицериды Э ф и р ы холестерина 

Печень Контроль 14 63,2+ 10,7 21,2 + 2,8 16,6 + 0,8 151,8 + 8,1 14,7+1,0 
Опыт 15 57,1+6,0 13,0 + 0,8 10,4+ 1,1 103,4+ 11,0 7,5 + 0,8 

р >0,05 <0,01 <0,001 <0,01 <0,001 
Селезенка Контроль 15 76,2+ 11,0 40,9 + 4,6 50,3 + 6,7 91,1+7,5 18,2 + 2,1 

Опыт 15 105,5 ±18,6 34,6 ±2,9 65,7 + 7,6 129,2 + 9,0 13,7+1,6 
р >0,05 >0,05 > 0,05 <0,001 >0,05 

Лимфоузлы Контроль 15 33,2 + 6,5 9,6 + 0,5 15,6 + 0,5 66,5 + 3,7 6,8 + 0,4 Лимфоузлы 
Опыт 15 13,9+1,3 3,2 + 0,4 4,0 + 0,3 33,4+1,6 1,9 + 0,1 

р <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
Тимус Контроль 15 11,5 + 0,8 2,8 + 0,1 21,5 + 3,0 12,0 + 0,1 2,5 + 0,5 

Опыт 15 7,0 + 0,4 4,3 + 0,6 7,4 + 0,5 8,3 + 0,7 1,9 + 0,4 
р <0,05 <0,05 <0,001 <0,001 >0,05 

бегом угнеталось так же, как в печени и лимфо-
узлах (см. табл. I). Однако включение 14С-паль-
митиновой кислоты при этом в большинстве слу-
чаев не нарушалось, а в отношении триацил-
глицеридов даже достоверно увеличивалось (на 
42%; см. табл. 2), что свидетельствовало об 
увеличении скорости обновления данной липид-
ной фракции в спленоцитах. Последнее может 
косвенно указывать на более интенсивное посту-
пление триацилглицеридов селезенки в плазму 
крови в составе липопротеидных комплексов. Ес-
ли это действительно так, то нарушения липид-
ного обмена в селезенке могут быть причастны 
к развитию гипертриацилглицеридемии, харак-
терной для сахарного диабета [7, 9, 10, 16]. Эта 
гипотеза, на наш взгляд, заслуживает особого 
внимания. 

Наиболее существенные нарушения метабо-
лизма липидов при аллоксановом диабете 
были выявлены нами в тимусе (см. рисунок, 
табл. I и 2), который синтезирует гумораль-
ный фактор, участвующий в регуляций липид-
ного обмена [2]. Общее содержание липидов 
в тимусе через 3 нед после развития аллоксано-
вого диабета возрастало у мышей в 5 раз за 
счет всех изученных фракций, что могло отра-
жать процесс ускоренной инволюции этого ор-
гана и частичное замещение лимфоидной ткани 
жировой. Как известно, состояние сахарного 
диабета у животных характеризуется выражен-
ной атрофией тимуса и его гипоплазией [5, 6]. 
Вместе с тем интенсивность синтеза липидов из 
меченых предшественников в тимусе в целом бы-

ла существенно подавлена. Исключение составля-
ли процессы синтеза эфиров холестерина из 3Н-
ацетата и свободного холестерина из 14С-паль-
митата, несколько усиливавшиеся у мышей с диа-
бетом. Наиболее же выраженно в этом органе 
угнеталось включение меченого ацетата в холе-
стерин, меченого пальмитата в моно-, ди- и три-
ацилглицериды. При этом не исключено, что на-
рушение синтеза холестерина из меченой уксус-
ной кислоты могло быть связано с активацией 
3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА-(ГМГ-КоА)-ре-
дук тазы, катализирующей превращение ГМ Г-
КоА в мевалоновую кислоту, являющуюся лими-
тирующим звеном в биосинтезе холестерина из 
ацетата [11]. 

Таким образом, результаты проведенного ис-
следования позволили установить, что состояние 
экспериментального сахарного диабета характе-
ризуется существенными нарушениями липидно-
го обмена не только в печени, занимающей одно 
из центральных мест в метаболизме липидов, но 
также и в других тканях организма, в частности 
в гемопоэтической. Проявления этих нарушений 
и в печени, и в гемопоэтических органах в боль-
шинстве случаев сходны и могут трактоваться 
как снижение скорости обновляем ости отдельных 
липидных фракций и всех нейтральных липидов 
в целом. Вместе с тем заслуживает внимания 
вопрос о роли органов гемопоэза (в первую оче-
редь селезенки) в патогенезе общих нарушений 
липидного обмена, свойственных сахарному диа-
бету, например в механизме развития гипертри-
ацилглицеридемии. 
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METABOLISM O F N E U T R A L LIPIDS IN HEMOPOIETIC 
O R G A N S A N D IN T H E LIVER O F MICE WITH ALLOXAN 
DIABETES 

Yu. A. Kozlov, E. V. Saprykina, A. N. Baykov, V. V. Novitsky 

Central Research Laboratory, Siberian Medical Institute, Tomsk 

The metabolism of neutral lipids (free and ester-bound choles-
tcrols, mono-, di- and triacylglycerides) was greatly impaired in 
liver, spleen, thymus tissues and ileocecal lymph nodes of BALB/c 
mice with subacute alloxan diabetes (contcnt of sugar in blood was 
no less than 14 mmol/1) as shown by 311-acetate and 1 4C-palmitatc 
incorporation into the corresponding lipid fractions. The rate of 
neutral lipid turnover was specifically decreased in all the tissues 
studied. However, a considerable accumulation of these lipid 
fractions was found in thymus tissue. Incorporation of labelled 
palmitate into triacylglyccridcs was increased in the spleen but 
without obesity of the organ. 
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СОДЕРЖАНИЕ МЕТАЛЛОТИОНЕИНОВ В ПЕ-
41 МИ, КОСТНОМ МОЗГЕ И ЛИМФОЦИТАХ 
КРЫС ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ ЭТАНОЛА 

Институт биофизики Минздрава РФ, Москва 

Металлотионеины (МТ) представляют собой 
низкомолекулярные белки, содержащие до 30% 
цистеина и способные связывать ионы тяжелых 
металлов [12]. Синтез МТ, являющихся стрессор-
пыми белками (или белками «острой фазы» [11 |), 
индуцируется после различных воздействий ток-
сической природы, что приводит к увеличению 

резистентности биологических объектов [11, 12]. 
Показано, что низкомолекулярные спирты при 
введении грызунам повышают содержание МТ 
в печени [6, 17, 18], а этанол — как в печени, так 
и в поджелудочной железе [18]. В то же время 
этиловый спирт не обладал способностью инду-
цировать синтез МТ в почках и кишечнике мышей 
[18]. Для других клеток и тканей подобные ис-
следования не проводились. Увеличение уровня 
МТ в тканях под влиянием алкоголей рассматри-
вают как адаптивный ответ, приводящий к умень-
шению токсичности этих органических веществ 
[6, 17, 18]. Так, нами показано, что экзогенный 
ципк-МТ при введении мышам снижает острую 
токсичность этанола [3]. Повышенный уровень 
МТ в печени после алкогольного отравления обу-
словливает увеличение резистентности крыс к ио-
нам Cd 2 + [13]. Поскольку данные об индукции 
этанолом синтеза МТ в тканях не отличаются 
полнотой (исследованы только пищеварительные 
органы и почки, причем не всегда отмечено из-
менение содержания МТ [6, 17, 18]), представ-
ляло интерес выяснить, обладают ли подобным 
адаптивным ответом к действию этилового спир-
та клетки, определяющие иммунную реактив-

ность организма. В представленной работе пока-
зано, что этанол вызывает увеличение уровня МТ 
не только в печени, но и в костном мозге и лим-
фоцитах крыс. 

М е т о д и к а . Использовали беспородных бе-
лых крыс массой 300—350 г. Этанол (32% ректи-
фикат в физиологическом растворе) вводили 
внутрибрюшинно. Контрольным крысам инъеци-
ровали соответствующий объем физиологическо-
го раствора. Острую токсичность этанола опреде-
ляли по Керберу [2]. Через 1 сут после алкоголь-
ного отравления животных забивали под 
эфирным наркозом. Лимфоциты получали из ге-
парипизированиой крови с помощью центрифу-
гирования в градиенте фиколл-верографипа [ I |. 
Получение костного мозга грызунов и подсчет 
в суспеизии числа ядросодержащих клеток описа-
ны нами ранее [4]. Содержание МТ в печени 
определяли кадмий-гемоглобиновым методом 
строго по методике [7] [использовали отечест-
венный 1 0 9 Cd 2 + («Изотоп») с удельной радиоак-
тивностью 92 ГБк/мг и гемоглобин лошади фир-
мы «Sigma» (США)]. В костном мозге и лим-
фоцитах МТ определяли по модифицированному 
нами методу [4], позволившему увеличить чувст-
вительность оригинальной методики [7]. Под-
счет радиоактивности осуществляли на счетчике 
«G-track» (Нидерланды). Содержание МТ (на 1 г 
печени или на 107 ядросодержащих клеток кост-
ного мозга или лимфоцитов) рассчитывали по 
формуле, приведенной в работе [7], исходя из 
способности этих белков связывать до 6 г-атом 
C d 2 + на 1 моль [7, И, 12]. 

На каждую экспериментальную точку приходи-
лось по 3—4 крысы. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . ЕД5 0 этано-
ла при внутрибрюшиниом введении крысам со-
ставила 4,2 г/кг. Содержание МТ в печени, кост-
ном мозге и лимфоцитах контрольных крыс было 
равно 6,3 ± 1,4 мкг/г, 98 ± 2 6 и 18,6±5,5 иг/107 

клеток соответственно. По данным литературы, 
в печени интактных грызунов содержится от 
6,5 мкг/г [14] до 28 [19] мкг/г МТ. Для кост-
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40 Г 

Содержание МТ в печени (а), костном мозге (б) и лимфоцитах f t f j крыс после введения 
этанола. 
П о оси а б с ц и с с — д о з а этанола , г/кг; по оси о р д и н а т — с т е п е н ь изменения уровня М Т по сравнению с кон тролем. 

ного мозга сведении нет, за исключением на-
шей работы [4], в которой показано, что уровень 
МТ у мышей составляет 126+15 нг/1()7 ядросо-
держащих клеток. Количество МТ в лимфоцитах 
определено только для клеток человека (20— 
30 иг/107 клеток) [9]. Таким образом, получен-
ные нами значения близки к описанным в литера-
туре. 

Ранее продемонстрировано, что после введения 
грызунам этанола уровень МТ в печени увеличи-
вается начиная с 4 ч после интоксикации, достига-
ет максимума через 24 ч и снижается до нормы 
спустя 2 сут после воздействия [18], поэтому на-
ми был выбран срок 24 ч после алкогольного 
отравления. На рисунке представлены результа-
ты определения содержания МТ в печени, кост-
ном мозге и лимфоцитах крыс в условиях введе-
ния этанола. Видно, что спирт значительно повы-
шает количество МТ в печени, причем 
наблюдается прямо пропорциональная зависи-
мость от дозы алкоголя (см. рисунок, а). В кост-
ном мозге и лимфоцитах увеличение показателя 
выражено в значительно меньшей степени; при 
этом вплоть до дозы этанола, равной 2 г/кг, по-
вышение относительно невелико, значительно 
возрастает при больших дозах и практически до-
стигает насыщения после инъекции 3—5 г/кг ал-
коголя (см. рисунок, б, в). Показано, что после 
внутрижелудочного введения этанола в дозах до 
3 г/кг уровень МТ в печени не увеличивается, 
а при дозе 5 г/кг отмечено 19-кратное его повы-
шение [18]. В другой работе внутрибрюшинная 
инъекция крысам этанола (1,28 г/кг) вызывает 8-
кратное увеличение содержания МТ в печени 
[17]. По нашим данным (см. рисунок, а), внутри-
брюшинное введение этанола в дозе I г/кг вызы-
вает 5,5-кратное, а 5 г/кг — 30-кратное повыше-
ние уровня МТ в печени. Возможно, большая 
степень индукции и линейная зависимость содер-
жания МТ от дозы алкоголя, полученные нами 
и не обнаруженные в работе [18], связаны как 
с видом животных (крысы), так и со способом 
инъекции (вну'1 рибрюшинный, а не виутрижелу-
дочный). 

Хотя механизм увеличения уровня МТ в тканях 
при введении спиртов не выяснен до конца, об-
наружено, что подобные изменения в печени яв-
ляются следствием синтеза этих белков de novo. 

Ингибитор белкового синтеза — актиномиции D, 
введенный перед этанолом, предотвращал после-
дующее повышение содержания МТ [18], а изо-
пропанол (самый сильный индуктор синтеза МТ 
из низкомолекулярных спиртов [6]) увеличивал 
количество МТ мРНК в печени [17]. Можно 
предположить, что повышение уровня МТ в кост-
ном мозге и лимфоцитах также связано с их 
синтезом de novo, поскольку есть данные, что 
в ранние сроки после токсических воздействий 
эти белки не могут транспортироваться от одно-
го органа к другому [16]. В то же время показано, 
что увеличение количества МТ в печени и почках 
приводит к некоторому повышению их уровня 
в плазме крови и моче [15]. Поэтому нельзя 
полностью исключить возможности транспорти-
ровки МТ из печени через кровь в клетки кост-
ного мозга и лимфоциты. Однако в условиях 
алкогольного отравления (5 г/кг) отсутствовали 
изменения количества МТ в почках и кишечнике 
и отмечено только слабое (в 1,7 раза) повышение 
содержания МТ в иоджелудочиой железе [18]. 
Способность костного мозга отвечать индукцией 
синтеза МТ на токсические воздействия продемо-
нстрирована нами в опытах на мышах [4]. Ак-
тиномицин D, введенный животным перед CdCl, 
предотвращал синтез МТ в этом органе, индуци-
рованный тяжелым металлом [4]. Сходные дан-
ные получены другими факторами на лимфоци-
тах человека [9]. 

Механизм индукции синтеза МТ спиртами не-
ясен. Такая индукция не обусловлена метаболи-
том этанола ацетальдегидом, поскольку инъек-
ция мышам пиразола (ингибитора алкогольдеги-
дрогеназы) не подавляла синтез МТ в печени 
[18]. При инкубировании гепатоцитов крысы 
в течение 24 ч с этанолом не отмечено увеличения 
содержания МТ [6]. Таким образом, эффект спир-
тов реализуется, по-видимому, на уровне органи-
зма. Синтез МТ в тканях вряд ли обусловлен 
только увеличением концентрации спирта в кро-
ви. Эффект не связан также с выбросом катехола-
минов, так как блокатор адреиергических рецеп-
торов не устраняет повышение алкоголем уровня 
МТ в печени [6], а адреналэктомия не предот-
вращает индукцию синтеза МТ изопропаиолом 
[17]. Предполагают, что механизм влияния спир-
тов на синтез МТ объясняется гомеостазом цинка 
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и глюкокортикоидов [6, 17]. Известно, что ал-
когольное отравление приводит к мобилизации 
цинка из тканей, поступлению его в кровь и нако-
плению в печени [5, 6, 17]. Отмечено увеличение 
уровня коргикостерона в плазме мышей после 
введения этанола, однако кортикостерон, инъеци-
рованный животным, был менее сильным индук-
тором синтеза МТ по сравнению с алкоголем [6]. 
По-видимому, наиболее вероятная причина уве-
личения содержания МТ в тканях после алкоголь-
ного отравления — мобилизация цинка. Действи-
тельно, МТ, синтезированный в печени в услови-
ях этанольной интоксикации, является цинк-МТ 
[18]. Поскольку цинк после введения спирта, по-
ступая из различных тканей, накапливается в пе-
чени [5], то в этом органе и наблюдается мак-
симальная степень индукции синтеза МТ (см. ри-
сунок). Возможно, что некоторое накопление 
цинка, поступающего из крови, наблюдается 
и в костном мозге, и в лимфоцитах, что повыша-
ет в них уровень МТ. 

Биологическое значение увеличения содержа-
ния МТ в тканях заключается, по-видимому, 
в снижении токсичности как самого спирта, так 
и его метаболита ацетальдегида. Известно, что 
вещества, содержащие гиоловые группы, при вве-
дении грызунам снижают острую токсичность 
этанола [8, 10]. Нами показано, что таким же 
свойством обладает и очищенный препарат цинк-
МТ [3]. Эффект тиоловых агентов связан с их 
способностью образовывать соединения с ацета-
льдегидом, что снижает токсичность последнего, 
усиливает его выведение и ускоряет метаболизм 
этанола [8, 10]. 
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C O N T E N T O F M ETA L LOT HI ON EIN S IN T H E LIVER, 
BONE M A R R O W A N D LYMPHOCYTES O F ETHANOL-
T R E A T E D RATS 

A. N. Koterov 

Institute of Biophysics, Ministry of Health of the Russian Feder-
ation, Moscow 

The levels of mctallothioneins in the rat liver, bone marrow and 
lymphocytes were shown to be increased 24 hours after in-
traperitoneal administration of ethanol in doses of 1 to 5 mg/kg. 
There was a linear dependence of the hepatic levels of mctallothio-
neins upon the dose of alcohol. The increase in the levels of 
mctallothioneins was less pronounced in the bone marrow and 
lymphocytes than in the liver. The effect detected is likely to be 
associated with the redistribution of zinc during alcoholic intoxica-
tion. It is suggested that the increase in the pool of mctal-
lothioneins in the bone marrow and lymphocytes is an essential 
stage for protecting the cells that determine the body's immunity in 
intoxication. 
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Т. В. Скобелева 

МЕТАБОЛИЗМ ОСНОВНОГО ВЕЩЕСТВА 
СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ НА РАЗЛИЧ-
НЫХ СТАДИЯХ РАЗВИТИЯ ЭКСПЕРИМЕН-
ТАЛЬНОГО ЦИРРОЗА ПЕЧЕНИ 

Центральный НИИ гастроэнтерологии, Москва 

Одним из основных механизмов изменения об-
мена основного вещества соединительной ткани 
(СТ) при патологических состояниях, сопровож-
дающихся развитием фиброза, служит изменение 
уровня гликозаминогликангидролаз (ГАГ-гидро-
лаз), обеспечивающих последовательный распад 
молекулы гликозаминогликанов (ГАГ). В избы-
точном новообразовании СТ важная роль отво-
дится как увеличению активности данных катабо-
лических ферментов, так и ее снижению [17, 18, 
22—24). Исследование системы ГАГ—ГАГ-гид-
ролазы на последовательных стадиях становле-
ния и формирования экспериментального цирро-
за печени позволяет уточнить механизм новооб-
разования СТ при данном патологическом 
процессе. 

М е т о д и к а . В течение нескольких лет иссле-
дования проводили на 400 половозрелых крысах-
самцах линии Вистар в одно и то же время го-
д а — с мая по октябрь. Цирроз печени воспро-
изводили подкожным введением СС14 в оливко-
вом масле (1:1) в дозе 0,1 мл смеси на 100 г 
массы тела экспериментальных животных дваж-
ды в неделю в течение 3 мед, 2, 4 и 6 мес, 
что позволяло соответственно получать модель 
умеренного перипортального фиброза, формиру-
ющегося цирроза, сформированного компенсиро-
ванного и декомпенсированного цирроза [27]. 
При работе с крысами не применяли механичес-
кие зажимы типа карцангов. В качестве контроля 
для каждой группы использовали интактных жи-
вотных из той же партии. Крыс забивали вскры-
тием сердца под гексеналовым наркозом. Кровь 
получали из сердца ex temporae, печень перфу-
зировали ледяным 0,25 М раствором сахарозы, 
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Рис. I. Содержание ГК (в мкг%) в ткани печени и сыворотке 
крови в динамике формирования токсического цирроза печени 
у крыс. 
Здесь и ма рис. 2 и 3: по оси абсцисс — срок исследования; но оси ординат — 
показатели, % к интактному контролю этой же возрастной группы, принятому за 
0.1 — ГК в ткани печени; 2—ГК в сыворотке крови. 

гомогенизировали при 1000 об/мин. Исходный 
10% гомогенат готовили на 0,25 М растворе са-
харозы с содержанием 0,001 М натриевой соли 
ЭДТА рН 7,4. Для определения общей фермент-
ной активности гомогенат разводили до требу-
емой концентрации и обрабатывали 0,2% раство-
ром тритона Х-100 [2]. 

Для оценки обмена СТ использовали определе-
ние уровня гексуроновых кислот (ГК) в ткани 
печени [12] и в сыворотке крови [13, 15], а также 
изменение активности 3 ГАГ-гидролаз: гиалуро-
нидазы (гиалуронатгликангидролазы) [1, 14], (3-
глюкуропидазы [16, 19] и P-N-ацетилглюкозами-
нидазы [28] в сыворотке крови, и изменение об-
щей активности этих ферментов в гомогенате 
ткани печени [2]. В общем гомогенате ткани пече-
ни определяли содержание белка [20]. Результа-
ты обработаны статистически с применением 
критерия Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Введение 
СС14 по указанной схеме позволяло получать ток-
сический цирроз у экспериментальных животных 
[7, 8]. Нами были изучены 4 стадии развития 
поражения: хронического гепатита, формирую-
щегося цирроза, сформированного цирроза и ста-
дия декомпенсированного цирроза печени [9 |. 

Для определения метаболизма основного веще-
ства СТ печени изучали систему ГАГ—ГАГ-гид-
ролазы в ткани печени и сыворотке крови у крыс 
на всех стадиях формирования и развития экспе-

риментального цирроза. Полученные результаты 
исследования как в ткани печени, так и в сыворот-
ке крови показали неоднозначность механизмов 
новообразования основного вещества СТ на раз-
личных стадиях становления и прогрессироваиия 
хронического поражения печени. На начальной 
стадии развития поражения увеличение синтеза 
основного вещества было обусловлено стимули-
рованием процесса новообразования продуктами 
деструкции в ответ на повреждение клеток гепа-
токсином. При этом наряду с повышенным уров-
нем ГАГ в ткани печени отмечалась и увеличен-
ная активность ГАГ-гидролаз в ткани печени 
и в сыворотке крови. Увеличение уровня ГАГ-
гидролаз в этот период в сыворотке крови приво-
дило к снижению содержания ГАГ в сыворотке 
крови ниже нормы (рис. 1.). 

Для стадий формирующегося и сформирован-
ного цирроза был главным образом характерен 
процесс активного новообразования основного 
вещества вследствие увеличения активности мезе-
нхимальных клеток как в ткани печени, так 
и в сыворотке крови на фоне резкого снижения 
катаболической активности ГАГ-гидролаз в тка-
ни печени (рис. 2, а). При этом в сыворотке крови 
динамика данных ферментов в это время не была 
такой однозначной (рис. 2, 6). 

Таким образом, избыточный синтез и накоп-
ление СТ при формировании и развитии хро-
нического поражения печени наблюдаются при 
сниженной активности ГАГ-гидролаз на фоне 
недостаточного резорбтивного действия ката-
болических ферментов. По-видимому, данный па-
тологический процесс может быть остановлен 
или замедлен стимуляцией активности гиалуро-
нидазы — фермента, начинающего распад моле-
кулы ГАГ. Это предположение подтверждается 
работой [4], в которой при затяжном течении 
вирусного гепатита у больных с нормальной 
или сниженной активностью сывороточной гиа-
луронидазы проведен курс лечения лидазой — 
отечественным препаратом гиалуронидазного 
действия. Следует отметить, что практически 
у всех больных в данной группе наступило клини-
ческое выздоровление со стойкой нормализацией 
содержания билирубина в крови, восстановлени-
ем работоспособности, нормализацией размеров 
печени, ее консистенции. Активность гиалурони-
дазы сыворо тки крови у всех обследованных бы-
ла нормальной как сразу после лечения, так и че-
рез год. 

Таким же закономерным и постоянным, как 
значительное увеличение содержания ГК в ткани 
печени и сыворотке крови, при формировании 

°/о % 

Рис. 2. Активность ГАГ-гидролаз в ткани печени (а) и сыво-
ротке крови (б) в динамике формирования токсического цир-
роза печени у крыс. 
/ — гиалуропидаза (в мкМ па I г ткани за 18 ч — а; в мкМ па I мл за 18 ч — б); 
2—(З-глюкуронидаза (в мкМ на 1 г ткани за 1 мин — а\ в мкМ на I мл за 
I мин — 0)\ 3— P-N-ацетилглюкозаминидаза (в мкМ на I г ткани за I мин — а\ 
в мкМ па I мл за I м и н — 0 ) . 
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Рис. 3. Содержание ГК в ткани печени в динамике 
формирования токсического цирроза у крыс в 2 экспе-
риментах. 
Темный столбик — исходный уровень; з аштрихованные столбики — кои-
тольная группа; белые с т о л и к и — о п ы т н а я группа (введение (СС14) . Один 
к р е с т и к — / 7 ^ 0 , 0 3 , д в а — p t . 0,01 по сравнению с контрольной группой 
животных. 
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цирроза и в стадии компенсированного цирроза 
в наших исследованиях было и значительное сни-
жение уровня ГК в конечной стадии, при деком-
пенсации. Одной из причин резкого снижения со-
держания ГАГ в ткани печени в этот период, 
вероятно, являлось значительное увеличение в пе-
чени количества зрелого коллагена, полученное 
на той же модели формирования СС14-цирроза 
[3]. Интенсивный синтез и накопление коллагена 
начинались на последнем этапе стадии компен-
сированного цирроза, а максимальных значений 
(более 400% относительно контроля) достигали 
в стадии сформированного декомпенсированного 
цирроза. Таким образом, интенсивный синтез ос-
новного вещества предшествовал синтезу колла-
гена, а максимальный уровень ГАГ, вероятно, 
служил одним из факторов, индуцирующих со-
зревание коллагеновых волокон. 

Из литературы известно, что по мере созрева-
ния и все более компактного расположения кол-
лагеновых фибрилл и волокон количество 
хлопьевидного материала и микрофибрилл, со-
стоящих в основном из гликопротеидов и проте-
огликанов, значительно уменьшается [6, 21 ]. 
Уменьшение количества хлопьевидного материа-
ла по мере созревания ткани, очевидно, связано 
с частичным разрушением протеогликанов 
и включением оставшихся протеогликанов в со-
став волокон [6, 10, 11, 21]. 

Кроме того, при анализе динамики содержания 
ГАГ в ткани печени при воздействии СС14 было 
установлено, что направленность изменений 
большей частью совпадала с динамикой данного 
показателя у нормальных животных, хотя уро-
вень ГК при экспериментальном циррозе статис-
тически достоверно был выше (рис. 3). Снижению 
содержания ГК в конце опыта в норме во всех 
опытах соответствовало снижение этого показа-
теля в финальной стадии поражения СС14 у крыс. 
Исходя из полученных результатов, можно пред-
положить, что функциональная активность СТ 
в норме могла влиять на сроки формирования, 
а возможно, и течение патологического процесса. 

Как говорилось выше, изменение содержания 
ГАГ-гидролаз в ткани печени было волнообраз-
ным: повышение в ранние сроки становления 
и развития хронического поражения печени, сни-
жение в стадии формирования компенсированно-
го цирроза сначала до нормы, а затем и ниже. 
Максимальное снижение ферментной активности, 

по-видимому, можно считать началом стадии де-
компенсированного цирроза. Часть животных 
к этому сроку исследования (4 мес) погибали. 
Далее, к финальному сроку исследования (стадия 
декомпенсированного цирроза) часто отмечалось 
повторное увеличение активности ГАГ-гидролаз 
в ткани печени. В сыворотке крови для данных 
ферментов повторного увеличения активности на 
конечном сроке исследования не наблюдалось. 
Следует отметить, что хотя синтез гиалуронида-
зы происходит в паренхиме печени, а двух других 
ГАГ-гидролаз — в клетках СТ [25, 26], изменение 
их активности в процессе формирования экспери-
ментального цирроза имело однонаправленный 
характер. При этом изменение активности других 
ферментов паренхимы, отражающих функцио-
нальную активность некоторых субклеточных 
структур гепатоцита (митохондрий, эндоплазма-
тической сети, цитозоля, плазматических мемб-
ран), в сыворотке крови и ткани печени в целом 
имело ту же направленность, что и ферментов — 
маркеров лизосом — ГАГ-гидролаз [7—9]. По-
добная синхронность функциональной активно-
сти различных органелл клеток паренхимы и СТ 
наводит на мысль об общих метаболических из-
менениях при гепатотоксических воздействиях. 

Вероятно, в данном случае мы наблюдали те же 
закономерности, которые послужили основой для 
создания теории об общем адаптационном синдро-
ме [5]. В ряде работ Г. Селье доказал, что ответы 
организма на стрессорное воздействие проявляют-
ся довольно стереотипной стандартной реакцией, 
проходящей в своем развитии три различные фазы: 
реакцию тревоги, стадию резистентности и стадию 
истощения. Динамика ГАГ-гидролаз в сыворотке 
крови четко отражает развитие данного адаптаци-
онно-компенсаторного процесса, т. е. повышение 
активности в начальные сроки эксперимента, опре-
деленная стабилизация в середине опыта и сниже-
ние активности всех 3 ГАГ-гидролаз в финальной 
стадии эксперимента. Однако в ткани печени как 
для данных ферментов — маркеров лизосом, так 
и для ферментов — маркеров других субклеточных 
структур клеток печени [7—9] минимальный уро-
вень ферментной активности приходился не на 6-
месячный, а на 4-месячный срок исследования, что 
позволяет сделать вывод о снижении к этому вре-
мени защитно-адаптационных функций печени, ког-
да стадия компенсированного цирроза переходит 
в стадию декомпенсации. 

3 19 



Таким образом, данные наших исследований 
по динамике ряда ферментов — маркеров субкле-
точных структур клеток печени, как соедини-
тельнотканных, так и паренхимы, при форми-
ровании токсического хронического поражения 
подтверждают концепцию о стереотипности ме-
таболических сдвигов как выражении одного из 
звеньев адаптационно-компенсаторных процес-
сов. Эта неспецифическая защитно-адаптацион-
ная реакция организма, в которую вовлекаются 
клетки печени, оказывает прямое влияние на фор-
мирование диффузного хронического поражения 
печени, в частности на избыточный рост СТ. 
В свою очередь избыточный рост СТ влечет 
за собой ухудшение жизнедеятельности клеток 
печени и дальнейшее снижение ее защитно-адап-
тационных функций и соответственно организма 
в целом. 
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METABOLISM O F T H E C O N N E C T I V E TISSUE MATRIX 
D U R I N G VARIOUS STEPS O F E X P E R I M E N T A L C I R R H O -
SIS D E V E L O P M E N T IN LIVER TISSUE 

Т. V. Sk о be lev a 

Central Institute of Gastroenterology, Moscow 

A system of GAG-hydrolase was studied in liver tissue and 
blood plasma during development of CCl4-produced cirrhosis of 
liver tissue in series of experiments involving 400 adult rat males. 
Dissimilar pathways of the matrix formation, related to dynamics 
of the GAG-hydrolases activity, were detected within various steps 
of the chronic CCL4-produccd liver tissue impairments in these 
rats. Alterations in the enzymatic activity were stable and regular 
in each series of the experiment and correlated with dynamics of 
the adaptation-compensatory responses. 
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ИЗМЕНЕНИЯ ФОСФОЛИПИДОВ СЕРОГО 
И БЕЛОГО ВЕЩЕСТВА ГОЛОВНОГО МОЗГА 
КРЫС В ДИНАМИКЕ ПОСМЕРТНОГО 
АУТОЛИЗА 

Тверской государственный университет 

Несмотря на все увеличивающийся интерес 
к проблемам биохимических изменений в здоро-
вом, больном и умирающем мозгу, многие из них 
остаются пока не выясненными. Недостаточно 
разработаны теоретические, а также методологи-
ческие аспекты аутолиза и смерти мозга. Вместе 
с тем этот вопрос имеет не только фундаменталь-
ное, но и важное прикладное значение в связи 
с решением ряда проблем танатогенеза, в том 
числе смерти и пересадки мозга, в судебной меди-
цине [7, 10, 11]. 

Большой интерес вызывает изучение в ауто-
лизирующемся мозгу превращений эндогенных 
фосфолипидов, поскольку фосфолипиды цент-
ральной нервной системы не только являются 
важнейшими структурными компонентами ней-
рональных мембран, но и несут существенную 
функциональную нагрузку, участвуя в проведении 
нервного импульса, регуляции активности мно-
гих ферментов, механизмах формирования памя-
ти и др. [1,8, 12, 13J. До сих пор имеется крайне 
мало сведений о характере аучоли гической дегра-
дации фосфолипидов мозга. В ряде работ по ис-
следованию липидного состава мозговой ткани 
на ранних стадиях ишемии, в ходе клинической 
смерти и при гипоксических состояниях отмеча-
лась значительная лабильность фосфолинидного 
компонента, что сопровождалось главным обра-
зом уменьшением количества суммарных фосфо-
липидов и изменением их жирнокислотного со-
става [6, 7, 14, 15, 17, 18]. 

Следует отметить, что в этих и других работах 
были использованы различные эксперименталь-
ные модели и исследования проводились глав-
ным образом на уровне целого мозга или на 
отдельных его структурах. 

В связи с этим, на наш взгляд, представляет 
определенный теоретический и практический ин-
терес сравнительное изучение изменений фосфо-
липидов серого и белого вещества головного моз-
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Рис. I. Изменения содержания общих фосфолипидов в ткани 
серого (1) и белого (2) вещества головного мозга крыс при 
аутолизе. 
По оси а б с ц и с с — с р о к инкубации ( 6 — 7 мин, I, 4, 24 ч); по оси о р д и н а т — с о д е р ж а -
ние общих фосфолипидов, м г % . Здесь и па рис. 2: одна з в е з д о ч к а — р < 0 , 0 5 , 
д в е — р < 0 , 0 1 относительно контроля (0 ч). 

га как в ранние сроки посмертного аутолиза, 
близкие к периоду клинической смерти (6— 
7 мин, 1 ч), так и на более поздних этапах (4, 
24 ч), когда можно ожидать значительных биохи-
мических изменений в мозговой ткани. 

М е т о д и к а . Эксперименты проводили на без-
линейных белых крысах-самцах массой 170— 
250 г, содержащихся на стандартном рационе. 
Крыс декапитировали под эфирным рауш-нарко-
зом и быстро (в течение 20—35 с) извлекали мозг. 

Остальные процедуры по выделению образцов 
серого и белого вещества и их последующее ис-
следование в динамике аутолиза проводились, 
как описано ранее [2]. Выделенные образцы го-

40 г 

могенизировали в смеси хлороформ — метанол 
(2: 1 по объему). Экстракцию липидов проводили 
в течение 1,5 ч с последующим отмыванием экс-
трактов от нелипидных примесей по Фолчу [16]. 
Количественное определение фосфолипидов, их 
фракционирование с использованием микротон-
кослойной хроматографии на силикагеле и после-
дующий количественный анализ отдельных фос-
фолипидных фракций проводили по методикам, 
описанным ранее [3, 4]. Результаты эксперимен-
тов обрабатывали статистически с использовани-
ем критерия Стьюдента [9]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . На рис. 1 
приведены данные по изменению содержания об-
щих фосфолипидов в ткани серого и белого веще-
ства головного мозга крыс в ходе аутолиза. В се-
ром веществе количество общих фосфолипидов 
достоверно снижалось к 1 ч инкубации до 65% от 
исходных величин и оставалось практически на 
том же уровне при последующей инкубации в те-
чение суток. В белом веществе отмечалось воз-
растание количества суммарных фосфолипидов 
лишь к 1 ч аутолиза. В остальные сроки сущест-
венных изменений не наблюдалось. 

Результаты исследований фосфолипидпого со-
става ткани серого и белого вещества головного 
мозга крыс при аутолизе представлены на рис. 2. 
Как видно, через 6—7 мин после декапитации 
в сером веществе количество фосфатидилхолинов 
(ФХ) снижалось до 67%, количество фосфатиди-
лэтаноламинов (ФЭА) — до 80% от исходных 
значений, параллельно увеличивалось содержа-
ние глицерофосфатов (ГЛФ) и лизофосфолипидов 
(ЛФЛ). Содержание остальных фракций фосфо-
липидов практически не изменялось. 

Через 1 ч инкубации содержание ФХ продол-
жало снижаться, составив менее 50% от ис-
ходного. Вместе с тем количество ФЭА возросло, 
превысив на 23% исходные величины. Отме-
чалась тенденция к увеличению концентрации 

ж 

б 

0 6-7 1 4 24 О 6-7 7 4 24 О 6-7 1 4 24 О 6-7 7 4 24 О 6-7 7 4 24 О 6-7 7 4 24 О 6~7 7 4 24 
ГЛФ ЛФЛ ФС+СФМ ФХ ФЭЯ ФИ +ПГФ ФИ 

Рис. 2. Изменения соотношения отдельных фракций фосфолипидов в ткани серого (а) и белого (б) 
вещества головного мозга крыс в динамике аутолиза. 
П о осям а б с ц и с с — ф р а к ц и и фосфолипидов , сроки инкубации ( 6 — 7 мин, I, 4, 24 ч); по осям о р д и н а т — % от с у м м ы фракций. 
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фосфатидилсеринов (ФС) + сфингомиелинов 
(СФМ), более чем в 2 раза возросла доля фос-
фатидных кислот (ФК)+полиглицерофосфатидов 
(ПГФ), а уровень ГЛФ и ЛФЛ приближался 
к исходным величинам. 

К 4 ч в переживающей ткани мозга относитель-
ное содержание ФХ вновь возрастало до исход-
ных значений, тогда как концентрация ФЭА сни-
зилась на 30% от исходной. Содержание ЛФЛ 
и ФК + ПГФ оставалось практически таким же, 
как и к 1 ч аутолиза. Доля ГЛФ возрастала более 
чем в 2 раза относительно исходных значений, 
также нарастала концентрация ФС + СФМ. 

Через 24 ч в аутолизирующемся сером вещест-
ве головного мозга крыс наблюдалось увеличе-
ние содержания Ф С + С Ф М до 26% суммы фрак-
ций. Концентрация ФЭА продолжала резко сни-
жаться, также снижалось более чем в 2 раза 
содержание фосфатидилинозитов (ФИ). Наряду 
с этим отмечено значительное возрастание коли-
чества продуктов распада фосфолипидов — ГЛФ 
и ЛФЛ, но в разной степени. 

Как показано на рис. 2, б, через 6—7 мин после 
декапитации в ткани белого вещества головного 
мозга крыс происходило уменьшение до 70% от 
исходных значений относительного содержания 
ФХ. К 1 ч инкубации концентрация ФХ, ФЭА 
и ФС + СФМ была близка к исходным данным, 
содержание ГЛФ и ЛФЛ достоверно снижалось 
в 2 раза и более. Через 4 ч аутолиза наблюдалось 
уменьшение количества ФХ, ФЭА и существенное 
возрастание концентрации ГЛФ и, особенно, 
ЛФЛ, ФК + ПГФ и ФИ. 

Инкубация белого вещества мозга в течение 
суток сопровождалась дальнейшим прогрессив-
ным снижением уровня ФХ до 15% и ФС + СФМ 
до 9% от суммы фракций. Уровень ФЭА был на 
25% ниже исходных значений. Количество ГЛФ 
достоверно снизилось, а доля ЛФЛ, ФК + Г1ГФ 
и ФИ продолжала нарастать. 

Таким образом, из представленных данных сле-
дует, что фосфолипидные профили изученных 
тканей серого и белого вещества в динамике по-
смертного аутолиза существенно различаются. 

Несмотря на отличия в аутолитических пере-
стройках фракционного состава, сравнительный 
анализ показывает, что наибольшим изменениям 
в сером и белом веществе головного мозга под-
вержены фракции ФХ, ФЭА, ГЛФ, ЛФЛ и частич-
но ФС + СФМ и ФК + ПГФ. Причем большин-
ство из этих фракций (особенно ФХ и ФЭА) меня-
ется в колебательном режиме в зависимости от 
сроков аутолиза. 

В сером веществе мозга в отличие от белого 
уже в ранние сроки (6—7 мин) наблюдаются зна-
чительные изменения в составе фосфолипидиого 
компонента, сопровождающиеся снижением со-
держания основных фракций (ФХ, ФЭА) и увели-
чением продуктов распада фосфолипидов (ГЛФ 
и ЛФЛ), тогда как в белом веществе продукты 
гидролиза фосфолипидов накапливаются только 
к более поздним срокам (4 и 24 ч). Это характер-
но также и для ФК + Г1ГФ. Очевидно, основной 
причиной отмеченных изменений является повы-
шение активности соответствующих эндогенных 
фосфолипаз, причем в сером веществе, как уже 
было указано, эти процессы протекают наиболее 
интенсивно на ранних (6—7 мин) и на значитель-

но более поздних (24 ч) сроках аутолиза, а в бе-
лом веществе начало активации фосфолипаз про-
исходит только к 4 ч аутолиза. 

Возрастание содержания ФХ в мозговой ткани 
к 4 и 24 ч инкубации в сером и к I ч в белом 
веществе после предшествующего его снижения 
может быть связано с возможной трансформа-
цией ФХ+-*ФЭА [4, 5 ]. При этом не отмечается 
накопления продуктов гидролиза (ЛФЛ и ГЛФ). 
Увеличение содержания ФС + СФМ в сером веще-
стве головного мозга крыс к 4 и 24 ч ауто-
лиза происходит, вероятно, в результате образо-
вания реципрокной пары ФС<->ФЭА, поскольку 
количество ФС часто меняется обратно пропорци-
онально содержанию ФЭА [5]. Резкое повышение 
относительной концентрации ФК + ПГФ, особен-
но в белом веществе на поздних этапах, сопровож-
дающееся снижением доли ФХ, может объяснять-
ся возрастанием активности в динамике аутолиза 
фосфолипазы D, участие которой в распаде фос-
фолипидов обнаружено в тканях мозга [12]. 

Сопоставляя данные по изменению содержания 
ФК + ПГФ и ГЛФ, можно предположить, что воз-
можными причинами таких превращений служит 
не только гидролитический распад фосфолипи-
дов, но и другие реакции, в частности ацитилиро-
вание ГЛФ с образованием ФК и далее ПГФ. 
Возрастание содержания ГЛФ может быть также 
связано с образованием их из 3-фосфоглицерино-
вого альдегида в результате усиления гликолиги-
ческих процессов в ходе посмертного аутолиза 
(особенно в первые 6—7 мин) в сером веществе 
головного мозга крыс [8]. 

Полученные результаты позволяют предло-
жить следующие схемы возможных взаимопрев-
ращений отдельных фосфолипидных компонен-
тов головного мозга крыс в зависимости от сро-
ков посмертного аутолиза (рис. 3). 

1а 16 

Па пб 

Рис. 3. Возможные метаболические взаимоотношения фосфо-
липидов серого и белого вещества головного мозга крыс 
в динамике посмертного аутолиза. 
/а—серое вещество, ранние сроки; /б— белое вещество, ранние сроки; На— серое 
вещество, поздние сроки; Нб— белое вещество, поздние сроки. На стрелках: 6—7, 
1, 4, 24 — срок аутолиза ( 6 — 7 мин, I ч — ранние сроки, 4, 24 ч — поздние сроки). 
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Таким образом, анализ представленных экспе-
риментальных данных свидетельствует о том, что 
фосфолипиды серого и белого вещества головно-
го мозга крыс в ходе посмертного аутолиза пре-
терпевают ряд значительных и неоднотипных из-
менений, существенно зависящих от сроков ауто-
лиза и основанных не только на гидролазных, но 
и на трансферазных, а также иных реакциях био-
траисформации липидов, включая повторное (ре-
циклическое) использование некоторых молеку-
лярных компонентов (свободные жирные кисло-
ты и др.). При этом в динамике посмертного 
аутолиза наблюдается не только параллельное 
участие данных механизмов в деградации эндо-
генных липидов, но и своего рода переключение 
одного типа реакции на другой, которое особенно 
проявляется к I и 4 ч аутолиза как в сером, так 
и белом веществе/ головного мозга. 

Наличие такого сложного комплекса биохими-
ческих механизмов, возможно, является одной из 
причин неоднотипных и разновременных наруше-
ний отдельных структур мозга при его гибели. 
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ALTERATIONS IN PHOSPHOLIPIDS O F RAT BRAIN 
G R E Y A N D WHITE SUBSTANCES D U R I N G 
POSTMORTAL AUTOLYSIS 

G. A. Gribanov, D. V. llyashenko 

State University, Tver 

Content of total phospholipids and their individual fractions, 
studied in rat brain grey and white substances during postmortal 
autolysis, was distinctly and dissimilarly altered in these tissues 
and the rate of alterations depended on time of incubation. 
Relative content of phosphatidyl serines + sphingomyelins, phos-
pha t ide acids-fpolyglycerophosphatides in grey substance as well 
as of phosphatidyl inosites, phosphatidic ac ids+ polyglycerophos-

phatides in white substance were increased, while phosphatidyl 
inosites in grey substance and phosphatidyl serines-I-sphin-
gomyelins in white substance were decreased within later (4 and 24 
hrs) periods of autolysis. Content of phosphatidyl cholines, phos-
phatidyl elhanolamines-, glycerophosphates and lysophospholipids 
was also dissimilarly altered in brain grey and white substanccs 
both within early and later periods of autolysis. The schcmes of 
metabolic interrelations between phospholipids of rat brain grey 
and white substances during autolysis arc considered involving 
hydrolase, transferase and other reactions of lipids biotransforma-
tion. This multiple complcx of biochemical reactions may be 
among the reasons responsible for dissimilar and timc-dcpcndcnt 
deteriorations of individual brain structures after death. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ-С4 

ИЗ СПЕРМАТОЗОИДОВ ЧЕЛОВЕКА 

НИИ урологии Минздрава РФ, Москва 

Изоферменты лактатдегидрогеназы (ЛДГ, _5) 
(КФ 1.1.1.27) находятся во всех органах и тканях 
человека и животных, в то время как изофермеит. 
ЛДГ-С 4 специфичен тодько для семенников 
и спермы [1, 3]. Непосредственным источником 
этого фермента являются клетки сперматогенеза 
и сперматозоиды [12]. Л Д Г ^ з образуют субъ-
единицы А (М) и В (Н), тогда как Л Д Г - С 4 — субъ-
единицу С, которая кодируется отдельным геном 
[II, 13]. В сперматозоидах и семенниках присут-
ствует не только гомотэтрамер С4 , но и гетеро-
тэтрамеры, образованные из субъединиц А, 
В и С (например, у человека : АВС2, А2ВС и др. 
[9]). Некоторые из них имеют близкую с ЛДГ-С 4 
элек трофоретическую подвижность, что приво-
дит к необходимости применения адекватных ме-
тодов выделения, в частности иммуносорбции 
[10]. В описанных в литературе способах выделе-
ния ЛДГ-С 4 человека использовались два источ-
ника ЛДГ-С4 : сперма (ЛДГ-С4 составляет 10— 
15% от общей активности ЛДГ) и семенники 
(ЛДГ-С4) составляет 20% от общей активности 
Л Д Г [10, 4]. В данной статье описывается метод 
выделения ЛДГ-С 4 [10], в котором в качестве 
источника фермента использовались сперматозо-
иды человека. Активность ЛДГ-С 4 в сперматозо-
идах человека составляет около 50% от общей 
активности Л Д Г [1, 3, 9]. 

М е т о д и к а . Из эритроцитов человека выделя-
ли Л Д Г [8], иммунизировали кроликов и из полу-
ченной антисыворотки выделяли фракцию имму-
ноглобулинов, которые пришивали к грезилак-
тивированной сефарозе 4В [6]. 

Оксаматсефарозу 4В получали пришиванием 
оксалата калия к аминогексилсефарозе 4В при 
помощи водорастворимого карбодиимида [7]. 

Активность Л Д Г определяли по изменению по-
глощения NADH при X 340 им. Реакционная сре-
да содержала 0,05 М фосфатный буфер, рН 7,5, 
0,6 мМ пируват натрия и 0,18 мМ NADH. За 
единицу активности принимали окисление 
1 мкмоля NADH за 1 мин при температуре 25° С. 
Концентрацию белка определяли по Лоури [5]. 

Электрофорез в полиакриламидном геле и ме-
тодика окраски для выявления активности Л Д Г 
описаны ранее [2]. 
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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 . Эякулят чело-
века центрифугировали при 3000 g в течение 
15 мин при температуре 4° С, осадок промывали 
10 мМ фосфатным буфером рН 7,0 и вновь цент-
рифугировали в тех же условиях. К осадку добав-
ляли буфер, ресуспендировали и замораживали 
при —20° С на 2 ч, затем оттаивали при комнат-
ной температуре. Замораживание — оттаивание 
(для разрушения сперматозоидов) повторяли еще 
один раз. Суспензию разрушенных сперматозои-
дов центрифугировали при 10000 g и 4° С в тече-
ние 60 мин. Из супернатанта собирали белок выса-
ливанием сульфатом аммония в интервале концен-
траций 30—70% полного насыщения, растворяли 
его в небольшом объеме 10 мМ фосфатного буфе-
ра рН 7,0, 1 мМ ЭДТА и 1 мМ 2-меркаптоэтанола 
(этот буфер использовали на всех этапах выделе-
ния) и диализовали против этого же буфера в тече-
ние 48 ч при 4° С. Диализат центрифугировали 
при 10 000 g и 4° С в течение 30 мин, затем наноси-
ли на колонку с иммуносорбентом (0,5 х 8 см) 
и проводили элюцию исходным буфером до выхо-
да с колонки ЛДГ-С4; фермент элюировался 
в 3 объемах колонки без примесей других изофер-
ментов ЛДГ (рис. 1, в). Элюат с Л ДГ-С4 уравнове-
шивали до 0,5 М NaCl и наносили на колонку 
с оксаматсефарозой (0,5 х 4 см) по одному из ко-
лен U-образной трубки; через другое колено одно-
временно подавали 0,5 мМ раствор NADH в ис-
ходном буфере с 0,5 М NaCl. Такой способ посад-
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Рис. 1. Выделение ЛДГ-С 3 . Электрофорез в 7,5% полиакрила-
мидном геле, выявление активности фермента гистохимиче-
ским методом. 
а—супериатант разрушенных сперматозоидов ; б— после высаливания 3 0 — 7 0 % 
сульфат ом аммония ; в — после иммуносорбента ; ?. — после оксаматсефарозы. 

ки материала на колонку с оксаматсефарозой яв-
лялся необходимым условием прочной посадки 
ЛДГ-С 4 на сорбенте, а значит, и успешной элюции 
балластного белка без примеси выделяемого фер-
мента [4]. После нанесения всего материала ко-
лонка была отмыта от несвязавшегося белка рас-
твором 0,25 мМ NADH, 0,5 М NaCl в исходном 
буфере. Использование 1 мМ лактата в исходном 
буфере для элюции ЛДГ-С 4 с оксаматсефарозы 
[10] или только исходного буфера с 0,5 М NaCl 
[8] не привело к адекватной элюции фермента, так 
как элюция была продолжительна во времени 
и при этом использовались большие объемы. Для 
элюции ЛДГ-С 4 мы применили 0,63 мМ пиру ват 
в исходном буфере с 0,5 М NaCl, что позволило 
элюировать фермент 3 объемами колонки. 

В описанном способе выделения выход ЛДГ-С 4 
составил 45%. Полученный гомогенный препарат 
фермента (см. рис. 1 и 2) имел удельную актив-
ность 163 ед. на 1 мг белка, которая была сравни-
ма с удельными активностями других авторов: 
146 ед. на 1 мг белка [4] и 125 ед. на 1 мг белка 
[10]. Очищенный препарат ЛДГ-С 4 хранился 
в буферном растворе (10 мМ фосфатный буфер 
рН 7,0) сульфата аммония при концентрации 70% 
полного насыщения при 4° С в течение 1 года без 
потери активности. 

Очищенный препарат ЛДГ-С 4 , возможно, най-
дет применение при создании радиоиммунологи-
ческих или иммуноферментных методов с целью 

а б в г 

Рис. 2. Выделение ЛДГ-С 4 . Электрофорез в 10% полиакрила-
мидном геле с SDS. Окраска кумасси Р-250. 
а — стандарты белков (миоглобин , химотриисииоген, яичный альбумин) ; б — с у -
перна гант разрушенных сперматозоидов ; в — после высаливания 3 0 — 7 0 % сульфа-
том а м м о н и я ; г — после иммуносорбента ; д — после оксаматсефарозы . 
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диагностики некоторых заболеваний мужской ре-
продуктивной системы (иммунологическое бес-
плодие, обтурационная аспермия и др.). 
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ISOLATION O F LACTATE D E H Y D R O G E N A S E ^ FROM 
H U M A N SPERMATOZOA 

E. A. Sevryukov, L. P. Evseev 

Institute of Urology, Ministry of Public Health of the Russian 
Federation, Moscow 

Lactate dehydrogcnase-C4 (LDI I) is a specific cell isoenzyme of 
spermatogenesis and spermatozoa of man and animals. Due to the 
lower levels of contaminating proteins, isolation of LDI I C 4 from 
spermatozoa had a lot of advantages. LDH C 4 was isolated as 
follows: precipitation with ammonium sulfate, separation of LDH 
C 4 from other LDH isoenzymes using immunosorbents, purifica-
tion from contaminating proteins of oxamatc-Scpharosc. Antibo-
dies to LDH, з immobilized on trcsyl-Scpharose were used as 
immunosorbents. Elution of LDH C 4 from oxamate-Sepharose by 
means of lithium lactate appeared inadequate therefore LDH 
C 4 was cluted using 0.63 m M sodium pyruvate. 
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ВЛИЯНИЕ УКРИНОЛА НА ЛИПИДНЫЙ МЕ-
ТАБОЛИЗМ В ТКАНИ ПЕЧЕНИ 

Институт молекулярной биологии АН Республики Армения, 
Ереван 

В настоящее время большое значение придает-
ся изучению воздействия различных токсических 
веществ па организм. Одним из таких токсичес-
ких веществ является укринол, который использу-
ется в производстве алюминиевой фольги. 

В научной литературе практически отсутствует 
информация относительно токсического воздей-
ствия укринола на органы и системы организма. 

Особый интерес, на наш взгляд, представляет 
изучение сдвигов в различных звеньях тканевого 
метаболизма на уровне клеток и их субцеллюляр-
пых образований. 

С этой точки зрения нам представилось ин-
тересным изучить изменения отдельных звень-
ев фосфолипидного обмена под действием ука-
занного яда, ибо известно, что эффекты подоб-
ных соединений в первую очередь происходят 
на уровне мембран с обильно представлен-
ными в них индивидуальными фосфолипидами 
(ФЛ), являющимися основными структурными 
элементами данных субклеточных образова-
ний и играющими решающую роль в обеспече-
нии статуса нормального функционирования 
клеток. 

В то же время ненасыщенные ацильные остатки 
жирных кислот ФЛ подвергаются окислению мо-
лекулярным кислородом с образованием повы-
шенных концентраций перекисных группировок, 
приводящих к нарушению гидрофобности вза-
имодействующих соединений и проявляющих та-
ким образом свое мембранотоксическое действие, 
а в далеко зашедших случаях — и мембранолити-
ческий эффект. 

Исходя из вышеизложенного, нами были пред-
приняты исследования по изучению качественно-
го и количественного состава ФЛ, а также дина-
мики процессов свободнорадикалыюго окисле-
ния жириокислотных концевых остатков ФЛ 
в гепатоцитах белых крыс на фоне токсического 
действия укринола. 

М е т о д и к а . Исследования проводили на 
4 группах белых беспородных крыс обоего пола, 
содержавшихся в условиях стандартного пищево-
го рациона вивария: 1-я — контрольная, 2-я — с 
введением 150 мг/кг укринола, 3-я — с введением 
15 мг/кг укринола и 4-я — с введением 1,5 мг/кг 
укринола. Использованные концентрации укри-
нола составляли Vioo> 7юоо и Vioooo максималь-
но введенной дозы соответственно. Препарат 
вводили в течение 1, 3 и 6 мес перорально. Каче-
ственный и количественный состав ФЛ печени 
изучали методом одномерной восходящей хрома-
тографии в топком слое силикагеля с использова-
нием системы растворителей хлороформ — мета-
нол—аммиак (65:35:5). Пятна ФЛ иден тифициро-
вали с помощью соответствующих стандартов 
(«Sigma», США). 

Минерализацию липидного фосфора осуществ-
ляли в среде серной и азотной кислот с после-
дующим расчетом количества неорганического 
фосфора (в мкг/мг сухого остатка) [3]. 

Содержание гидроперекисей липидов определя-
ли с помощью цветной реакции с тиоционатом 
аммония при максимуме поглощения 480 им [2]. 
Об активности перекисного окисления липидов 
судили по содержанию малонового диальде-
гида (МДА), образующего с тиобарбитуровой 
кислотой окрашивание, интенсивность кото-
рого регистрировали спектрофотометрически при 
длине волны 535 нм [1]. Количество гидропе-
рекисей и перекисей пересчитывали на 1 мг 
белка [4]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как показали 
результаты исследований (табл. 1), под влиянием 
укринола наблюдаются изменения в количествен-
ном составе индивидуальных ФЛ ткани печени, 
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Т а б л и ц а 1 
Влияние различных доз укринола на содержание ФЛ в ткани печени (в мкт фосфора на 1 mi сухой ткани) 

Д л и т е л ь н о с т ь эксперимента 

Исследованные ФЛ К о н т р о л ь 1 мес 3 мес 6 мес 

150 мг/кг 15 мг/кг 1,5 мг/кг 150 мг/кг 15 мг/кг 1,5 мг/кг 150 мг/кг 15 мг/кг 1,5 мг/кг 

Лизофосфатидилхолииы 0 ,180±0 ,01 0 ,340±0 ,01 0 ,290±0 ,01 0 ,260±0 ,01 0 , 3 7 5 ± 0 , 0 0 4 0 , 3 4 8 ± 0 , 0 0 4 0 , 2 9 4 ± 0 , 0 0 5 0 ,412±0 ,01 0 ,368±0 ,008 0 , 3 0 5 ± 0 , 0 1 6 
р < 0 , 2 5 <0,001 <0 ,001 <0,001 <0,001 - 0 , 2 5 0,001 <0 ,001 <0,001 

Сфиигомиелины 0,157 ± 0,004 0,196 ± 0,06 0,156 ± 0,007 0,196 ± 0,007 0,179 ± 0,011 0,179 ± 0,011 0,229 ± 0,006 0,238 ± 0,006 0,194 ± 0,007 0,231 ± 0,006 
р ().()1 > 0 , 5 <0 ,001 < 0 , 1 < 0 , 1 <0 ,001 <0.001 • o.ooi 0,001 

Фосфатидилсерины 0 ,156±0 ,002 0,192 + 0,002 0 ,164±0 ,002 0,164 + 0,004 0 ,155±0 ,002 0 ,155±0 ,002 0,165 + 0,001 0 , 1 7 5 ± 0 , 0 0 4 0,161+0,0050 ' 0 J 7 2 ± 0 , 0 0 7 
Г < 0 , 2 5 0,5 < 0 , 0 2 > 0 , 5 > 0 , 5 < 0 , 5 0.01 > 0 , 5 < 0 , 5 

Фосфатидилинозитиды 0 ,21б±0 ,004 0 ,272±0 ,006 0 ,234±0 ,002 0 ,227±0 ,002 0,278 + 0,002 0 ,239±0 ,007 0,241 ± 0 , 0 0 3 0 ,299±0 ,002 0 ,253±0 ,001 0 ,252±0 ,001 
р <0,001 <0 ,001 <0,001 <0,001 <0 ,001 <0,001 <0,001 < 0 , 0 5 <0,001 

Фосфатидилхолимы 0,528 ± 0 , 0 0 2 0 ,4К)±0 ,002 0,417 ± 0 , 0 0 2 0,409 + 0,002 0,429 ± 0 , 0 0 9 0,433 ± 0 , 0 0 6 0,406 + 0,09 0,439 + 0,04 0 ,441+0 ,002 0,432 ±0 ,001 
/> 0.001 0,001 <0 ,001 <0 ,001 <0,001 < 0 , 2 5 o.ooi O.OOI 0,001 

Фосфа т и д и л э т а н о л а м и н ы 0 ,423±0 ,002 0,500 + 0,003 0,467 + 0,006 0 ,430±0 ,002 0 ,522±0 ,009 0 ,510±0 ,002 0 , 4 1 6 ± 0 , 0 0 3 0 , 5 3 6 ± 0 , 0 2 0,528 + 0,02 0,518 + 0,007 
р <0,001 <0 ,001 < 0 , 2 5 <0,001 <0,001 < 0 , 2 5 <0 ,001 <0 ,001 <0 ,001 

Кардиолипииы 0 ,282±0 ,003 0 ,237±0 ,002 0 ,240±0 ,0013 0 ,230±0 ,002 0 , 2 1 6 ± 0 , 0 0 3 0 ,235±0 ,002 0,244 + 0,004 0,227 + 0,001 0,329 + 0,002 0,319 + 0,002 
р <0,001 <0,001 <0,00! <0,001 <0,001 <0,002 <0,001 <0,001 <0,001 

находящиеся в прямой зависимости от дози-
ровки яда и времени его экспозиции. Описан-
ные отклонения оказываются наиболее ярко 
выраженными на фоне 6-месячного введения 
укринола в дозе 150 мг на I кг массы. Они 
проявляются в виде увеличения количества сфи-
нгомиелипов, фосфатидилсеринов и фосфати-
дилииозитидов, а также параллельного умень-
шения содержания фосфатидилхолинов и кар-
диолипинов. 

Примечательно, что укриноловое отравление 
сопровождается также заметным увеличением 
в печени количества лизофосфатидилхолинов, что 
может быть обусловлено, с одной стороны, ак-
тивацией фосфолииазы А2, а другой —ингибиро-
ваиием реакций фосфатидогеиеза, связанным 
с ослаблением функциональной активности фер-
ментных систем, катализирующих ацилтраисфе-
разные реакции. 

Отмеченная выше чувствительность мембран 
клеток печени к интенсификации процессов пере-
кисеобразоваиия со значительным выходом ток-
сических продуктов липидного переокисления со-
провождается деструктивными изменениями ме-
мбранных структур со всеми вытекающими из 
этого последствиями. 

Проведенные нами исследования показали 
(табл. 2 и 3), что низкие концентрации укринола 
даже при длительном введении лишь в незначи-
тельной степени воздействуют на интенсивность 
реакций перекисеобразования, заметно усилива-
ющуюся иод влиянием средних и высоких кон-
центраций яда в течение 3 и 6 мес. 

Та б л и ца 2 
Влияние введении различных доз укринола на содержание гид-
роперекисей линидов в ткани печени белых крыс 

Длительность Доза укринола, Содержание гидропере-
эксперимента мг/кг киси Д 4 Я 0 на 1 мг белка р 

Контроль 0,335 ±0,002 

1 МСС 150 0,542 + 0,012 <0,001 
15 0,469 + 0,03 <0,01 
1,5 0,440 + 0,011 <0,01 

3 мсс 150 0,676 + 0,02 <0,001 
15 0,649 + 0,014 <0,001 
1,5 0,535 + 0,0013 <0,001 

6 мсс 150 0,692 + 0,013 <0,001 
15 0,658 + 0,009 <0,001 
1,5 0,628 + 0,01 <0,001 

2 6 

Обобщая полученные нами результаты, можно 
заключить, что низкие концентрации укринола 
фактически не вызывают в гепатоцитах каких-
либо заметных изменений липидного обмена. 
В отличие от этого средние и высокие концент-
рации препарата приводят к достаточно глубо-
ким деструктивным нарушениям в изученных зве-
ньях тканевого метаболизма, что в целом позво-
ляет отнести укринол к категории ядов 
среднетоксического действия с широким спект-
ром влияния, что, однако, со временем может 
стать причиной формирования необратимых на-
рушений обмена веществ. 

В целях профилактики и защиты организма от 
поражающего действия укринола, стимулирова-
ния иммунных свойств и поддержания его нор-
мального статуса рекомендуется включать в ра-
цион питания служащих предприятий данного 
профиля курс антиоксидантной терапии в виде 
комбинированного применения витаминов Е, 
С и иммуиомодуля торов различной природы. 
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Т а б л и ц а 3 

Влияние введении различных доз укринола на нсрскиснос окис-
ление линидов в ткани печени белых крыс 

Д л и т е л ь н о с т ь Д о з а укринола , М Д Л , м к м о л ь 
эксперимента мг/кг на 1 г ткани р 

Контроль 0,662 + 0,01 

1 мес 150 1,039 + 0,04 <0,001 
15 0,908 + 0,03 <0,001 
1,5 0,830 + 0,02 <0,01 

3 мес 150 1,297 + 0,07 <0,001 
15 1,1 10 + 0,03 <0,001 
1,5 0,974 + 0,02 <0,01 

6 мсс 150 1,950 + 0,03 <0,001 
15 1,463 ±0 ,02 <0,001 
1,5 1,215 + 0,03 <0,001 



E F F E C T O F U C R I N O L ON LIPID M ETA BO L ISM IN RAT 
LIVER TISSUE 

K. G. Karagezyan, L. M. Ovsepyan, K. G. Adonts, A. Yu, Pogosyan 

Institute of Molecular Biology, Armenian Academy of Sciences, 
Yerevan 

Alterations in content of phospholipids as well as dynamics of 
lipid free-radical oxidation were studied in the hepatocytes of the 
rats poisoned with various doses of the toxic agent ucrinol within 
1,3 and 6 months. Low concentrations of the toxin (1.5 mg/kg) did 
not cause any detectable alterations of the patterns studied. How-
ever, higher concentrations of ucrinol (15-150 mg/kg) produced 
markedly pronounced destructions which were dose- and timc-
dependent. 
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ВЛИЯНИЕ ЦИСТА МИНА НА ОБРАЗОВАНИЕ 
И ВОССОЕДИНЕНИЕ ПОСТЛУЧЕВЫХ 
ОДНОНИТЕВЫХ РАЗРЫВОВ В ДНК 

НИИ военной медицины Минздрава РФ, Санкт-Петербург 

Механизмы действия радиопротекторов на 
ДН К — субстрата, определяющего выживание 
клеток после облучения, остаются чаще далеко не 
ясными [2]. 13 частности, не утихают дискуссии 
о роли радиозащитных препаратов, и прежде все-
го серосодержащих соединений, в защите важней-
ших биосубстратов от косвенного воздействия 
ионизирующих излучений в условиях организма 
[1]. В настоящей работе изучали кинетику воз-
никновения и ликвидации однонитевых разрывов 
в ДНК лимфоцитов крови крыс, облученных 
в разных дозах без защиты и на фоне действия 
цистамина — одного из наиболее эффективных се-
росодержащих радиопротекторов. При этом ис-
следовали также некоторые показатели, отража-
ющие состояние перекисного окисления липидов 
и активность антирадикальной системы в лим-
фоцитах, имея в виду в качестве конечной цели 
получение данных, которые позволили бы оце-
нить роль окисляющих радикалов в реализации 
противолучевого эффекта радиопротектора. 

М е т о д и к а . Опыты были поставлены на бе-
лых крысах-самцах разведения питомника «Рап-
полово» АМН РФ массой тела 180—220 г. Жи-
вотных облучали у-квантами 1 3 7Cs в дозах 6, 8, 
10 и 12 Гр (при мощности дозы 1,9 Гр/мии). Цис-
тамина дигидрохлорид в дозе 60 мг на 1 кг массы 
тела (в расчете на основание) вводили внутри-
брюшинно за 20 мин до лучевого воздействия. 
Кровь, полученную у животных из забрюшинной 
артерии, разводили в 4 раза охлажденным PBS-
буфером (0,14 М NaCl, 2,7 мМ КС1, 8,1 мМ 
К 2 Н Р 0 4 , 1,5 мМ К Н 2 Р 0 4 ; рН 7,2), содержащим 
гепарин в конечной концентрации 20 ЕД/mji. Все 
последующие операции выполняли при 0° С. 

Лимфоциты из крови выделяли в градиенте 
фиколл — верографин с пло тностью 1,08 г/мл [7], 
трижды отмывали буфером вышеуказанного со-
става и разводили до требуемой конечной кон-
центрации. 

В опытах in vitro действие аскорбината Р-мер-
каптоэтиламина (МЭА) на лимфоциты (напом-
ним, что цистамин в этих условиях не проникает 

в клетки) изучали в конечной концентрации 
5- 10 ~3 М. После внесения радиопротектора сус-
пензию клеток инкубировали в течение 20 мин 
при 37° С. Затем лимфоциты облучали (при 0° С), 
после чего дважды промывали охлажденной сре-
дой 199 и вновь инкубировали при- 37° С в течение 
6 ч в среде с 10% гомологичной крысиной сыво-
роткой при рН 7,2. 

Количество однонитевых разрывов в тяжах 
ДНК определяли по методу [3]. Для этого 
к 0,2 мл суспензии клеток добавляли 2 мл лизиру-
ющего раствора (0,04 М NaOH, 0,01 М N a H 2 P 0 4 
и 0,9 М NaCl; рН 11,7) и помещали пробирку на 
баню на И) мин при 20° С в темноте. По оконча-
нии лизиса добавляли нейтрализующий раствор 
(смесь 0,034 М НС1 и 0,24 М калий-фосфатного 
буфера с 8 М мочевиной в соотношении 1:1) до 
рН 6,8. Для образования одно- и двуспиральиых 
фрагментов ДНК через 10 с после нейтрализации 
лизат обрабатывали ультразвуковым излучением 
в течение 15 с с помощью диспергатора УЗДН-1 
при частоте 22 кГц и силе тока 0,3 Д. Д Н К выде-
ляли из клеточных лизатов методом хроматогра-
фии на гидроксилапатите. Одно- и двунитевые 
фрагменты ДНК элюировали с гидроксиапати-
том соответственно 0,24 и 0,48 М калий-фосфат-
ным буфером, содержащим 8 М мочевину 
и 10" 3 М ЭДТА. ДНК осаждали и тщательно 
отмывали от солей, гасящих флюоресценцию. 
О количестве ДНК во фракциях судили по интен-
сивности флюоресценции комплекса дигидрохло-
рида 3,5-диамипобеизойной кислоты с дезоксири-
бонуклеотидами [11]. Измерение флюоресценции 
производили с помощью спектрофлюориметра 
MPF-4 («Hitachi», Япония) при длинах волн воз-
буждения и испускания соответственно 410 
и 505 нм. Количество разрывов в ДНК рассчиты-
вали по методу [10]. 

О процессах перекисного окисления в лимфоци-
тах судили по накоплению одного из конечных 
продуктов деградации липидов — малонового 
диальдегида [14]. Активность супероксиддисму-
тазы (КФ 1.15.1.1) определяли по методу [12]. 

Результаты обрабатывали по методу Фише-
ра— Стьюдента для малых выборок. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Опыты пока-
зали, что из лимфоцитов, выделенных из крови 
необлучениых животных, с помощью использо-
ванных методов удается получить до 90—95% 
ДНК, находящейся в двуспиральной форме. Этот 
уровень и был принят нами за исходный, а коли-
чество разрывов в нитях ДНК — за 0. При об-
лучении в использованном диапазоне доз, как это 
следует из литературы [8], в ДНК образуются 
в основном однонитевые разрывы. 

Анализ результатов экспериментов по иссле-
дованию динамики развития структурных из-
менений в ДНК после облучения крыс пока-
зывает, что этот процесс во всех случаях прин-
ципиально однотипен и имеет фазовую природу 
(см. таблицу). Наиболее значительно увеличи-
валось число разрывов в ДНК, выделенной 
из лимфоцитов через 5 мин после облучения 
животных. По прошествии 1 ч нативность мо-
лекул ДНК за счет включения ДНК-репара-
тивпых систем [4] практически восстанавлива-
ется. Однако к 3 ч структурные изменения воз-
никают вновь — это волна так называемых 
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Влияние unci амина на количество одионитевых разрывов на 2,3- 10'' Д ДНК, выделенной из лимфоцитов крови облученных крыс 

Условия опыта 
Срок после облучения 

Условия опыта 

5 мин 1 ч 3 ч 6 ч 12 ч 24 ч 

Контроль - облучение 6 Гр 2,3 ±0,16 0,1 ± 0,06 1,4 ± 0,12 0,8 ± 0,14 1,6 ± 0,16 1,0 ± 0,16 
Цистамин + облучение 6 Гр 1,3±0,15 * 0,1 ±0,04 0,3±0,15 * 1,4±0,12 0,7±0,19 0,6±0,15 
Контроль-облучение 8 Гр 2,7±0,19 0,1 ±0,08 2,1 ±0,13 1,0±0,16 1,7±0,16 2,3±0,19 
Цистамин + облучение 8 Гр 1,5 ±0,16 * 0,1 ± 0,06 1,0 ± 0,18 * 1,6 ± 0,16 1,0 ± 0,12 0,7 ±0 ,13* 
Контроль - облучение 10 Гр 3,2 ± 0,31 0,3 ± 0,06 2,5 ± 0,21 0,9 ±0,12 1,0 ± 0,14 2,6 ± 0,32 
Цистамин + облучение 10 Гр 1,4 ± 0,32 * 0,2 ± 0,08 1,0 ± 0,20 * 1,1 ± 0,12' 1,6 ± 0,21 * 0,8 ± 0,23 * 
Контроль-облучение 12 Гр 4,9±0,34 0,2±0,06 3,6±0,23 2,6±-0,16 2,3±0,23 3,4±0,34 
Цистамин + облучение 12 Гр 1,8±0,32* 0,1 ±0,06 2 ,2±0,23* 2,2±0,19 1,8±0,18 1,0±0,32* 

П р и м е ч а н и е . Звездочка—/?<(),05 по отношению к облученному контролю; число животных в каждом опыте равно 10. 

вторичных или пострепаративных разрывов [5]. 
В количественном отношении для соответст-
вующей дозы облучения она выражена в меньшей 
степени, чем в первом случае; 6-часовой срок 
характеризуется некоторым снижением степени 
поврежденное™ ДНК. Однако в этом случае 
это может свидетельствовать не только о вто-
ричной активации, восстановительных процессов, 
но и о частичной элиминации клеток с де-
градированными молекулами. Несмотря на не-
достоверность этих изменений, тем не менее 
есть основания настаивать на их наличии, по-
скольку они прослеживаются во всех сериях 
опытов. К 24 ч степень поврежденное™ струк-
туры ДНК вновь несколько увеличивается, до-
стигая примерно такого же уровня, который 
имел место при 3-часовом сроке исследования. 

Рассмотрим более подробно результаты, полу-
ченные в ранний (5 мин) срок после облучения, 
поскольку в этом случае разрывы в нитях ДНК 
являются практически только следствием непо-
средственного (прямого и косвенного) воздей-
ствия ионизирующих излучений на биосубстрат. 
Как видно из рис. 1 ,а, прирост первичных по-
вреждений ДНК находится в достаточно строгой 
прямой зависимости от дозы облучения, и она 
распространяется вплоть до дозы 10 Гр. При 
дальнейшем увеличении дозы облучения до 12 Гр 
происходит резкое возрастание числа разрывов 
в ДНК, что может рассматриваться как результат 
включения дополнительных механизмов в фор-
мирование повреждений структуры ДНК. По-ви-
димому, в этих условиях в тканях и клетках об-
лученного организма резко возрастает концент-
рация свободнорадикалытых соединений и как 
следствие этого происходит интенсификация цеп-
ных окислительных реакций. В целом зависи-

мость числа разрывов в ДНК от дозы облучения 
может быть аппроксимирована к экспоненциаль-
ному выражению вида: 

N z = e 0 ,12D 

где N—число разрывов; D — доза облучения. 
Как следует из рис. 1,6, в более поздний (24 ч) 

срок исследования отмечается практически ли-
нейная зависимость доза — эффект. В данном 
случае появление повреждений ДНК уже нельзя 
связать только с непосредственным воздействием 
ионизирующих излучений, поскольку к этому вре-
мени существенно повышается активность гид-
ролитических ферментов (в частности, нуклеаз), 
а также развиваются другие постлучевые метабо-
лические сдвиги. 

Определенную роль в «допоражении» молекул 
ДНК могут играть продукты перекиспого окисле-
ния липидов, которые образуются в клетках 
и тканях не только в момент, но и вскоре после 
облучения. Об этом свидетельствуют и данные об 
активации перекисного окисления, что проявля-
лось в накоплении в клетках одного из конечных 
продуктов пероксидации липидов — малонового 
диальдегида. Через 2 ч после лучевого воздей-
ствия количество этого метаболита увеличилось 
почти в 3 раза, а к 6 ч — более чем в 4,5 раза по 
сравнению с нормой (рис. 2). И только к концу 
1-х суток интенсивность перекисного окисления 
липидов снижалась. Одновременно в лимфоцитах 
повышалась активность супероксиддисмутазы — 
фермента, являющегося одним из элементов 
антиоксидан гной защиты клеток. 

В последующем изучили радиозащитный эф-
фект цистамина, обращая особое внимание на те 
сроки, в которые были получены наиболее значи-

Рис. 1. Влияние цистамина на количество 
однонитсвых разрывов в ДНК, выделен-
ной из лимфоцитов крови через 5 мин (а) 
и 24 ч (б) после облучения крыс в различ-
ных дозах. 
Здесь и на рис. 2 и 3: / — к о т роль (облучение), 2 — 
цистамин + облучение. По осям а б с ц и с с — д о з а облуче-
ния, Гр; по осям ординат — число разрывов на 2,3 • 10'' Д 
Д Н К . 
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Рис. 2. Влияние цистамина на содержание малонового диа-
льдегида в лимфоцитах крови крыс, облученных в дозе 8 Гр. 
По оси абсцисс — срок после облучения, ч; но оси ординат — содержание малоио-
вого диальдегида , %. 

тельные повреждения структуры макромолекул 
ДНК. Как показали опыты, через 5 мин после 
воздействия ионизирующих излучений в дозах от 
6 до 12 Гр в ДНК, выделенной из лимфоцитов 
защищенных животных, возникает в среднем на 
40—60% меньше однонитевых разрывов по срав-
нению с облученным контролем. 'Неожиданным 
оказалось то обстоятельство, что по мере увели-
чения дозы облучения эффект защиты не умень-
шался, а, наоборот, возрастал. Такого рода ре-
зультаты, по-видимому, являются не случайны-
ми, так как находят свое подтверждение 
и в исследованиях других авторов. В частности, 
в работе [9] отмечено (в известных дозовых пре-
делах облучения) увеличение степени защиты от 
применения МЭА по мере возрастания дозы воз-
действия (эффект оценивался по количеству раз-
рывов ДНК в эндотелиальных клетках капилля-
ров головного мозга крыс). Нам представляется, 
что подобного рода результаты следует связы-
вать прежде всего с выраженными у серосодер-
жащих радиопротекторов антиоксидантными 
свойствами [6]. Антиоксидантной мощности цис-
тамина, вероятно, вполне достаточно, чтобы ина-
ктивировать основную массу образующихся при 
облучении в биосреде окисляющих радикалов 
и предотвратить тем самым их повреждающий 
эффект. А поскольку по мере роста дозы облуче-
ния поражающая роль окисляющих радикалов, 
по-видимому, возрастает, то становится понят-
ным и соответствующее увеличение противолуче-
вого эффекта. Эта точка зрения подтверждается 
экспериментальными данными, показывающими, 
что профилактическое введение цисгамина жи-
вотным сопровождается снижением содержания 
малонового диальдегида. Антиоксидантный эф-
фект цистамина обусловлен, кроме того, и ак-
тивацией суиероксиддисмутазы (рис. 3). 

Однако подобное объяснение механизма защи-
ты не приложимо к радиозащитному эффекту, 
наблюдаемому спустя 24 ч, несмотря на все его 
сходство с вышеописанным с точки зрения кине-
тики и зависимости от дозы. Следует помнить, 
что через 1 сут в периферической крови у защи-
щенных животных происходит существенная сме-
на лимфоцитов и экспериментатор имеет дело 
практически уже с иной популяцией клеток, неже-
ли в ранние сроки исследования. Причем этому 
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Рис. 3. Влияние цистамина на активность супсроксиддисмута-
зы в лимфоцитах крови крыс, облученных в дозе 8 Гр. 
По оси абсцисс — срок после облучения, ч; по оси о р д и н а т — а к т и в н о с т ь суиерок-
сиддисмутазы, % . 

процессу способствует не только постлучевая ги-
бель клеточных элементов, но и стрессовый эф-
фект самого радиопротектора. Известно, напри-
мер, что цистамин, вводимый в защитных дозах, 
вызывает выброс клеток крови из депо. Возмож-
на и другая версия, она связана со снижением 
в крови у защищенных животных активности нук-
леаз, которые, как известно, способствуют реали-
зации повреждающего действия ионизирующих 
излучений в структурах ДНК. Нельзя также не 
обратить внимания и на 6-часовой срок исследо-
вания, поскольку в этом случае, как правило, не 
обнаруживали защиту, хотя полученная разница 
в средних величинах между контрольными 
и опытными сериями и недостоверна. Думается, 
что это может быть связано с отсроченностью 
эффекта защиты и действие цистамина на этот 
срок, может быть, правильнее сопоставлять с со-
ответствующим 3-часовым контролем. 

Чтобы уточнить некоторые положения выдви-
нутых гипотез; были поставлены эксперименты 
с облучением взвеси лимфоцитов in vitro. Эти 
опыты показали, что степень поврежденное™ мо-
лекул ДНК, полученной через 5 мин (рис. 4), вы-
ражена в значительно большей степени, чем 
в ДНК, выделенной из клеток, облученных 
в условиях in vitro в такой же дозе (12 Гр), и ис-
следованной в соответствующий срок. Одним из 
объяснений выявленных различий может служить 

5 15 мин 1 

Рис. 4. Влияние МЭА (5 - 10 3 М) на количество однонитевых 
разрывов в ДНК, выделенной из облученных in vitro в дозе 
12 Гр лимфоцитов крови. 
/ — контроль (облучение); 2 — М Э А + облучение. П о оси абсцисс — срок посглучс-
вой инкубации; по оси ординат — число разрывов на 2,3 • 10 9 Д Д Н К . 
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наличие процессов репарации, которые в услови-
ях организма протекают достаточно энергично 
уже в момент облучения. При облучении же сус-
пензии клеток in vitro (а оно проводилось при 
0° С) процессы воссоединения разрывов ДНК бу-
дут, естественно [13], замедлены. Другим отли-
чием являлось то, что время восстановления пер-
вичных разрывов наступает не к концу 1 ч, а через 
2 ч. С запозданием развивается и волна вторич-
ных разрывов. При применении радиопротектора 
была получена принципиально такая же картина, 
что и в экспериментах in vitro. Через 5 мин в сус-
пензии лимфоцитов, предварительно проинкуби-
рованных с МЭА, регистрируется отчетливое по-
ложительное влияние радиопротектора. В анали-
зируемых образцах формируется в среднем на 
60% меньше разрывов, чем в облученном кон-
троле. Выраженность волны вторичных разрывов 
в этих пробах проявилась слабее. 

Итак, в данной постановке опыта, когда были 
исключены опосредованные органотропные эф-
фекты (например, такие, как изменение состава 
клеточной популяции и влияние защитных фак то-
ров стрессового характера), подтверждается на-
личие у цистамина и его аналога—МЭА проти-
волучевого действия как от непосредственного 
воздействия ионизирующих излучений, так и от 
повреждающего эффекта окисляющих радикалов 
на биосубстрат. 

Таким образом, все вышеизложенное свиде-
тельствует в пользу предположения, согласно ко-
торому ДНК является одним из важнейших суб-
стратов, участвующих в развитии повреждающего 
эффекта ионизирующих излучений. При этом про-
цесс формирования нарушений структуры ДНК 
носит фазовый характер. Кроме того, полученные 
экспериментальные данные позволяют утверж-
дать, что механизм защитного действия цистами-
на реализуется на молекулярном уровне и обеспе-
чивает защиту ДНК как от прямого, так и от 
опосредованного действия радиации. В настоящее 
время еще трудно говорить о доли участия каждо-
го из этих механизмов в реализации противолуче-
вого эффекта, однако роль антиоксидантных 
свойств серосодержащих радиопротекторов в за-
щите, как нам представляется, несомненна. 
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EFFECT OF CYSTAMINE ON DEVELOPMENT AND RE-
PAIR ()1 Till IRRADIATION—PRODtJCI 'D BRI AKS IN 
SINGLE—STRAND DNA 

V. G. Vladimirov, S. N. Lebedev, A. E. Antushevich 

Institute of Military Medicine, St. Petersburg 

Content of breaks in single-strand DNA, activity of superoxide 
dismutase and concentration of malonic dialdehydc were studied 
in blood lymphocytes of irradiation-impaired rats after treatment 
with cystamine. Cystamine decreased the cITects of irradiation as 
showed all (he patterns studied. The protective action exhibited by 
the drug in radiation shielding of DNA involved both direct and 
indirect effects. 
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ВЛИЯНИЕ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ 
ЛИПИДОВ НА ЛИПИДНЫЙ И ФОСФОЛИ-
ПИДНЫЙ СОСТАВ МЕМБРАН МИТОХОНД-
РИЙ ПРИ ТЕПЛОВОЙ ИНКУБАЦИИ 

Институт зоологии АН Республики Узбекистан, Ташкент 

Свободнорадикал ыюе окисление составляет 
необходимое звено таких жизненно важных про-
цессов, как перенос электронов многими флави-
новыми ферментами, окислительное фосфорили-
рование в митохондриях. Перекисиое окисление 
липидов (ПОЛ), постоянно протекая в клеточных 
и субклеточных мембранах, меняет их липидный 
состав, оказывая тем самым влияние на актив-
ность лип и дза виси мых мем б ра нно-связанн ы х 
ферментов. 

В предыдущей работе нами было показано, что 
инкубация ми тохондрий печени крысы при 37° С 
с о п р о в о ж д а е т с я и з м е н е н и я м и в их ф о с ф о л и п и д -
ном составе; уменьшением содержания основных 
фосфолипидов — фосфатидилхолина (ФХ), фос-
фатидилэтаноламина (ФЭА), кардиолипина (КЛ) 
и их лизопроизводных, а также увеличением со-
держания фосфатидной кислоты (ФК) и лизофос-
фатидной кислоты (ЛФК) [2, 11 ]. Важную роль 
в этих процессах играют митохондриальные фос-
фолипазы А 2, Г), С [1,2, 5, 10], лизофосфолипазы 
А ь D [2, 5] и триглицеридлипаза [2, 9]. Эти 
ферменты, локализующиеся в обеих мембранах 
митохондрий, участвуют в регуляции жирпокис-
лотного и фосфолипидного состава ми тохопдрий 
и контролируют скорость обновления митохонд-
риальных липидов. В последнее время внимание 
исследователей сосредоточено на выяснении свя-
зи между эффективностью гидролиза липидов 
мембранными липолитическими ферментами 
и интенсивностью ПОЛ. Полученные данные сви-
детельствуют об активирующем действии ПОЛ 
на фосфолипазу А [4, 7, 14], но имеются и проти-
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Рис. 1. Влияние индукторов ПОЛ на накопление МДА в мито-
хондриях печени при 37 С. 
П о оси а б с ц и с с — в р е м я (в мин) ; по оси о р д и н а т — о п т и ч е с к а я п л о т н о с т ь усл. сд. 
(при 532 им) . / — к о н т р о л ь , 2 — в п р и с у т с т в и и 20 м к М F e S 0 4 и 20 м к М а с к о р б а т а . 
С р е д а и н к у б а ц и и : K G 150 м М , N a H 2 P ( ) , I м М , грис-НС1-буфер 5 м М , р Н 7,4. 
С о д е р ж а н и е белка 1,6 м г / м л . 

воположные сведения [3 ]. В связи с этим изучение 
роли ПОЛ в гидролизе отдельных фракций липи-
дов и фосфолипидов митохондрий эндогенными 
липолитическими ферментами представляет са-
мостоятельный интерес. 

М е т о д и к а . Митохондрии выделяли из пече-
ни крыс-самцов массой 200—250 г методом диф-
ференциального центрифугирования [15] в среде, 
содержащей 250 мМ сахарозы, 5 мМ трис-НС1-
буфер, рН 7,4 (2—4° С). Липиды из митохондрий 
экстрагировали по методу [8] с последующим 
хрома I ографированием и количественным анали-
зом материала по [6]. Интенсивность ПОЛ мито-
хондрий оценивали по накоплению малонового 
диальдегида (МДА) [12]. Концентрацию белка 
митохондрий определяли по Лоури [14]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . На рис. 1 
представлены данные о накоплении МДА в мито-
хондриях печени в присутствии и отсутствии ин-
дукторов ПОЛ. Аутоокисление липидов митохон-
дрий в процессе инкубации при 37° С отличалось 
от их переокислеиия, индуцированного проокси-
дантами, не только по количеству МДА, но и по 
кинетике накопления этого продукта. Видно, что 
в первом случае накопление продуктов ПОЛ 
в митохондриях происходило в течение 120 мин 
инкубации с относительно постоянной ско-
ростью, тогда как при индуцированном ПОЛ 
наиболее интенсивное накопление МДА наблю-
далось в течение 50—60 мин инкубации. 

На рис. 2 представлены данные регистрации 
липидного состава митохондрий печени, инкуби-
рованных в различных условиях. Инкубация ми-
тохондрий в течение 120 мин при 37° С (в отсут-
ствие индукторов ПОЛ) приводила к уменьше-
нию содержание суммарных фракций 
фосфолипидов на 16% (рис. 2,а, кривая У) и по-
вышению концентрации свободных жирных кис-
лот (СЖК) на 420% (рис. 2,6, кривая 1) от исход-
ного уровня. Это согласуется с данными литера-
туры о наличии в митохондриях фосфолипазы 
А 2 [2, 10]. Аналогичная картина была выявлена 
для митохондрий, инкубированных в тех же усло-
виях с прооксидантами (см. рис. 2,а,б, кривые 2). 
Это позволяет предположить, что в условиях 
опыта деградация митохондриальных фосфоли-
пидов осуществляется в основном по пути их 
гидролиза фосфолипазой А 2 . 

Что касается других фракций анализируемых 
липидов, следует отметить, что в ходе инкубации 
в отсутствие прооксиданта происходит увели-
чение содержания моноглицеридов в 3 раза 
(рис. 2, г, кривая 7) и снижение содержания 

Рис. 2. Влияние индукторов ПОЛ на липидный состав мембран митохондрий при 37° С. 
Здесь и на рис. 3, 4 по оси а б с ц и с с — в р е м я и н к у б а ц и и (в мип) ; по оси о р д и н а т — с о д е р ж а н и е и с с л е д у е м ы х в е щ е с т в (в м к г на 1 mi белка ) . 
и—суммарная ф р а к ц и я ф о с ф о л и п и д о в , С> — С Ж К , в — С Ж К и их м е т и л о в ы е э ф и р ы , г — моног лицериды, д—диглицериды, с — т р и г л и ц е р и -
д ы , ж—холестерин, з—эфиры х о л е с т е р и н а . / — к о н т р о л ь , 2 — в п р и с у т с т в и и F e S 0 4 (20 м к М ) и а с к о р б а т а (20 м к М ) . 
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Рис. 3. Влияние активаторов ПОЛ на содержание основ-
ных фосфолипидов и их лизососдинений митохондрий при 
37° С . 
а—ФХ, в—ФЭА, в— КЛ , г — Л Ф Х , д—ЛФЭА, е—ЛКЛ, 1, 3—контроль, 2, 
4 — в присутствии F e S 0 4 и аскорбата ; кривые / , 2 — э к с п е р и м е н т , 3, 4 — 
расчет. 

диглицеридов и триглицеридов в 1,31 и 1,36 раза 
соответственно от исходного уровня (рис. 2,д,е, 
кривые /) . Иная картина была выявлена для 
митохондрий, инкубированных прооксидантами: 
замедление накопления моиоглицеридов (см. 
рис. 2, г, кривая 2) и снижение гидролиза три-
глицеридов (см. рис. 2,е, кривая 2). При этом 
в начале инкубации содержание^ диглицеридов 
заметно растет, а затем в ходе инкубации по-
степенно уменьшается (см. рис. 2, <), кривая 2). 
При низком уровне ПОЛ в ходе инкубации 
в митохондриях происходит уменьшение содер-
жания холестерина и увеличение концентрации 
эфиров холестерина (рис. 2,.ж, з, кривые У), 
а прооксидант усугубляет эти изменения (см. 
р и с . 2 , ж , з , кривые 2). В ходе инкубации в от-
сутствие индукторов ПОЛ происходит накоп-
ление метиловых эфиров жирных кислот (в 
2,33 раза в течение 120 мин), а прооксидант 
незначительно подавляет этот процесс (рис. 2, в). 

На рис. 3 приведены результаты исследова-
ния динамики содержания отдельных фракций 
основных фосфолипидов и их лизоеоедииений 
в двух вариантах эксперимента. При низком 
уровне ПОЛ в течение 120 мин инкубации содер-
жание ФХ, ФЭА и КЛ снижалось в 1,18, 1,25 
и 1,33 раза соответственно от исходного уровня 
(рис. 3,а,б,в, кривые У). Иная картина была вы-
явлена для митохондрий, инкубированных с про-
оксидантами. При этом содержание ФХ в начале 
инкубации незначительно повышалось, а затем 
возвращалось к исходному уровню. Незначитель-
ное снижение содержания ФХ наблюдалось толь-
ко в конце инкубации (см. рис. 3 к р и в а я 2). 
Прооксидант заметно тормозил гидролиз КЛ 
(см. рис. 3, в, кривая 2), но значительно уско-
рял гидролиз ФЭА (см. рис. 3,6, кривая 2). 
Так, если в отсутствие прооксиданта в течение 
120 мин при 37° С содержание КЛ и ФЭА умень-
шалось в 1,33 и 1,25 раза, то в его присутствии — 
в 1,19 и 1,64 раза соответственно от исходного 
уровня. 

В результате гидролиза митохондриальных 
фосфолипидов эндогенной фосфолипазой парал-

лельно со снижением их содержания должно про-
исходить эквимолярное накопление соответству-
ющих лизофосфолипидов. Так, судя по убыли 
основных фосфолипидов в отсутствие индукторов 
ПОЛ, можно было ожидать, что содержание ли-
зофосфатидилхолина (ЛФХ) должно было воз-
расти в 4,8 раза, лизофосфатидилэтаноламина 
(ЛФЭА) — в 1,6 раза и лизокардиолипипа 
(ЛКЛ) — в 6 раз (рис. 3,г ,д,е, кривые 3). Однако 
экспериментальные данные не согласуются с эти-
ми расчетами. При этом уровень ЛФХ увели-
чивается всего в 1,5 раза от исходного, а содержа-
ние ЛФЭА и ЛКЛ уменьшается (см. рис. 3 ,г ,д,е , 
кривые У). Это несоответствие между убылью 
основных фосфолипидов и их лизоеоедииений 
связано с повышением активности эндогенной ли-
зофосфолипазы А1 мембран митохондрий [2, 5]. 
Добавление к суспензии митохондрии прооксида-
нта ускоряло снижение содержания ЛФЭА и тор-
мозило гидролиз других фракций лизоформ фос-
фолипидов (см. рис. сравните кривые У, 
3 и 2, 4). Следовательно, уровень ПОЛ в митохо-
ндриях регулирует активность их эндогенной 
фосфолипазы А 2 и лизофосфолипазы А Р Проок-
сиданты значительно повышают активность ми-
тохондриальной фосфолипазы А 2 и лизофосфо-
липазы А 1 в отношении ФЭА и ЛФЭА, но за-
метно ингибируют в отношении других фрак-
ций основных фосфолипидов и их лизосоеди-
нений. 

В ходе инкубации при 37° С в отсутс твие индук-
торов ПОЛ происходит интенсификация накопле-
ния фосфатидилсерина (ФС) — в 1,39 раза и сфин-
гомиелина (СФМ) — в 1,64 раза, а прооксидант 
ускоряет синтез данных фосфолипидов в 1,83 
и 1,97 раза соответственно от исходного уровня 
(рис. 4, а,д, сравните кривые У и 2). Тепловая ин-
кубация приводит к росту содержания ФК и ЛФК 
в ми тохондриальных мембранах (рис. 4, в, г, кри-
вые У), этот рост заметно стимулируется проок-
сидантами (см. рис. 4, я, г, кривые 2), особенно на 
начальном этапе инкубации митохондрии. Так, 
если в условиях аутоокисления в течение 120 мин 
инкубации митохондрии уровень ФК и ЛФК рас-
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Рис. 4. Влияние активаторов ПОЛ на содержание минорных фракций фосфолипидов 
мембран митохондрий при 37° С. 
а — ФС, 0—фосфатидилинозит, « — ФК, г—ЛФК, д — С Ф М . / — контроль, 2—в присутствии F e S 0 4 и аскорба-

тет в 3,9 и 3,7 раза, то в прису тствии индукторов 
ПОЛ — в 4,5 и 4,7 раза от исходного. Можно 
заключить, что прооксиданты активируют гид-
ролитическую активность митохондриальной 
фосфолипазы D. 

Полученные результаты дают основание счи-
тать, что, во-первых, ПОЛ усиливает активность 
митохондриальной фосфолипазы А 2 только 
лишь в отношении ФЭА, во-вторых, этот фосфо-
липид гидролизуется фосфолипазой D. В резуль-
тате содержание ФЭА уменьшается, а уровень 
СЖК и ФК значительно растет. В-третьих, об-
разующиеся под действием фосфолипазы 
А 2 Л ФЭА также гидролизуются лизофосфолипа-
зой A j и фосфолипазой D, о чем свидетельствуют 
уменьшение фракций ЛФЭА и повышение ЛФК. 
Образование ЛФК может происходить также под 
действием фосфолипазы А 2 . 

Возникает вопрос о причинах ускорения накоп-
ления ФС, СФМ, моноглицеридов, эфиров холе-
стерина, метиловых эфиров жирных кислот 
и уменьшения накопления ди- и триглицеридов, 
холестерина, а также торможения гидролиза ФХ, 
КЛ и их лизосоединений в процессе. инкубации 
митохондрий при 37° С с индукторами ПОЛ. На-
блюдаемые изменения, на наш взгляд, являются 
прямым следствием энзиматических реакций ме-
тилирования и декарбоксилирования, протекаю-
щих в митохондриях печени [2]. Можно допус-
тить, что при усилении ПОЛ в митохондриях 
печени замедляется превращение ФС и ФЭА (реак-
ция декарбоксилирования) и ускоряется превра-
щение ФЭА в ФХ (реакция метилирования). Уточ-
нение механизма этих превращений в мембране 
ми тохондрий требует специальных исследований. 
Таким образом, ПОЛ в мембране митохондрий 
приводит к значительным изменениям липидного 
и фосфолипидного состава: ускорению гидролиза 
ФЭА и ЛФЭА, повышению синтеза ФС, ФК, ЛФК, 
СФМ, диглицеридов и эфиров холестерина, тор-
можению гидролиза ФХ, КЛ и их лизосоединений. 
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IMPACT OF LIPID PEROXIDATION ON THE LIPID AND 
PHOSPHOLIPID COMPOSITION IN THE MITOCHON-
DRIAL MEMBRANE DURING THERMAL INCUBATION 

К. T. Almatov, D. T. Mirtalipov, Kh. N. Musaev, 
О. T. Dzhamalova, D. A. Azimov 

Institute of Zoology and Parasitology, Uzbek Republic's Academy 
of Scicnccs, Tashkent 

Alterations in the contcnt of lipids and phosholipids were 
studied in rat liver mitochondrial membranes after long-term 
heating at 37°, pH 7,4, using FeS04-ascorbate as inductors of 
lipid peroxidation. Under these conditions, activation of lipid 
peroxidation in mitochondrial membranes led to a marked in-
crease in the rate of hydrolysis of phosphatidylethanolaminc and 
lysophosphatidylcthanolaminc, to elevated synthesis of phos-
phatidylscrinc, sphingomyelin, phosphatide and lysophosphatidic 
acids, diglyccridcs and cholesterol esters as well as to inhibit 
hydrolysis of phosphatidylcholine, cardiolipin and their lyso-dc-
rivatives. 
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ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ СУХОКРАХ-
МАЛЬНОЙ ПАТОКИ НА ТЕМПЫ УТИЛИЗА-
ЦИИ ГЛЮКОЗЫ В ЛИПИДНЫЕ, УГЛЕВОД-
НЫЕ И БЕЛКОВЫЕ КОМПОНЕНТЫ ПЕЧЕ-
НИ КРЫС 

Институт питания РАМИ, Москва 

В последние десятилетия за рубежом и в СНГ 
широко используются продукты ферментативно-
го расщепления крахмала и его фракций с целью 
создания продуктов детского и специализирован-
ного питания [7]. Это связано с тем, что потреб-
ность в медленноусвояемых и растворимых угле-
водах, являющихся прекрасным продуктом для 
больных диабетом и ожирением, очень высока. 
В то же время общепринятое представление 
о крахмале в составе продуктов как о медленно-
усвояемом углеводе оказалось сильно упрощен-
ным [6, 7]. 

Большое разнообразие природных крахмалов 
обусловлено не только их источниками (зерно-
вые, клубневые, бобовые, некоторые фрукты), но 
также различиями размеров, форм и составов их 
крахмальных гранул [6 ]. Физико-химические 
и пищевые свойства крахмалов, в частности тем-
пы переваривания и усвоения, зависят не только 
от их природы и структуры, но и в целом от 
химического состава и физических свойств пище-
вых продуктов, что справедливо и для других 
углеводов [2, 8]. 

Целью настоящей работы являлось изучение 
влияния двух образцов модифицированных крах-
малов, сухой кукурузной патоки, на утилизацию 
меченой глюкозы в липиды, гликоген и белки 
печени. 

М е т о д и к а . Работа выполнена на крысах-сам-
цах линии Вистар с начальной массой тела в 1-й 
группе 79 ±2,2 г, во 2-й 80 ±2,1 г и в 3-й 83 ±3,2 г. 

Животные получали рацион, содержащий 56% 
углеводов, 18% белка, 26% жиров (подсолнечное 
масло и лярд в соотношении 1:1) по калорий-
ности и необходимое количество витаминов, мак-
ро- и микроэлементов [3]. 

Крысы 1-й, контрольной, группы получали 
в качестве единственного источника углеводов 
кукурузный крахмал, 2-й группы — рацион, в ко-
тором крахмал был полностью заменен на сухую 
кукурузную патоку (НИИ крахмалопа точной 
промышленности), 3-й — сухокрахмальную пато-
ку (фирма «Церестар», Франция). 

Сухокрахмальная патока импортного произ-
водства (СКП) содержала 0,5% свободной глю-
козы от общего количества углеводов, 6,1% диса-
харидов в виде мальтозы; олигосахара и полиме-
ры от 3 и более глюкозных остатков составляли 
93,4%. Сухокрахмальная патока отечественного 
производства (декетрип-мальтоза — ДМ) содер-
жала 4,3% свободной глюкозы ог общего количе-
ства углеводов, 69,0% мальтозы и 26,7% олигоса-
харов. 

В день забоя в 9.00—9.15 ч каждой крысе 1-й, 
2-й и 12 животным 3-й группы впутрибрюшииио 

вводили по 1 мл инъекционной смеси 6-3Н- и 6-
14С—глюкозы. Остальным 12 крысам 3-й группы 
(СКП в качестве углеводов) впутрибрюшинно 
вводили по 1 мл смеси 6-3Н- и I С-глюкозы. 

В расчетах проводили нормирование результа-
тов, т. е. умножение полученных данных на коэф-
фициент, соответствующий введению по 100 мКи 
каждого из радиоактивно меченных индикаторов 
животному массой 300 г. При расчете отношения 
3 Н / 1 4 С введена поправка на величину этого от-
ношения в введенной смеси изотопов. 

Крыс декапитировали под эфирным наркозом 
через 0,5, 1, 2 и 3 ч после введения изотопной 
метки. Выделение белков, общих липидов и гли-
когена печени, их определение и измерение ра-
диоактивности проводили по ранее описанной 
методике [4]. Выделение триглицеридов печени 
крыс проводили общепринятым методом на ко-
лонке с силикагелем (L 100/250) с проверкой чис-
тоты разделения методом тонкослойной хрома-
тографии. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как видно 
из табл. I, замена крахмала на две разновид-
ности сухокрахмальной патоки — ДМ и СКП — 
в экспериментальном рационе не влияла на 
рост животных. Следует отметить также, что от 
характера углеводов пищи не зависело и содержа-
ние гликогена и липидов в печени животных 
(табл. 2). 

Динамика выведения 6-1 4С-глюкозы из сыво-
ротки крови подтверждает отсутствие ошибки 
при внутрибрюшинном введении индикаторной 
метки: во всех 3 экспериментальных группах жи-
вотных выведение меченой глюкозы из сыворот-
ки крови было одинаковым (рис. 1). 

Наибольшие различия при потреблении двух 
образцов сухокрахмальной патоки (ДМ и СКГ1) 
в сравнении с контрольной крахмальной диетой 
наблюдались при оценке включения меченой 
глюкозы в липиды и белки печени. Приняв коли-
чество радиоактивности, включившейся суммар-

Та б л и ц а 1 

Ростомассовыс показатели крыс при кормлении крахмалом 
и сухой крахмальной патокой в течение 30 дней 

Вид М а с с а гели, г 
у г л е в о д о в 
в р а ц и о н е 
у г л е в о д о в 
в р а ц и о н е 

н а ч а л ь н а я 
на 10-й д е н ь 

в с к а р м л и в а н и я к о н е ч н а я 

Крахмал (/7=12) 79 ±2,2 121 ± 2,9 238 ± 6,4 
ДМ (/7=12) 80±2,1 * 115±5,5 * 234±7,4* 
СКП (и = 24) 83 ± 3,2 * 115±3,8 * 257±6,3* 

П р и м е м а н и с. Здесь и в табл. 2 звездочка — различия 
недостоверны. 

Та б л и ц а 2 

Содержание липидок и гликогена (и мг на 1 г сырой ткани 
печени) в печени крыс 

Вид 
углеводов Липиды Гликоген 
и рационе 

Крахмал (п= 12) 49,0 ±2 ,4 38,0 + 5,3 
Д М ( /7=12) 47,0+1,7* 36,0 ± 4 , 4 * 
СКП (/7 = 24) 44,7+1,9* 35,0 + 3,2* 
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Рис. I. Скорость выведения 14С-глюкозы из сыворотки крови 
крыс. 
Здесь и на рис. 2, 4, 5 по оси абсцисс — часы; по оси ординат — расп/мин в 1 мл. 

но в белки, липиды и гликоген, выделенные из 
данного количества ткани печени, за 100%, опре-
делили долю радиоактивности, включившуюся 
в каждую из этих фракций, в процентах от этой 
суммы. Полученные результаты приведены 
в табл. 3. 

Из табл. 3 видно, что в гликоген печени вклю-
чается лишь от 0,5 до 1,4% от суммарной радио-
активности глюкозы. Эта величина оставалась 
такой же низкой во всех изучавшихся рационах. 
Около 98—99% от суммарной радиоактивности 
глюкозы включается в белки и липиды. На рас-
пределение метки между белками и липидами 
оказывал существенное влияние источник углево-
дов в пище. 

6-14С-глюкоза включалась в общие липиды пе-
чени в большем количестве у крыс, получавших 
контрольный крахмальный рацион, в то время 
как включение 6-14С-глюкозы в липиды печени 
при кормлении ДМ и СКП достоверно снижа-
лось. При этом включение 6-1 4С-глюкозы в липи-
ды печени при кормлении ДМ по сравнению 
с СКП было ближе к контрольным значениям 
(рис. 2). Кормление ДМ и СКП также уменьшало 
включение 6-14С-глюкозы в гликоген печени 
в сравнении с контролем. Наглядно эти законо-
мерности представлены на рис. 3. 

Та б л и ц а 3 
Распределение радиоактивности (в %) из меченой глюкозы 
между липидами, белками п гликогеном печени крыс, содержав-
шихся на рационах с разным углеводным составом 

Вид углеводов 
в рационе Белки 

Общие 
липиды 

6 - | 4 С 

6- н 

Контроль — крах 
мал (/7=12) 
ДМ (/7-12) 

Р 
СКП (/7 = 24) 

Р 
Контроль — крах 
мал (/7= 12) 
ДМ (//=12) 

Р 
СКП (/7 = 24) 

Р 

56,3 ±2 ,4 42,3 ± 1,7 1,40 ±0,4 

59,0 ±2,4 40,5 ± 1,5 0,50 ±0,2 
<0,05 <0,01 

63,3 ± 1,4 35,4 ± 1,4 0,75 ±0 ,3 
<0,01 <0,01 

- 66,5 ± 1,5 32,5 ± 1,5 1,00 ±0,4 

52,2 ±1,7 47,0 ±2,2 0,80 ±0,3 
<0,05 <0,05 

46,9 ± 1,3 51,8 ±2,8 1,30 ±0,4 
<0,01 <0,01 

Рис. 2. Включение 6-1 4С-глюкозы в липиды печени крыс. 
По оси ординат — расп/мин в 100 мг сырой ткани печени. Обозначения те же, что 
на рис. I. 

Рис. 3. Включение 6-1 4С-глюкозы в % от контроля в липиды, 
белки и гликоген печени крыс. 
а — Д М ; 6 — С К П . / — д о л я включения радиоактивности при кормлении крыс 
к р а х м а л о м (контроль) , принята за 100%; 2 — белки; 3 — гликоген; 4 — липиды. 

При использовании б-3Н-ипокозы для синтеза 
липидов печени выявлено, что доля включения 
6-3Н-глюкозы в случае кормления двумя разно-
видностями модифицированных крахмалов до-
стоверно увеличивается, причем включение 6-3Н-
глюкозы в липиды печени в группе с ДМ ближе 
к контрольным значениям, чем в группе с СКП 
(рис. 4). 

Отношение 3 Н/ 1 4 С неоднократно использо-
валось нами [1, 3, 4] для оценки сдвигов 

70" 

Рис.4. Включение б-3 Н-глюкозы в общие липиды печени 
крыс. 
Обозначения те же, что на рис. 2. 

35 



метаболических процессов, вызванных употреб-
лением различных углеводов в пище. На рис. 5 
наглядно представлен метаболический сдвиг 
при кормлении двумя типами патоки. 

Экспериментальные данные, полученные при 
использовании 6-14С-глюкозы в качестве пред-
шественника для синтеза белков, гликогена и ли-
пидов печени имеют определенную связь с теми 
данными, которые получены нами при использо-
вании 1-14С-глюкозы в предыдущих эксперимен-
тах [1]. Связь заключается в различной степени 
использования этих двух предшественников для 
синтеза некоторых структур печени, что в свою 
очередь связано с определенным соотношением 
пентозофосфатного и гликолитического путей 
утилизации глюкозы в организме. 

В рамках описываемого эксперимента 12 жи-
вотным 3-й группы (углевод — СКП) была вве-
дена изотопная смесь 1-14С- и б-3Н-глюкозы. 
Другим 12 животным этой группы была введена 
смесь 6-1 4С- и 6-3Н-глюкозы. Это позволило 
рассчитать отношение 6- 1 4С/1- 1 4С в григлицери-
дах печени крыс, получавших эту сухокрахмаль-
ную патоку, которые составляли 7,82+1,8, 
2,35 ±0,25 и 2,78+ 1,42 через 0,5, 1 и 2 ч соответст-
венно. 

Углерод из положения 6 глюкозы включается 
в триглицериды печени в гораздо большем коли-
честве, чем углерод из положения 1. Это является 
следствием того, что 1-14С-глюкоза частично ис-
пользуется на образование С 0 2 по пентозофос-
фатному пути, поэтому отношение 6- 1 4С/1- 1 4С 
в определенной степени может рассматриваться 
как показатель соотношения пентозофосфатного 
и гликолитического путей метаболизма глюкозы. 
Регуляция последнего имеет большое значение 
для жизнедеятельности клеток, особенно в тех, 
где интенсивно сингеризуются липиды (адипоци-
ты, гепатоциты), так как пентозофосфатный путь 
является поставщиком НАДФ Н 2 для синтеза 
жирных кислот [5]. 

Результаты эксперимента свидетельствуют, что 
продукты, полученные путем расщепления крах-

малов, могут вызывать сдвиги в метаболизме 
глюкозы в организме. При этом ДМ, богатая 
дисахарами, в частности мальтозой, вызыва-
ет меньшие отклонения в липидном обмене, 
чем СКП, богатая олигосахарами и полиме-
рами, содержащими от 3 и более глюкозных оста-
тков. 

Различие во включении углерода из положения 
1 в положение 6 глюкозы при замене крахмала на 
сухокрахмальную патоку указывает на сдвиг со-
отношения пентозофосфатного и гликолитиче-
ского путей в сторону увеличения активности по-
следнего. 

Таким образом, использование продуктов пере-
работки крахмала в качестве источника углево-
дов в питании здоровых и больных людей, вклю-
чая детей первого года жизни, должно операться 
на данные о темпах утилизации углеводов, что 
в свою очередь зависит от содержания моно-, 
дисахаридов и полимеров с большим количе-
ством глюкозных остатков. 
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EFFECT OF DIFFERENT TYPES OF DRY STARCH SYRUP 
ON THE RATES OF GLUCOSE UTILIZATION INTO RAT 
LIVER LIPID, CARBOHYDRATE, AND PROTEIN COMPO-
NENTS 

Zh. V. Antonova, O. A. Virovetz, M. M. Gapparov 

Institute of Nutrition, Russian Academy of Medical Sciences, 
Moscow 

Effect of a diet, containing dextran maltose and dry starch 
syrup, on some patterns of liver tissue metabolism were studied in 
young Wistar rats within 30 days. The animals of Control Group 
1 were kept on a diet containing corn starch as a source of 
carbohydrates; in Group 2 the starch was replaced by the dry 
starch syrup enrichcd with dissuccharidcs and especially with 
maltose; the dry starch syrup added into the Group 3 diet 
containing mainly oligosaccharides and polymers with high levels 
of glucose residues. The label mixtures of 6-3N- and 6-1 4C-
glucose as well as of 6-3H- and I-14C-glucosc were administered 
into the animals on the day of death. Analysis of the findings has 
shown that the products of starch hydrolysis may the specific 
parameters of glucose metabolism. Incorporation of the label into 
liver tissue lipids was similar to the control values in the group of 
animals kept on a diet enriched with maltose as compared with 
group 3. The glycolytic pathway of glucose utilization was more 
activated than the pentosephosphate pathway after substituting 
starch for dry starch syrup as shown by difTcrcnccs in the rates of 
carbon incorporation at positions I and 6 of a glucose molcculc. 
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Российская медицинская академия последипломного обуче-
ния, Москва 

Как известно, в патогенезе аллергических реак-
ций, протекающих по типу гиперчувствитель-
ности немедленного типа (ГНТ), так называемых 
атоний, активную роль играет калликреин-кини-
новая система плазмы крови. Активация этой 
ключевой для протеолитических ферментов плаз-
мы (ферментов свертывания, фибринолиза, ком-
понентов комплемента) системы может в значи-
тельной мере влиять на состояние больных через 
освобождение в плазме крови вазоактивиых пеп-
тидов, расширяющих капилляры, увеличиваю-
щих их проницаемость, усиливающих спазм глад-
кой мускулатуры бронхов [2, 22]. 

Одним из важных путей активации калликреин-
кининовой системы плазмы крови при аллергиче-
ских реакциях является, очевидно, ее взаимодей-
ствие с лейкоцитарными факторами, освобожда-
ющимися при активации клеток-эффектов по IgE-
зависимому механизму. «Секрет» обогащенных 
сенсибилизированными базофилами лейкоцитов 
в опытах in vitro непосредственно активирует 
фактор Хагемана и связанные с этим ферментом 
реакции [11]. 

Активация калликреин-кининовой системы 
и связанных с ней протеолитических систем 
плазмы крови пе является единственной патогене-
тически значимой реакцией со стороны активиро-
ванных нейтрофилов в развитии реакций ГНТ. 
Накопление значительного количества активиро-
ванных нейтрофилов в очагах немедленных ал-
лергических реакций в значительной мере обус-
ловливает признаки атонии, а в некоторых случа-
ях способствует формированию «шокового» 
органа [4, 14]. 

Одним из протеолитических ферментов нейтро-
филов, во многом определяющим патогенетичес-
кие свойства активированного нейтрофила, явля-
ется эластаза. Этот фермент, содержащийся 
в азурофильных гранулах, предназначен для про-
теоли тического расщепления фагоцитированных 
клеткой объектов, однако при определенных 
условиях дегрануляционной активности нейтро-
филов попадает во внеклеточную среду. Лейкоци-
тарная эластаза — сериновая протеиназа с очень 
широкой субстратной специфичностью, способ-
ная расщеплять многие биологические субстраты, 
в том числе факторы свертывания и фибринолиза 

[9, 13, 18, 19], компоненты комплемента [9], 
транспортные белки [15], иммуноглобулины [12] 
и, наконец, основное вещество — коллагеновые 
и эластииовые волокна соединительной ткани 
[10, 16, 17, 21 ]. Показано, что эластаза стимули-
рует секрецию слизи в респираторном тракте 
[23], в том числе при аллергических реакциях 
[24]. 

Эластаза, являясь маркерным ферментом де-
грануляционной стадии активации нейтрофилов, 
в плазме крови или других биологических жидко-
стях может служить диагностическим и прогно-
стическим признаком глубокой воспалительной 
реакции. 

Целью настоящей работы являлась оценка ин-
формативности определения эластазоподобной 
активности в плазме крови больных атониями 
как объек тивного признака участия нейтрофилов 
в патогенезе заболевания. 

В результате анализа полученных величин ак-
тивности эластазо- и трипсиноподобных протеи-
наз, а также уровня антитриптической активности 
предложен ингибиторно-протеазный индекс 
(ИПИ) как показатель степени тяжести патологи-
ческого процесса. 

М е т о д и к а . Обследовано 65 больных, находя-
щихся на лечении в аллергологическом стациона-
ре. Всем больным проводилось общеклиническое 
и специфическое аллерт©логическое обследова-
ние, исследование функции внешнего дыхания 
в период обострения и ремиссии (у больных ато-
нической брохиальной астмой). 

Больные были разделены на группы. 
1-ю группу составил 21 больной поллинозом 

(аллергическим риноконъюнктивитом без легоч-
ных проявлений) в возрасте от 18 до 45 лет: 
17 обследованы в состоянии обострения в сезон 
палинации, 7 — не только в период обострения, 
но и ремиссии вне сезона палинации. 4 больных 
было обследовано лишь в фазу ремиссии вне 
сезона палинации. 

2-ю группу составили 36 больных атонической 
бронхиальной астмой, обусловленной пыльцевой 
сенсибилизацией, аллергией к домашней пыли 
или их сочетанием. Возраст больных, как и в 1-й 
группе, от 18 до 45 лет. 27 больных были об-
следованы как в фазу ремиссии (вне периода па-
линации), так и в фазу обострения; 3 больных — в 
состоянии ремиссии и 6 — в фазу обострения. 
32 больных наряду с астмой имели также прояв-
ления аллергического риноконъюнктивита. 

28 больных с атонической бронхиальной аст-
мой получали препарат дитек («Boehringer 
Ingelheim», Германия) в виде ингаляций аэрозоля, 
из них 10 больных — в терапевтической дозиров-
ке (по 2 дыхательные дозы 4 раза в день) в тече-
ние 2 нед с последующей постепенной отменой 
препарата; эти больные обследовались в фазу 
обострения и через 2 нед от начала применения 
препарата. 18 больных получали препарат в той 
же дозировке в течение 4 нед с постепенной по-
следующей отменой препарата и обследовались 
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как до назначения дитека, так и через 1, 2 и 4 нед 
от начала применения препарата. У больных с тя-
желой и ереднетяжелой степенью астмы препарат 
назначался в первые 3—7 дней совместно с ксан-
тиновыми производными. Среди больных атони-
ческой бронхиальной астмой 20 больных имели 
легкую, 13 — среднетяжелую и 3—тяжелую сте-
пень заболевания. 

В 3-ю группу вошло 8 больных с атоническим 
дерматитом, у 3 из них данное заболевание соче-
талось с поллинозом без легочных проявлений. 
Все больные были обследованы как в момент 
обострения, так и в период ремиссии. Возраст 
больных также был в пределах 18—45 лет. 

Больные всех указанных групп не имели выяв-
ленных сопутствующих заболеваний, сопровож-
дающихся воспалительным процессом. 

Общую трипсиноподобную активность сыво-
ротки крови определяли, используя ВАЕЕ (этило-
вый эфир N-a-бензоил-Ь-аргинина) в качестве 
субстрата [7, 25]. Антитриптическую активность 
(а-1 ПИ) в сыворотке крови определяли методом 
[1]. Для определения эластазоподобной актив-
ности сыворотки крови использовали ВОС-А1а-
ONp (терт-бутокси-карбонил-Ь-аланин-паранит-
рофениловый эфир) в качестве субстрата [5, 26]. 

Препарат лейкоци тарной эластазы получен ме-
тодом, описанным в [3]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
определения суммарной протеолитической ак тив-
ности сериновых протеиназ трипсинового типа 
у больных поллинозом без легочных проявлений 
(ПОЛ), с атонической бронхиальной астмой 
(АБА) и с атоническим дерматитом (АД) приве-
дены в таблице. В таблице суммированы данные 
по антипротеолитическому потенциалу и эласта-
зоподобной активности сыворотки крови тех же 
групп больных. 

Суммарная активность протеолитических фер-
ментов, расщепляющих ВАЕЕ в сыворотке крови 
больных атомическими заболеваниями во всех ис-
следованных группах, практически не отличалась 
от соответствующей величины в сыворотке крови 
лиц контрольной группы (360 + 20 мЕ/мл). В 1-й 
группе (ПОЛ) была отмечена минимальная вели-
чина ВАЕЕ-эстеразной активности 
(318,4 + 50,8 мЕ/мл). По мере появления призна-
ков бронхиальной астмы (2-я группы больных — 
АБА) ВАЕЕ-эстеразная активность возрастала 
(380,3 + 30,0 мЕ/мл). Максимальное значение 
этот суммарный показатель имел у больных 3-й 
группы — АД (405 + 8,32 мЕ/мл), что могло сви-

детельствовать об определенной тенденции к ак-
тивации протеолитических процессов в плазме 
крови у этих больных. 

Наблюдаемая тенденция к увеличению общей 
протеолитической активности плазмы крови 
соп ровождал ась пап равлен 11 ы м в обратную 
сторону изменением анти трип тическото потен-
циала плазмы крови. Рассматривая антитрипти-
ческую активность плазмы как потенциальную 
емкость a-1 -протеиназиого ингиби тора — глав-
ного ингибитора сериновых протеиназ плаз-
менного и клеточного происхождения [20], мы 
пришли к заключению о значительном умень-
шении его активности в направлении: ПОЛ 
(26,9 + 3,1 ИЕ/мл)-+АБА (21,2 + 2,0 И Е / м л ) - А Д 
(19,1 1 ±4 ,7 ИЕ/мл). 

Наблюдаемые изменения показателей суммар-
ной протеолитической активности и потенциаль-
ной активности а-1-ПИ, очевидно, типичны для 
плазмы крови при хроническом воспалении, если 
рассматривать уменьшение аи титриптического 
потенциала плазмы как следствие интенсивного 
его потребления активными плазменными и кле-
точными протеиназами. 

Подтверждению данного положения служит 
третий показатель, измеренный в плазме кро-
ви обследованных больных (см. таблицу): эла-
с газоподобная (BOC-Ala-ONp-эстеразная) ак-
тивность. Как видно из таблицы, данная ак-
тивность в 1,7 раза превышала норму у больных 
ПОЛ и в 2,4 раза у больных АД. Повышение 
эластазоподобной активности сыворотки крови 
обследованных больных может свидетельство-
вать об активации у них полиморфноядерных 
лейкоцитов и активно протекающих в плазме 
крови и тканях процессах нейтрофильной де-
грануляции с освобождением лейкоцитарной эла-
стазы. 

Фаза ремиссии у всех обследованных больных 
сопровождалась снижением эластазоподобной 
активности плазмы, хотя этот показатель все-
таки превышал норму в 1,3—1,7 раза 
(210 + 23,9 мЕ/мл у ПОЛ и 266,3±24,2 мЕ/мл 
у АД). Снижение эластазоподобной активности 
сопровождалось повышением уровня а-1-П И 
у больных АБА и АД. 

Для объективизации оценки степени сбаланси-
рованности антипро теолитической и протеолити-
ческой системы сыворотки крови мы предложили 
И ПИ, численно равный отношению антитрипти-
ческого потенциала ( И Е / m j i ) к эластазоподобной 
активности (Е/мл). И ПИ, рассчитанный для лиц 

Суммарная трипсинонодобнаи (ВАЕЕ-эстеразная), эластазонодобная (BOC-AI^-ONp-эстеразная), антитриптичсскаи активность 
и ИМИ сыворотки кропи больных (А/ ] ///) 

Обострение Ремиссия 

Обследование 

п 
ВАЕЕ-эсте-
разная ак-
тивность, 

м Е / м л 

ВОС-эстеразная 
активность, 

м Е / м л 

аититрипти-
ческая ак-
тивность , 

И Е / м л 
И П И п 

ВАЕЕ-эсте-
разная ак-
тивность , 

м Е / м л 
Р 

ВОС-эсте-
разная ак-
тивность , 

м Е / м л 
Р 

антитрипти-
ческая ак-
тивность, 

И Е / м л 
Р И П И 

К о н т р о л ь 5 360 ± 20 1 6 0 ± 1 0 29,9 ± 1,2 187,0 5 3 6 0 ± 2 0 160 ± 10 29,9 ± 1,2 187,0 

ПОЛ 17 318,4 + 50,8 267,9 ± 19,6 *** 26,9 + 3,1 
р > 0 , 0 5 • (1,001 > 0 , 0 5 

Л Б А 33 380,3 + 20,0 283 ,5+ 19,6 *** 21,2 + 2,0 
р > 0 , 0 5 0,001 0,001 

А Д 8 405,8 + 83,2 380,3 + 20,8 * ** 19,11 + 4 , 7 А Д 
Р > 0,05 <0,001 0,05 

П р и м е ч а \ 1 и е. /? < 0,01 между показателями разных групп: * — между пока 

100,4 II 328 + 60,0 > 0 , 0 5 2 1 0 , 6 ± 2 3 , 9 > 0 , 0 5 24,1 ± 5 , 3 > 0 , 0 5 114,2 
> 0 , 0 5 > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 

74,9 30 374,3 ± 27,6 > 0 , 0 5 223 ,9± 12,6 <0 ,01 24,2 + 2,1 > 0 , 0 5 108,1 
> 0 , 0 5 <0,001 < 0 , 0 5 

50,3 8 490,3 + 71,6 > 0 , 0 5 266,3 ± 2 4 , 2 <0 ,01 25,5 + 6,1 > 0 , 0 5 95,9 
> 0 , 0 5 <0 ,01 > 0 , 0 5 

елями данной и 1-й групп, ** — данной и 2-й групп, * * * — д а н н о й и 3-й групп. 
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Рис. I. Суммарная активность трипсино-, эластазоподобных нротсиназ, антитриптический потенциал 
и ингибиторно-протеазный индекс сыворотки крови больных. 
Здесь и на рис. 2 по осям значения ВАЕЕ-эстеразной активности и м Е / м л ( I ) , ВОС-эсгеразной активности в м Е / м л ( I I ) , антитринтической 
активности в И Е / м л ( I I I ) , ингибиторио-протеазный индекс (IV). N — норма , ПОЛ при выраженных ( I ) . стертых проявлениях (2) 
и ремиссии (3 ) . 

контрольной группы, составил 187,0. Значения 
ИПИ сыворотки крови больных ПОЛ, АБА 
и АД, как видно из таблицы, ниже ИПИ лиц 
контрольной группы соответственно в 1,9, 2,4 
и 3,7 раза, что, по-видимому, свидетельствует 
о наличии значительного дисбаланса между про-
теолитической и антипротеолитической система-
ми плазмы крови, усиливающегося в направле-
нии ПОЛ (100,4) -> АБА (74,9) АД (50,3). 

В ремиссию ИПИ у больных всех групп возрас-
тает, не достигая, однако, нормы, что свиде-
тельствует, очевидно, об отсутствии полной сба-
лансированности в системе протеолиз — аитипро-
теолиз у больных с атоническими заболеваниями 
даже в фазу ремиссии. 

Углубленный анализ состояния больных ПОЛ 
и разделение их на подгруппы с выраженными 
и стертыми проявлениями болезни позволили бо-
лее детально охарактеризовать описанные выше 
протеолитические свойства их сывороток крови. 
На рис. 1 представлены гистограмма ВАЕЕ-эсте-
разной, трипсиноподобной, ВОС-эстеразной (эла-
стазоподобпой), антитрип тической активностей 
и ИПИ плазмы крови больных ПОЛ в подгруп-
пах: 1-я — выраженные клинические проявления, 
2-я — стертые клинические проявления и 3-я — ре-
миссия. Действительно, уровень общей трипсино-
подобной активности сыворотки крови очень ма-
ло отличался от нормы во всех 3 группах боль-
ных. Уровень эластазоиодобной активности, 
напротив, у больных 1-й группы с выраженными 
проявлениями аллергического риноконъюнкти-
вального сиггдрома возрастал по сравнению с но-
рмой в 1,8 раза. У больных со стертыми прояв-
лениями эта активность была в 1,4 раза выше 
нормы, оставаясь повышенной даже в период 
клинической ремиссии. Антитриптический потен-
циал плазмы крови практически не отличался от 
нормы. ИПИ у больных с выраженными клиниче-
скими проявлениями ПОЛ был существенно ниже 
нормы (95,4). ИПИ больных со стертыми прояв-
лениями аллергического риноконъюнктивита 
практически не отличался от значений ИПИ в фа-
зу ремиссии. Этот факт позволяет предположить 
зависимость между величиной ИПИ (следова-

тельно, степенью дисбаланса в системе протео-
лиз— антипротеолиз) и тяжестью клинических 
проявлений атонического заболевания. 

Анализ протеолитической активности и инги-
биторного потенциала у больных с атониче-
ской бронхиальной астмой в зависимости от сте-
пени тяжести течения заболевания подтвердил 
и прояснил полученные у больных ПОЛ законо-
мерности. 

На рис. 2 приведены гистограммы ВАЕЕ-
и ВОС-эстеразной активности, а также антитрип-
тического потенциала и значений ИПИ больных 
тяжелой, среднетяжелой и легкой формами кли-
нических проявлений в фазу обострения и ремис-
сии болезни. 

Как и в случае ПОЛ, гриисииоподобная актив-
ность плазмы не отличалась от показателей нор-
мы во всех подгруппах, тогда как эластазоподоб-
ная активность оказалась в 2,7 раза выше нормы 
в подгруппе тяжелой АБА, в 2,1 раза при средне-
тяжелой АБА и в 1,4 раза при легкой форме 
заболевания. В фазу ремиссии болезни увеличе-
ние эластазоиодобной активности по подгруппам 
сохранялось, хотя абсолютные значения актив-
ностей были значительно ниже, чем в фазу обо-
стрения (см. рис. 2,/>). 

Антитриптический потенциал сыворотки крови 
больных во всех подгруппах в фазу обострения 
(см. рис. 2, А) был снижен на 20—30% по срав-
нению с нормой, что подтверждает отмеченную 
ранее закономерность обратной зависимости 
уровня ингиби торного потенциала от активности 
нейтрофилов и, в частности, от величины эла-
стазоиодобной активности плазмы. В фазу ре-
миссии уровень ингибитора у больных легкой 
и среднетяжелой формами менялся незначитель-
но, тогда как у больных тяжелой формой по-
вышался поч ти в 2 раза, что, по всей вероятности, 
можно объяснить уменьшением пресса со сторо-
ны инактивирующего и истощающего действия 
активных нейтрофилов на a - l -ПИ. Наибольший 
дисбаланс между клеточными эластазоподобны-
ми протеиназами и плазменным антитриптиче-
ским потенциалом характерен для больных тя-
желой формой АБА (ИГ!И 55,3), наименьший 
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Рис. 2. Суммарная активность трипсино- и эластазоподобных протеиназ, антитриптический потенциал 
и иигибиторно-протсазный индекс крови больных. 
Л Б А тяжелой ( I ) , среднетяжелой (2), легкой ( 3 ) ф о р м в фазе обострения (А) и ремиссии (Б). 

(ИПИ 91,9) — легкой формой заболевания. В ре-
миссию равновесие в системе протеиназы — ин-
гибиторы частично восстанавливается, однако 
ИПИ не достигает величины, соответствующей 
норме (контрольная группа). 

Терапия АБА препаратом дитек, проведенная 
в течение 2—4 нед, показала, что улучшение со-
стояния больных с учетом данных физикального 
обследования, показателей функции внешнего 
дыхания, а также их самочувствия сопровожда-
лось резким (в течение 1-й недели) снижением 
эластазоиодобной активности при высокой ста-
бильности остальных показателей сыворотки 
крови больных, в том числе антитриптического 
потенциала плазмы (рис. 3). При последующем 
лечении уровень эластазоиодобной активности 
практически не изменялся. 

Для выяснения механизма влияния дитека на 
эластазоподобную активность сыворотки крови 
изучили воздействие одного из его компонентов 
(динатриевого хромогликата — ДНХГ) непосред-
ственно на препарат лейкоцитарной эластазы. На 
рис. 4 приведены результаты такого определения, 

свидетельствующие о том, что Д Н Х Г подавляет 
активность лейкоцитарной эластазы и увеличива-
ет эффект в зависимости от дозы, хотя макси-
мальное количество заингибированной эластазы 
не превышает 50% от исходной активности. Оче-
видно, прямое действие препарата на нативную 
лейкоцитарную эластазу является одной из со-
ставляющих его терапевтического эффекта при 
АБА, при этом 20 мг ДНХГ подавляется 1,93 мЕ 
эластазы. Интересно, что антитриптический по-
тенциал плазмы крови при этом практически не 
изменяется. 

Сбалансированность в системе протеолиз — 
антипротеолиз, очевидно, наступала также в тече-
ние 1-й недели применения препарата — за это 
время ИПИ плазмы крови больных резко повы-
шался— с 76,6 до 116,8. В течение 2-й недели 
данный показатель несколько снижался — до 97,7 
и в течение 2 последующих недель практически не 
менялся (92,3 в конце 4-й недели применения пре-
парата). 

В более ранней работе мы показали, что при 
атониях (поллиноз как с легочными проявлеии-
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Рис. 3. Влияние препарата дитек на антитриптическую актив-
ность (1), трипсино- (2) и эластазоподобную активность (3) 
плазмы крови больных ABA. 
П о горизонтальной оси — время (в нед), по левой вертикальной оси — BAEE-
и ВОС-эстеразпая активность (в мЕ/мл) , по правой вертикальной оси — антитрип-
тическая активность (в ИЕ/мл) . N — норма. 

ями, так и без таковых, острая крапивница) 
происходит активация калликреин-кининовой 
системы, сопровождающаяся увеличением ак-
тивности калликреииа и снижением содержа-
ния прекалликреина [2]. Известно, что калли-
креин-кининовая система регулирует активность 
как свертывающей, так и фибринолитической 
систем со значительным преобладанием актив-
ности последней [6]. Однако, как показывают 
результаты этой работы, высокая активность 
калликреина почти не повлияла на уровень сум-
марной ВАЕЕ-эстеразной активности плазмы 
у больных атониями. Тенденция к повышению 
трипсиноподобной активности плазмы могла 
быть отмечена лишь у больных АБА и АД. Столь 
высокая стабильность сериновой трипсииопо-
добной активности плазмы крови у таких боль-
ных объясняется, очевидно, полной сбалансиро-
ванностью основных сериновых протеиназ плаз-
мы крови и соответствующих плазменных инги-
биторов. 

Наши результаты свидетельствуют об актива-
ции нейтрофилов при атониях и высоком уровне 
эластазоподобной активности в плазме крови 

Рис. 4. Воздействие динатриевого хромогликата на лейкоци-
тарную эластазу in vitro. 
По оси а б с ц и с с — д о з а иитала (проба), мг; по оси ординат — ингибировапие лей-
коцитарной эластазы, %. Активность эластазы по MeOSucAlaAlaProValpNa со-
ставляла 1,33 Е/мл при изменении в следующих условиях: 900 ц1 (0,9 мл) 0,1 М 
трис-НС1-буфера рН 7,5; 0,5 М NACI; 100 ц1 субстрата в конечной концентрации 
0,3 - 1 0 3 М; 25° С. 

всех групп больных, особенно в фазе обострения 
при клинически тяжелой форме болезни. Как из-
вестно, лейкоцитарная эластаза, попадающая во 
внеклеточное пространство при дегрануляции ак-
тивированных лейкоцитов, может усугубить тя-
жесть состояния больных стимулирующим воз-
действием на секрецию слизи в респираторном 
тракте [22, 23]. 

Полученное в данной работе соответствие меж-
ду степенью выраженности заболевания и эласта-
зоподобной активностью плазмы крови делает 
возможным использование этого показателя как 
объективного признака при обследовании боль-
ного и контроля за лечением. 

Результаты исследований позволяют пред-
ложить ИПИ как объективный критерий в 
оценке степени тяжести патологического про-
цесса. 
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INVOLVEMENT O F N E U T R O P H I L S IN PATHOGENESIS 
O F A L L E R G I C I N F L A M M A T I O N . EVALUATION A N D 
PROGNOSIS O F ATOPIC DISEASES BY M E A N S O F T H E 
INHIBITORY-PROTEASE INDEX 

• .. 

S. G. Puzhko, V. L. Dotsenko, E. A. Neshkova, L. A. Goryach-
kina, N. M. Nenasheva 
Russian Medical Academy for Postgraduate Training of Physi-
cians, Moscow 

Total trypsin-likc (BAEE esterase), elastase-like (BOC esterase) 
and antitryptic activities were studied in blood serum of patients 
with atopic diseases. The elastase-like activity was increased in 
blood serum of all the patients examined during the acute period 
of the disease; the enzyme activation depended on the pathology 
severity and clinical picture manifestations. The increase in blood 
plasma total proteolytic activity correlated with reverse alteration 
in blood antitryptic potential. The data obtained suggest that 
activation of neutrophils occurred in atopic diseases, thus the rate 
of elastase-like activity in blood might be used as an objective 
pattern in examination of patients and in checking of treatment 
course. The developed inhibitory-protease index may serve also as 
a criterion in evaluation of the pathological state severity. 
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ИЗУЧЕНИЕ БЕЛКОВОГО СОСТАВА СКЕЛЕТ-
НОЙ МЫШЦЫ ЧЕЛОВЕКА ПРИ БОКОВОМ 
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Боковой амиотрофический склероз (БАС) — тя-
желое прогрессирующее заболевание центральной 
нервной системы, характеризующееся поражени-
ем сегментарно-ядерных мотонейронов спинного 
мозга и мозгового ствола, а также корковых дви-
гательных клеток и пирамидных трактов. Заболе-
вание чаще регистрируется как спорадическое, хо-
тя описаны и семейные случаи [3, 9]. В каталоге 
Мак-Кьюсика выделено 6 менделирующих форм 
БАС: 3 аутосомно-доминантпых (по каталогу 
Мак-Кьюсика № 10540, 10550 и 10555) и 3 аутосо-
мно-рецессивмых (№ 20510, 20520 и 20525) [7]. 
Недавно на 21-й хромосоме был картирован геи 
одной аутосомно-домииантной (№ 10540) формы 
БАС [7, 8]. Результаты исследования антигенов 
HLA при спорадических случаях БАС также свиде-
тельствуют о роли наследственных факторов 
в развитии данного заболевания [3, 7]. Однако 
вопросы патогенеза БАС остаются недостаточно 
изученными по настоящее время. Одно из ведущих 
клинических проявлений БАС — выраженные мы-
шечные атрофии, сопровождающиеся нарушения-
ми в структурно-молекулярной организации мы-
шечной ткани и соответственно качественными 
и количественными изменениями спектра белков 
в пораженной мышечной ткани, обусловленными 
нарушениями регуля горной функции. 

В последние годы для изучения первичных или 
иных генетически детерминированных дефектов 
продуктов генной экспрессии и выявления их свя-
зи с этиологией и патогенезом заболеваний широ-
кое распространение получил метод двухмерного 
электрофореза [4, 5]. 

Образцы скелетной мышцы, использованные для анализа двух-
мерным электрофорезом 

Воз-
Наимспонание м ы ш ц ы Пол раст, Д и а г н о з 

годы 

m. gastrocnemius 
dextra (я = 5) М. 40—55 Норма 

т . gastrocnemius 
dextra М. 52 БАС, шейно-грудная 

форма, стадия генерали-
зации 

М. 49 То же 
М. 31 » » 
м . 41 » » 
ж . 52 БАС, бульбарная форма, 

стадия генерализации 

m. gastrocnemius 
sinistra M. 53 БАС, шейно-грудная 

форма, стадия генерали-
зации 

M. 42 Т о ж е 

m. triceps 
sinistra М. 32 То же 

В настоящей работе проведено изучение изме-
нений полипептидного состава скелетной мышцы 
человека при БАС методом двухмерног о электро-
фореза. 

М е т о д и к а . В работе использовали биоптаты 
скелетной мышцы от больных БАС и материал, 
полученный после операций по поводу травм (но-
рма). Клиническая характеристика и виды анали-
зируемых образцов скелетной мышцы представ-
лены в таблице. До исследования образцы храни-
ли при —70° С. Приготовление образцов для 
фраикционирования двухмерным электрофоре-
зом и фракционирование двухмерным электро-
форезом по О'Фареллу с некоторыми модифи-
кациями проводили, как описано ранее [10]. 
В отдельной серии экспериментов изоэлектрофо-
куейрование (ИЭФ) проводили в неравновесных 
условиях и прекращали при наборе 1700 В/ч. Ви-
зуализацию белков проводили окрашиванием ге-
лей кумасси голубым R-250 [6]. Анализ распре-
деления фракций на двухмерных электрофорег-
раммах проводили визуально, используя 
модифицированный метод Камингса [2]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При проведе-
нии сравнительного анализа белкового состава 
скелетной мышцы человека m. gastrocnemius в но-
рме и биоптатов m. gastrocnemius и т . triceps, 
полученных от больных БАС, основные законо-
мерности распределения белковых фракций на 
двухмерных электрофореграммах сохранялись 
постоянными. 

На рис. I представлены двухмерные электро-
фореграммы белков миокарда и скелетной мыш-
цы человека в норме (я = 5) и при БАС (я = 8) 
с обозначением некоторых из известных белков 
скелетной мышцы. Идентификация белков на 
двухмерных электрофоре! раммах основана на ко-
электрофорезе белков скелетной мышцы и ми-
окарда человека, ряд фракций которого ранее 
был идентифицирован посредством иммуноблот-
тинга, секвенирования белков и коэлектрофореза 
с чистыми препаратами белков [I ]. При анализе 
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Рис. 1. Двухмерные электрофореграммы 
мышечных белков человека. 
а — m. gastrocnemius в норме; б — т . gastrocnemius при 
БАС; в — м и о к а р д в норме с обозначениями некоторых 
из известных белков. С л е в а — з н а ч е н и я молекулярных 
масс (в кД), соответствующие положению белков-стан-
дартов ; внизу — пределы значений градиента рН. А — 
актин; Ал — альбумин; ТМ— троиомиозип; МГ—миог-
лобин; ЛЦМ — легкая цепь миозина; ГД—глицераль-
3-фосфатдегидрогеназа; В К — а - ц е п ь В-кристаллипа; 
СБ—'белок, связывающий жирные кислоты. Велки, ис-
чезающие при БАС (мол. м., кД/р! — 35/5,9, 35/6,0, 35/ 
6,1), отмечены стрелками и выделены квадратом . 

о 
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Рис. 2. Фрагменты двухмерных электрофореграмм 
с белками, имеющими изменения у больных ВАС. 
а — н о р м а л ь н а я скелетная м ы ш ц а , зона Л Ц М ; а2, аЗ— варианты 
изменений количественной представленности Л Ц М 2 и 3 у разных 
больных; 6 — и з м е н е н и я представленности белка с мол . м. 29 кД (6,1; 
отмечен стрелкой); 6/— норма , сердечная м ы ш ц а ; 62 — норма , ске-
летная м ы ш ц а ; 6 3 — Б А С , промежуточный вариант между сердечной 
и скелетной мышцей; 6 4 — В А С , сердечный тип представленности 
белка; « — изменения представленности белка с мол . м. 30 кД (6,7); 
al — норма ; н2 — БАС. 

не было выявлено существенных качественных 
и количественных различий во фракциях, соот-
ветствующих а- и (3-цепям тропомиозина, легкой 
цепи миозина (ЛЦМ) 1, актину, альбумину, гли-
цераль-3-фосфатдегидрогеназе, миоглобину, ге-
моглобину, а-цепи В-кристаллина и белку, свя-
зывающему жирные кислоты. 

Наиболее специфичным и характерным измене-
нием в составе белкового спектра скелетной 
мышцы при БАС явилось исчезновение или рез-
кое уменьшение количественной представлен-
ности 3 белковых фракций с мол. м. 35 кД и pi 
5,9, 6,0 и 6,1 (см. рис. I, обозначены квадратом). 
Данное изменение было выявлено у всех 8 об-
следованных пациентов. Следует отметить, что 
данная группа белков является специфичной для 
скелетной мышцы человека в сравнении с мыш-
цей сердца. Дальнейшая работа с этими белковы-
ми фракциями, и в первую очередь их идентифи-
кация через секвенирование, представляет интерес 
для выявления молекулярных маркеров и изуче-
ния механизмов патогенеза БАС. 

Кроме вышеописанных изменений в составе 
белков скелетной мышцы, также детектировалась 
определенная вариабельность в ряде других бел-
ковых фракций, в частности во фракциях ЛЦМ 
2 и 3. У разных больных соотношение ЛЦМ 
2 и 3 менялось как по сравнению с нормой, так 
и между собой (рис. 2, а), может быть обуслов-
лено генетически детерминированной вариабель-
ностью содержания разных типов скелетио-мы-
шечных волокон (быстрых и медленных) и не 

связано с патогенезом заболевания. Следует от-
метить, что в анализируемых образцах скелетной 
мышцы в норме обычно преобладает медленный 
тип скелетио-мышечных волокон, для которых 
характерны наличие ЛЦМ 1 и 2 и только следо-
вые количества ЛЦМ 3. У больных БАС в 2 слу-
чаях присутствовал вариант, близкий к норме, но 
у 6 наблюдалась значительно более выраженная 
представленность ЛЦМ 3, что может служить 
свидетельством изменения количества быстрых 
и медленных скелетно-мышечных волокон в ана-
лизируемых мышцах и соответственно генерали-
зации процесса. 

Было также отмечено увеличение количества 
белка с мол. м. 29 кД (р! 6,1). У 4 больных 
количество данной фракции соответствовало ко-
личеству данного белка, представленного в мыш-
це сердца человека, у 4 других сохранялось про-
межуточное количество между мышцей сердца 
и нормальной скелетной мышцей (рис. 2, б). Уме-
ренное увеличение, варьирующее у разных боль-
ных, отмечено также для белка с мол. м. 30 кД 
и pi 6,7 (рис. 2, в). 

При использовании в первом направлении не-
равновесного варианта ИЭФ образцов скелетной 
мышцы (п = 4) в анализ попадает дополнительно 
ряд фракций белков с щелочными значениями р! 
(рис. 3). Количество одной из таких фракций ока-
залось резко увеличенным у 2 пациентов, и оно 
коррелировало с повышенной представленно-
стью ЛЦМ 3, что, вероятно, сможет являться 
маркером генерализации процесса. 

Рис. 3. Фрагмент двухмерной 
электрофореграмм ы белков 
скелетной мышцы. 
Изменение количественной представ-
ленности белка с мол . м. 25 кД, детек-
тируемого при неравновесном вариа-
нте И Э Ф (отмечен стрелкой), а — н о р -
ма; 6 — Б А С . 
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Таким образом, из анализируемого спектра 
белков скелетной мышцы при БАС отмечаются 
изменения не более чем в 5% из них, и только 
изменения одной группы явились специфичными 
при БАС. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
ГНТП «Приоритетные направления генетики» 
(грант 6.53). 
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Protein composition of human skeletal muscle impaired with 
lateral amyotropic sclerosis was studied by means of two-dimen-
sional electrophoresis. Some protein fractions were altered. Char-
acteristic property of all the preparations studied proved to be 
disappearance of three protein fractions of 35 kDa molecular mass 
and with pi 5.9, 6.0 and 6.1. 
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ДВЕ ФОРМЫ АЛЬДОЗОРЕДУКТАЗЫ В ЭРИ-
ТРОЦИТАХ БОЛЬНЫХ ИИСУЛИНЗАВИСИ-
1МЫМ САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 

Московская медицинская академия им. И. М. Сеченова 

Альдозоредуктаза (альдитол: NADP ^-оксидо-
редуктаза, АР; К.Ф. 1.1.1.21) катализирует реак-
цию восстановления глюкозы до многоатомного 
спирта сорбитола, используя в качестве вто-
рого субстрата восстановленную форму NADP. 
Эта реакция является началом так называемого 
сорбитолового пути утилизации глюкозы в ор-
ганизме человека и животных [II]; второй реак-
цией является окисление сорбитола во фруктозу, 
катализируемое вторым ферментом данного пу-
ти — L-сорби голдегидрогеназой (К.Ф. 1.1.1.14) 
[19]. 

В физиологических условиях скорость функцио-
нирования сорбитолового пути незначительна 
[10]. Однако при диабете интенсивность этого 
пути значительно возрастает. Особенно это каса-
ется инсулиннезависимых тканей, поскольку про-
никновение в них глюкозы определяется уровнем 
гликемии и не зависит от инсулина. При этом 
инсулиннезависимые ткани способны утилизиро-
вать до 30% всей глюкозы, потребляемой клет-
кой [19]. 

Рядом авторов показано увеличение уровня 
сорбитола и фруктозы при сахарном диабете у че-
ловека в эритроцитах, хрусталике, спинномозго-
вой жидкости, нервах [3, 8, К), 13]. Неспособ-
ность этих соединений диффундировать через 
клеточную мембрану является биохимической ос-
новой развития ряда осложнений сахарного диа-
бета: ка гарак гогенеза, ретинопатии, пол иней ро-
патии и нефропаш^и [10, 13]. 

АР является ключевым ферментом сорбитоло-
вого пути, определяющим скорость его функцио-
нирования [10]. Этот фермент обнаружен прак-
тически во всех инсулиннезависимых тканях чело-
века и животных: мозге, нервах, аорте, 
эритроцитах, плаценте, хрусталике, почках 
и мышцах, откуда он к настоящему времени вы-
делен и очищен практически до гомогенного со-
стояния [8, 9, 12—16, 20]. Достаточно хорошо 
изучены физико-химические и кинетические 
свойства АР. Однако работ, касающихся свойств 
и функционирования АР при сахарном диабете, 
очень мало. Известно, что в условиях гиперглике-
мии происходит активация АР в эритроцитах че-
ловека [18], однако детального исследования это-
го факта не проведено. Поэтому изучение свойств 
АР у больных сахарным диабетом является до-
статочно актуальной задачей. 

В качестве источника для исследования данно-
го фермента у больных сахарным диабетом как 
наиболее удобного объекта нами были выбраны 
эритроциты, представляющие собой пример ин-
су л иннезависим ой ткан и. 

Целью настоящей работы являлось изучение 
свойств АР в эритроцитах больных инсулинзави-
симым сахарным диабетом (ИЗСД) в сравнении 
со свойствами этого фермента у здоровых лиц. 

М е т о д и к а . В работе использовали эритроци-
ты здоровых доноров (контроль) и больных 
ИЗСД различной тяжести. 

Обследовано 14 здоровых лиц и 12 больных 
ИЗСД в возрасте от 18 до 52 лет с длительностью 
заболевания от 6 мес до 22 лет. Доза получаемого 
инсулина составила от 0,55 до 0,80 Ед/кг, вели-
чина суточной гликемии — 5,1 1—15,8 мМ. У всех 
больных течение заболевания сопровождалось 
микроангиопатиями различной локализации. 

Свежую гепаринизированную кровь, собран-
ную натощак, центрифугировали 10 мин при 
3000 g. Далее все операции проводили при 4° С. 
Осажденные эритроциты трижды промывали 
в 5 объемах буферного раствора, состоящего из 
1 объема 0,1 М калий-фосфатного буфера рН 7,4 
и 9 объемов физиологического раствора. Отмы-
тые эритроциты гемолизовали в 4 объемах 0,01 М 
калий-фосфатного буфера рН 6,2, содержащего 
5 мМ р-меркаптоэтанола (буфер А), и диализова-
ли против 100 объемов буфера А в течение ночи. 
Диализованный гемолизат центрифугировали 1 ч 

45 



при 10000 g. Супернатант наносили на колонку 
(1,5 х 30 см) с ДЭАЭ-целлюлозой (ДЭ-52), предва-
рительно уравновешенной буфером А. Для осво-
бождения от посторонних белков, включая гемо-
глобин, колонку промывали 10 объемами буфера 
А. АР элюировали 30 мМ NaCl в буфере А, альде-
гидредуктазу I I— 100 мМ NaCl в том же буфере. 
Контроль за выходом ферментов с колонки осу-
ществляли по их активностям. 

Во фракциях, полученных при элюции, количе-
ство белка оценивали по оптической плотности 
при 280 нм, а содержание гемоглобина — по оп-
тической плотности при 415 нм. 

Активность АР определяли по скорости окисле-
ния N A D P H при 340 нм при 37° С. Реакцию про-
водили в 0,01 М калий-фосфатном буфере рН 6,2 
непосредственно в кювете спектрофотометра. Ин-
кубационная смесь объемом 2 мл содержала 
10 мМ D-глюкозы или D, L-глицеральдегида^ 
0,1 мМ NADPH, 0,4 М ( N H 4 ) 2 S 0 4 , 5 мМ (3-мер-
каптоэтанола и соответствующее количество фер-
мента. Реакцию начинали добавлением субстра-
та. В качестве контроля использовали смесь, со-
держащую все компоненты, кроме фермента. За 
единицу ферментативной активности принимали 
такое количество фермента, которое катализиру-
ет окисление 1 мкмоля NADPH за 1 мим. Удель-
ную активность выражали в единицах актив-
ности, отнесенных к величине оптической плот-
ности при 280 им. 

Активность альдегидредуктазы II также опре-
деляли в 0,01 М калий-фосфатном буфере рН 6,2, 
содержащем 15 мМ D-глюкуроната натрия, 
0,1 мМ NADPH и соответствующее количество 
фермента, объем реакционной смеси 2 мл. За еди-
ницу ферментативной активности принимали ко-
личество фермента, катализирующее окисление 
1 мкмоля NADPH за 1 мин при 37° С. 

Пшкозилированный гемоглобин (НЬ А, с ) опре-
деляли методом аффинной хроматографии при 
использовании в качестве сорбента борфенилага-
розы [5]. 

Кинетические константы К т и Vmax рассчиты-
вали, используя метод Лайнуивера—Берка. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили на микрокалькуляторе МК-54 с использова-
нием статистических программ [4). 

В работе использовали ДЭАЭ-целлюлозу (ДЭ-
52, «Whatman», Англия), D-глюкозу («Reanal», 
Венгрия), D, L-глицеральдегид («Sigma», США), 
NADPH («Reanal», Венгрия), D-глюкуронат на-
трия («Sigma», США), (3-меркаптоэтанол 
(«Aldrich», США). Остальные реактивы отечест-
венного производства. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е. Для изучения 
свойств и кинетических характеристик АР нами 
был использован фермент, выделенный и частич-
но очищенный из эритроцитов доноров и боль-
ных ИЗСД. Одной из целей частичной очистки 
фермента являлась необходимость его освобож-
дения из избытка гемоглобина, так как опреде-
лять активность АР непосредственно в гемолиза-
те эритроцитов не представляется возможным. 
Это связано с неферментативным взаимодействи-
ем гемоглобина с одним из субстратов реакции — 
D-глюкозой или D, L-глицеральдегидом в при-
сутствии NADPH [7]. Для отделения АР от гемо-
глобина и других посторонних белков использо-

Рис. 1. Профиль элюции с ДЭАЭ-целлюлозы АР и АР II из 
эритроцитов доноров. 
/ — пик активности АР; 2 — п и к активности АР II. По оси ординат -—величина 
ферментативной активности (в мЕ); но оси абсцисс — объем э л ю а т а (в мл). 

вали ионообменную хроматографию на ДЭАЭ-
целлюлозе [15]. После элюции АР с ионообмен-
ника в растворе фермента остается незначитель-
ное количество гемоглобина, которое не влияет 
на ход ферментативной реакции [8]. 

Из данных литературы известно, что при элю-
ции АР из гемолизата эритроцитов с ДЭАЭ-цел-
люлозы буферами различной ионной силы наря-
ду с данным фермен том элюируется также дру-
гой фермент из группы оксидоредуктаз — 
альдегидредуктаза 11 (L-гексонатдегидрогеиаза, 
АР II; К.Ф.1.1.1.2), близкий по своим свойствам 
к истинной АР [15]. При этом АР и АР II элюиру-
ются растворами разной ионной силы — АР при 
28 мМ NaCl, а АР II при 43 мМ NaCl [8]. 

На рис. I показан типичный профиль элюции 
АР и APII с ДЭАЭ-целлюлозы из эритроцитов 
донора. При этом первый пик активности при 
использовании в качестве субстрата D, L-глице-
ральдегида обнаружен при элюции с целлюлозы 
буфером А, содержащим 30 мМ NaCl, а второй 
пик — тем же буфером, содержащим 100 мМ 
NaCl. Местонахождение пиков активности и по-
следовательность их элюции с целлюлозы, по 
данным литературы [8]: АР — первый пик, 
АР II — второй пик. 

Для подтверждения правильности этого ут-
верждения проведено сравнение субстратной спе-
цифичности ферментов первого и второго пиков 
активности. Так, скорость реакции АР II с D-
глюкуроновой кислотой, своим природным суб-
стратом [10], почти в 2 раза превышает таковую 
для реакций этого фермента с D-глюкозой и D, 
L-глицеральдегидом. И наоборот, активность АР 
при использовании в качестве субстрата D-глюку-
роновой кислоты более чем в 2 раза ниже актив-
ности данного фермента с D, L-глицеральдеги-
дом. Полученные результаты согласуются с дан-
ными литературы [8]. 

Таким образом, основываясь на результатах 
субстратной специфичности АР и АР II (табл. I), 
можно заключить, что первый пик активности 
действительно принадлежит АР, а второй — АР 
И. При этом обратим внимание на то, что нами 
не обнаружено АР-активности в растворах, полу-
ченных как в результате промывания колонки 
буфером А после нанесения гемолизата эритро-

46 



Т а б л и ц а 1 
Субстратная специфичность пиков активности АР и АР II из 
эритроцитов доноров 

Субстрат 
Относительная активность , % 

ЛР Л Р II 

D, L-глицсральдегид 
D-глюкуроновая кислота 
D-глюкоза 

100 
42 
34 

100 
194 
91 

цитов, так и при элюции фермента данным буфе-
ром, содержащим менее 30 мМ NaCl. 

В своих дальнейших исследованиях мы остано-
вились только на изучении АР, и все последую-
щие результаты относятся только к этому фер-
менту. 

Нами была исследована АР из эритроцитов 14 
здоровых лиц и 12 больных ИЗСД с различной 
длительностью и степенью тяжести заболевания, 
сопровождающегося ангиопатическими осложне-
ниями. 

На рис. 2 приведены профили элюции АР с ДЭ-
АЭ-целлюлозы из эритроцитов доноров и боль-
ных ИЗСД. При элюции фермента с колонки 
у всех доноров (см. рис. 2, а) выявлялся один пик 
активности АР, имеющий следующие кинетичес-
кие параметры: Km 3—4 мМ, Vmax 4,38+ 
±0 ,6 МЕ/Д2 8 0 (табл. 2) при использовании D-
глюкозы в качестве субстрата, что соответствует 
данным литературы [16]. 

Результаты элюции АР у больных ИЗСД оказа-
лись неоднозначными. Так, у 1-й группы больных 

I 30 мМ 
f /VaCL 

30 MM 
Mad 

-i*—• # i 

Рис. 2. Профили элюции с ДЭАЭ-целлюлозы АР из эритроци-
тов доноров и больных ИЗСД. 
а — донор; б — б о л ь н о й Я. (из 1-й группы); в — больной Н. (ич 2-й группы). 
По оси ординат — величина ферментативной активности (в мЕ); по оси абсцисс — 
объем элюата (в мл). / — форма а; 2 — ф о р м а Ь. 

Кинетические характеристики АР из 
ИЗСД и доноров 

Та б л и ц а 2 
эритроцитов больных 

Ф о р м а а Ф о р м а b 

Обследованные лица vmnx, 
М Е / Д 2 8 0 

Km, мМ vmiix, Km, м М 

Больные: 
1-я группа (п = 5) 
2-я группа (п = 7) 

Доноры (л=14) 

16.7 + 3,2 6,5—19,0 
13.8 + 2,4 7,0—15,0 4,59 + 0,6 

4,38 + 0,6 
4,0 

3,0—4,0 

(я = 5) АР проявлялась в виде одного пика актив-
ности (см. рис. 2, 6), не совпадающего по месту 
выхода с колонки с пиком активности АР у доно-
ров (элюция буфером А, содержащим 30 мМ 
NaCl). У 2-й группы больных ИЗСД (/1 = 7) АР 
выявлялась в виде двух пиков активности (см. 
рис. 2, в), один из которых полностью совпадал 
с пиком активности у доноров, а другой соот-
ветствовал единственному пику активности, об-
наруженному у больных 1-й группы. 

Для характеристики полученных форм АР на-
ми определены их кинетические параметры (см. 
табл. 2). Из табл. 2 видно, что форма АР, со-
впадающая по месту выхода с колонки с формой 
у донора, характеризуется величинами кинетиче-
ских параметров, близких к таковым для АР из 
эритроцитов доноров. Форма АР, отличная от 
фермента у доноров, имее т более низкое сродство 
к субстрату и более высокую максимальную ско-
рость по сравнению с таковыми у фермента доно-
ров и формы фермента у больных, совпадающей 
с ферментом у доноров. 

Форма фермента, имеющая большую макси-
мальную скорость и отличная от формы фермен-
та донора, условно названа нами формой а; 
форма фермента у доноров и совпадающая с ней 
форма фермента у больных, имеющие меньшую 
Vmax, названы нами формой Ь. 

Для объяснения наличия только одной формы 
АР (а) или двух форм (а и Ь) у обследованных 
больных проанализировано состояние углеводно-
го обмена по величине гликозилированного гемо-
глобина (НЬА1с), являющегося интегральным по-
казателем уровня гликемии, отражающим ее дли-
тельный устойчивый характер, определяемый 
временем полужизни эритроцита (120 дней) [6]. 
Проведенный анализ показал, что у больных с на-
личием только одной формы АР величина НЬА1с 
составляла 145,6±0,69%, тогда как у больных 2-й 
группы с двумя формами АР данная величина 
равнялась 11,5 + 0,4% (/;<(),05). Значение НЬА1с 
у больных 1-й группы отражает глубокие наруше-
ния в углеводном обмене, указывая на его деком-
пенсированный характер, тогда как уровень 
НЬА1с у больных 2-й группы свидетельствует 
о более компенсированном состоянии углеводно-
го обмена, чем у больных 1-й группы [1 ]. 

Таким образом, полученные результаты позво-
ляют сделать вывод, что наличие только одной 
формы фермента (а) наблюдается у больных 
ИЗСД с тяжелой формой течения заболевания, 
для которой характерно более интенсивное функ-
ционирование сорбитолового пути [10], а следо-
вательно, и развитие ряда диабетических анги-
опатий [2]. Вместе с тем присутствие наряду 
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с формой а также и формы b АР характерно для 
более стабильного, компенсированного течения 
заболевания, при котором функционирование 
сорбитолового пути, возможно, менее интенсив-
но, чем у больных ИЗСД 1-й группы. 

Как видно из табл. 2, различие в величинах Km 
для форм а и Ь АР выражается в более низком 
сродстве к субстрату формы а фермента, что 
свидетельствует о возможности функционирова-
ния этой формы фермента в условиях гиперглике-
мии при сахарном диабете. С другой стороны, 
высокая Vmax формы а по сравнению с формой 
b указывает на более интенсивное течение сорби-
толового пути у больных ИЗСД по сравнению 
с донорами. 

Как было отмечено выше, из литературы 
известен факт активации АР из эритроцитов 
больных сахарным диабетом и увеличения ско-
рости накопления сорбитола в этих клетках 
[17, 18]. Однако в этих работах не было про-
демонстрировано разделение обнаруженных на-
ми двух форм фермента хроматографическим 
способом. 

Таким образом, можно предположить, что на-
личие формы а АР в эритроцитах больных ИЗСД 
является причиной усиления функционирования 
сорбитолового пути в иисулиннезависимых тка-
нях при данном заболевании. В связи с этим 
представляет большой интерес механизм появле-
ния формы а АР, что является предметом наших 
дальнейших исследований. 
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T W O F O R M S O F ALDOSE R E D U C T A S E IN T H E ERYTH-
ROCYTES O F PATIENTS WITH I N S U L I N - D E P E N D E N T 
DIABETES MELLITUS 

N. I. Shono, S. E. Rabinovich, L. V. Platonova, T. G. Dyuzheva 

I. M. Sechenov Mcdical Acadcmy, Moscow 

Erythrocytes of patients with insulin-dependent diabetes mel-
litus contained two forms of aldose reductase a and b (EC 
No. 1.1.1.21) (the key enzyme in the sorbitol pathway of glucose 
utilization) as compared with those of healthy donors in whom the 
form b of the enzyme was only found. The aldose reductase 
a exhibited a higher maximal rate (V m a x = 16.7 + 3.2 IU/D 2 8 o) a n d 
a lower substrate affinity (K m = 6.5 = 19 mM) than the enzyme b, 
VmUx = 43 .8±0 .6 IU/D280, Km = 3.0 = 4.0 mM, respectively. More 
severe development of the disease was observed in the patients 
whose erythrocytes contained only aldose reductase 
a (HbA 1 C = 14,56±0,69%) as compared with those in whom the 
enzyme a and b were found ( H b A I C = 11.5±0.4%). Kinetic par-
ameters of the enzyme showed that aldose reductase a may be 
activc in hyperglycemia of diabetes mcllitus, thus contributing to 
intensification of the sorbitol pathway in these patients. 
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Ж И РН О К И С Л ОТ Н Ы Й СОСТА в л и п и д о в 
ПЛАЗМЫ КРОВИ И ЭРИТРОЦИТОВ У в о л ь -
н ы х РАКОМ ЛЕГКОГО 

Читинский медицинский институт 

Метаболизму жирных кислот (ЖК) в промо-
ции, развитии и проявлениях злокачественных 
опухолей начали придавать немалое значение 
лишь в последние годы [2, 8]. Вместе с тем 
в отдельных исследованиях установлены механи-
змы ци го гоксичносги незаменимых ЖК, включая 
модификацию мембран опухолевых клеток, из-
менение метаболизма простагландинов и продук-
тов липоксигеназных ферментов, а также актив-
ности перекисного окисления липидов, в отноше-
нии злокачественных клеток [10]. 

Учитывая вышесказанное и то обстоятельство, 
чго легкие играют одну из ведущих ролей в об-
мене липидов [7], мы решили изучить их состав 
в плазме крови и мембранах эритроцитов у боль-
ных раком легкого. 

М е т о д и к а . Н а м и о б с л е д о в а н о 4 7 б о л ь н ы х 
раком легкого в возрасте от 38 до 62 лет, из них 
32 пациента с центральной локализацией опухоли 
и 15 — с периферической. Контролем служили 12 
практически здоровых людей в возрасте от 35 до 
60 лет. Кровь забирали из вены после 10—12 ч 
голодания. 

Липиды из плазмы и эритроцитов экстрагиро-
вали методом [9]. Метилирование ЖК осуществ-
ляли по методу [6]. Метиловые эфиры очищали 
в тонких слоях силикагеля в хроматографической 
системе гексан — диэтиловый эфир — ледяная ук-
сусная кислота (90:10:1 по объему), затем экстра-
гировали их смесью хлороформ — метанол (8:1) 
и анализировали на газожидкостиом хрома тогра-
фе «Chrom-4» (Чехия) с пламенно-ионизацион-
ным детектором. В работе использовали метал-
лические колонки, наполненные 3% Silar ЮС на 
«Chromasorb-N-AW» (80—100 меш) фирмы 
«Serva» (Германия). Разделение выполняли в изо-
термическом режиме работы термостата колонок 
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при 176° С, температура инжектора 250° С. Ско-
рость потока газа-носителя (азот) 20 мл/мин. Ка-
либровку прибора проводили с помощью стан-
дартных смесей метиловых эфиров ЖК. Обсчет 
и идентификацию пиков проводили с помощью 
программно-аппаратного комплекса «Мультих-
ром-I» с использованием IBM/PC/AT. 

Результаты обработаны на компьютере мето-
дом вариационной статистики пакетом «Statgraf», 
достоверность различий оценивали по критерию 
Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Состав ЖК 
плазмы крови и мембран эритроцитов обследо-
ванных больных приведен соответственно 
в табл. 1 и 2. 

Изменений в соотношении суммы насыщенных 
и ненасыщенных кислот плазмы при обеих фор-
мах рака выявлено не было. Однако наблюдалось 
некоторое падение уровня стеариновой кислоты 
на 30,2% (/?<0,()5) у больных с центральной лока-
лизацией опухоли и на 34,0% (/?<0,()5) — с пери-
ферической. Весьма интересным представляется 
появление при данной патологии в составе липи-
дов плазмы крови С19:0 (нонандекановой) кисло-
ты, которая в норме отсутствовала. 

Среди непредельных ЖК у больных обеих групп 
происходил сдвиг в сторону моноеиовых кислот 
за счет значительного роста доли олеиновой кис-
лоты, которая составляла 162,5% (/;<0,()5) 
и 153,6% (/;<(),()5) от контрольных цифр соот-
ветственно при центральном и периферическом 
раке легкого. Дефицит полиненасыщенных ЖК 
складывался из-за снижения доли С18:2со6 в сред-
нем на 17,0% (р <0,05) в обеих группах пациентов, 
CI8:3w3 и С20:3со9 при нормальном содержании 
С20:4а)6. Анализируя полученные сдвиги, можно 
сказать, что при злокачественных новообразова-
ниях легких усиливается метаболизация жирных 
кислот семейства соб, т. е. С18: 2со6 активно ис-
пользуется для синтеза арахидоновой кислоты. 
Последняя может включа ться в процессы как фер-
ментативного (с генерацией простагландинов), 
так и неферментативного перекисного окисления 
липидов, интенсивность которого при онкологи-
ческих заболеваниях повышается [3—5]. 

Данные табл. 2 о составе липидов мембран 
эритроцитов свидетельствуют о несколько иной 

Та б л и ц а I 
Жирнокислотный состав (и %) линидов плазмы крови у боль-
ных раком легкого 

Т а б л и ц а 2 

Жирнокислотный состав (в %) липидов зри грони гарных мемб-
ран у больных раком легкого 

Кислоты К о н т р о л ь Центральный 
рак 

Перифериче-
ский рак 

С 14: 0 
С16:0 
С16:1 
С18:0 
С18: I 
С18:2 
С18:3 
С19:0 
С20:3 
С20:4 
Насыщенные 
11енасыщенные 
Моноеновые 
Полиеновыс 

1,79 + 0,13 
23,05+1,43 

3,57 + 0,20 
12,41 ±0 ,62 
17,75 ±0 ,70 
31,60± 1,03 
1,66 + 0,18 

1,77 ±0 ,19 
6,43 ±0 ,42 

37,22 ± 1,08 
62,78 ± 1,22 
21,32 ±0 ,73 
41,46± 1,56 

1,10 ± 0,14 
23,35 ±0 ,48 

3,55 ±0 ,22 
8,66 ±0 ,33* 

28,84 ±0 ,70* 
25,54 ±0 ,92* 

0,52 ±0 ,16* 
1,98 ±0 ,36* 
0,80 ±0 ,15* 
5,66 ±0 ,39 

35,09 ±0 ,95 
64,91 ±1 ,17 
32,39 ±0 ,79* 
32,52± 1,34* 

0,96 ±0 ,20 
24,43 ±0 ,92 

3,51 ±0 ,50 
8,19 ±0 ,39* 

27,26 ± 1,06* 
26,60 ±2 ,03* 

0,42 ±0,11 * 
2,05 ±0 ,26* 
0,48 ±0 ,12* 
6 ,10± 1,67 

35,63 ±0 ,82 
64,37 ±2 ,35 
30,77 ± 1,13* 
33,60 ±2 ,78* 

Кислоты К о н т р о л ь Центральный 
рак 

Перифериче-
ский рак 

С12:0 
С14:0 
С15:0 
С15:1 
С16:0 
С16:1 
С17:0 
С17:1 
С18:0 
CI8:1 
С18:2 
С18:3 
С19:0 
С20:3 
С20:4 
С20:5 
Насыщен ные 
Ненасыщенные 
Моноеновые 
По л неновые 

0,30 ±0 ,08 
1,21 ±0 ,13 
1,89 ±0 ,42 
1,61 ±0 ,14 

28,05 ± 1,75 
2 ,57±0,36 
1,29 ±0 ,27 
0,74 ±0 ,13 

14,93 ±0 ,62 
14,77 ±0 ,79 
9,85 ±0,91 
0,59 ±0 ,14 
2,83 ±0,81 
0,89 ±0 ,16 

15.80 ±0 ,63 
2,68 ±0 ,70 

50,50 ± 1,96 
49,50 ± 1,35 
19,69 ±0 ,54 
29.81 ± 1,07 

0,33 ±0 ,06 
1,04 ±0 ,16 
0.44 ±0 ,05* 
1, 12 ± 0,16 

21,81 ±0,81* 
3,15 + 0,52 
0,34 ±0 ,09* 
1,18±0,25 

13,87 ±0 ,44 
18,60 ±0 ,48* 
11,37 ±0 ,76 

1,83 ±0,51 
11,70 ± 1,09* 

1,09 ±0,31 
10,18 ±0 ,79* 

1,96 ±0 ,57 
49,53 ± 1,64 
50,47 ± 1,03 
24,05 ±0 ,62* 
26,42 ±0 ,86* 

0,18 ±0 ,04 
0,85 ±0 ,23 
0,35 ±0 ,08* 
0,86 ±0 ,20 

22,49 ±0 ,86* 
2,74 ±0 ,59 
0,28 ±0,08* 
0,88 ±0 ,23 

14,74 ±0 ,66 
19,30 I 1,90* 
10,06 ±0 ,45 

1,58 ±0 ,49 
10,05 ± 1,40* 
0,69 ±0 ,22 

10,40 ±1 ,17* 
3,65 ±1 ,23 

49,84 ±1 ,65 
50,16 ±1 ,94 
23,78 ±0 ,87* 
26,38 ± 1,14* 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 звездочка — различия 
достоверны по сравнению с контролем. 

картине сдвигов, чем наблюдаемая нами в плазме 
крови. Однако и в первом, и во втором случае 
соотношение насыщенных и ненасыщенных ЖК 
оставалось на уровне контрольных значений 
и различий между формами рака не выявлялось. 
Среди предельных кислот снижался уровень 
С 16:0 на 22,2% (/?<0,05) при центральном раке 
легкого и на 20,8% (/?<0,05)— при перифериче-
ском. Представляют интерес изменения в составе 
насыщенных ЖК с нечетным числом атомов уг-
лерода: содержание С15:() и С 17:0 заметно 
уменьшалось, а С19:0 — увеличивалось (в сред-
нем в 4 раза). Следовательно, происходит усиле-
ние синтеза нонандекановой кислоты из более 
низкомолекулярных предшественников. Этот 
факт можно объяснить следующим: во-первых, 
ввиду дефицита полиненасыщенных ЖК (см. ни-
же) как компенсаторную реакцию поддержания 
мембран в жидкокристаллическом состоянии, 
в результате чего происходит усиление синтеза 
кислот с нечетным числом атомов углерода, так 
как последние обладают более низкой способно-
стью углеводородных цепей упаковываться в кри-
сталле [1 ]; во-вторых, по всей вероятности, при 
злокачественных процессах происходит пере-
стройка метаболических путей на активное ис-
пользование проииоиата, который является суб-
стратом не только для синтеза ЖК с нечетным 
числом атомов углерода, но и для образования 
аминокислот (глутамата, аспартата, глутамина), 
азотистых оснований фосфолипидов [1 ]. Отсюда 
происходит и появление в составе липидов плаз-
мы С 19:0. Подобные отклонения в жирнокислот-
иом спектре у больных со злокачественными опу-
холями мы в литературе не обнаружили. 

Изменения в ненасыщенных ЖК характеризо-
вались накоплением моноеновых за счет роста 
доли С18:1 и падением уровня полиеновых кис-
лот, который возникал только благодаря дефици-
ту С20:4. Снижение содержания этой кислоты 
в мембранных структурах свидетельствует об ее 
интенсивном использовании в свободнорадикаль-
ных реакциях. 

Таким образом, сдвиги, происходящие в соста-
ве липидов плазмы крови и мембран эри троцитов 
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у больных раком легкого, носят разнонаправлен-
ный характер и не зависят от клинико-ана томиче-
ской формы. Некоторая специфичность легочной 
локализации опухоли проявляется в отношении 
ЖК с нечетным числом атомов углерода. 
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FATTY ACID COMPOSITION O F BLOOD PLASMA A N D 
E R Y T H R O C Y T E S IN PATIENTS WITH LUNG CANCER 

B. S. Khyshiktuev, N. A. Khyshiktueva, V. N. luanova, 
S. D. Darenskaya, S. V. Novikov 

Mcdical Institute, Chita 

The fatty acid spcctrum of blood plasma and erythrocytic 
membrane lipids were studied in 47 patients with lung cancer. The 
changes in the plasma and erythrocyte fatty acid composition were 
found to be identical irrespective of the clinical canccr form. In 
blood plasma of these patients with lung cancer, a decrease in the 
level of polyunsaturated fatty acids was observed with the normal 
levels of arachidonic acid and the proportion of monocnic fatty 
acids was increased. Changes in the lipid composition of eryth-
rocyte membranes were characterized by less pronounced polyun-
saturated fatty acid deficiency than that in the plasma, which 
accompanied by decreases in arachidonic acid levels. The appear-
ance of significant levels of nonadecanoic acid also seems striking. 
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ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ ОТДЕЛЬ-
НЫХ ФРАКЦИЙ ЛИНИДОВ ОПУХОЛЕВОЙ 
ТКАНИ ПРИ РАКЕ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

Санкт-Петербургский университет, НИИ экспериментальной 
медицины РАМН, Санкт-Петербург 

Развитие злокачественной опухоли сопровож-
дается существенными изменениями метаболиз-
ма липидов как в самой опухоли, так и во всем 
организме. При этом нарушаются липопротеид-
ный спектр крови, липидный и жирнокислотный 
состав подкожной клетчатки [5]. Вместе с тем 
показано, что существует и обратная связь между 
состоянием липидного обмена организма и кан-
церогенезом. Диета, богатая полиненасыщенны-
ми жирными кислотами, стимулировала разви тие 
опухолей различных органов у эксперименталь-
ных животных [7, 12], тогда как антиоксиданты, 
в частности витамины А и Е, обладали антикан-

церогенной активностью [8 ]. Установлено, что 
определенные изменения происходят и в липид-
ном составе самой опухолевой ткани. Четко пока-
зано, например, «эффект выравнивания» в рас-
пределении различных фосфолипидов (ФЛ) в опу-
холях печени и мембранных структурах, 
выделенных из них [2]. Жирнокислотный состав 
липидов при канцерогенезе изучали в основном 
на культурах опухолевых клеток. Общими тен-
денциями для различных культур являлись сни-
жение степени пенасыщеппости за счет потери 
кислот 20:4, 22:4 и 22:6 и повышение доли стеари-
новой кислоты (18:0) [17, 18]. 

В настоящей работе исследован состав жирных 
кислот различных фракций нейтральных липидов 
и ФЛ опухолей молочной железы человека. Ней-
тральные липиды, за исключением холестерина 
и триацилглицеридов (ТГ), содержатся в тканях 
человека в малых количествах, что затрудняет их 
исследование. В то же время они являются весьма 
активными метаболитами, промежуточными 
продуктами биосинтеза ФЛ—ди- и моиоацил-
глицериды (ДГ и МГ), участниками ацилобмеп-
ных реакций. В связи с этим сопоставление жир-
нокислотного состава различных фракций ней-
тральных липидов и ФЛ опухолевой и здоровой 
ткани может помочь выявить пути нарушения 
метаболизма при канцерогенезе. 

М е т о д и к а . Материалом для исследования 
служили образцы опухолевой ткани молочной 
железы 7 женщин, любезно предоставленные хи-
рургами городского онкологического диспансера. 
Все больные имели диагноз рака молочной желе-
зы II — III стадии, в основном язвенной формы. 
Навески опухолевой ткани массой 1,5—2 г, взя-
тые во время операции, промывали охлажденным 
физиологическим раствором и экстрагировали из 
них общие липиды по методу [II] . Такой же 
обработке подвергали контрольные образцы — 
навески ткани молочной железы, не затронутые 
злокачественным перерождением и взятые во вре-
мя той же операции. 

Полученные суммарные липиды разделяли на 
фракции при помощи тонкослойной хроматогра-
фии на силикагеле-Л с дисперсностью 5—40 мкм 
в системе гексан — диэтиловый эфир — ледяная 
уксусная кислота в соотношении 75:25:2. Оста-
ющуюся на старте фракцию общих фосфолипи-
дов (ФОЛ) подвергали дополни тельному разделе-
нию в системе хлороформ — метанол — 7 п. ам-
миак (60:35:5). Используемые процедуры 
подробно описаны в методическом руководстве 
[3]. Идентификацию фракций проводили по соот-
ветствующим стандартам. В первой системе об-
щие липиды разделялись на ФОЛ, МГ, холесте-
рин, ДГ, свободные жирные кислоты (СЖК), ТГ 
и эфиры холестерина (ЭХС). Во второй системе 
растворителей ФОЛ давали фракции фосфати-
дилхолина (ФХ), фосфатидилсерина (ФС), мопо-
фосфоинозитида и фосфатидилэтаноламина 
(ФЭА). 

Выделенные фракции липидов подвергали ме-
танолизу по методу [15] в запаянных, заполнен-
ных газообразным азотом ампулах при 100° С 
в течение 3 ч. Газохроматографическое разделе-
ние полученных метиловых эфиров жирных кис-
лот осуществляли на приборе «Цвет-101» в усло-
виях, описанных в предыдущей работе [4]. Иден-
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Та б л и ц а 1 
Жирнокислотный состав общих липидов и ацилг лицсридов опухолевой ткани молочной железы и контрольных образцов (в % от суммы 
кислот; л = 7) 

Ж и р н ы е 
кислоты 

Общие липиды М Г Д Г Т Г 
Ж и р н ы е 
кислоты 

контроль опухоль контроль опухоль контроль опухоль контроль опухоль 

14:0 4,3+0,3 3,0 + 0,7 4,5 + 0,9 4,1 +0,4 5,2 + 0,6 3,0 + 0,6* 4,2 + 0,2 3,8 + 0,5 
16:0 24,6 ±2,0 24,5 + 3,1 26,6 + 3,6 25,6 + 3,2 26,2 + 3,3 22,3 + 3,3 29,7+ 1,0 27,2+1,1 
16:1 5,7+1,5 6,3 +1,1 3,3 + 0,8 6,0 + 0,9* 6,1 +0,8 4,2 + 0,8 6,6 + 2,0 6,8 + 0,9 
18:0 5,9+1,2 6,4+1,3 11,8+ 1,7 1 1,7 + 2,1 11,7+1,7 10,5+1,6 6,S i 0,8 5,7 + 0,3 
18:1 43,4+ 1,8 42,3+1,8 15,5 + 2,3 29,0 + 3,1** 24,2 + 3,3 28,0 + 2,8 38,4 + 0,8 44,4 + 2,3* 
18:2 14,6+ 1,5 13,8 ±1,1 11,6 + 2,6 7,8 + 0,7 10,8 + 2,0 8,1 +2,0 14,1 ±0,8 М,6± 1,6 
20:1 Следы Следы 5,0+1,3 4,8 + 0,5 1,9 + 0,3 3,7 + 0,7* Следы Следы 
20:4 1,3 + 0,6 2,0 ±1,1 7,2 + 0,9 5,6+1,1 4,2+1,9 12,1 + 1,3** 0 0 
22:4 Следы Следы 5,1 + 1,7 5,0 + 2,4 4,8 + 2,0 4,5+1,7 0 0 
Остальные Следы Следы 7,0 1,0 5,0 3,6 Следы Следы 

Индекс ненасыщенности 83 85 98 97 . 90 118 73 74 
П ри м е ч а н не. Здесь и в табл. 2 индекс ненасыщенности представляет собой сумму произведений процентного содержания 

каждой ненасыщенной кислоты на количество двойных связей в ней; следы — менее 1% от суммы обнаруженных кислот. 
Достоверность различий: одна звездочка—/7<0,05, две—/><0,01. 

тификацию пиков кислот проводили по их стан-
дартам и величинам времени относительного 
удерживания. Количественной оценкой индивиду-
альных кислот служила площадь их пиков на 
хрома тограмме. 

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием критерия / Стьюдента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В табл. 1 при-
ведено распределение основных жирных кислот 
в общих липидах и ацилглицеридах исследован-
ных образцов. Как видно из этой таблицы, в со-
ставе липидов молочной железы человека обнару-
жен набор жирных кислот, типичный для боль-
шинства тканей человека и животных — 
насыщенные и ненасыщенные кислоты с 14—22 
атомами углерода в углеводородной цепи и коли-
чеством двойных связей от 1 до 4. Доминиру-
ющими кислотами во всех случаях были паль-
митиновая (16:0) и олеиновая (18:1), которые сум-
марно обычно составляли 60—70% от суммы 
всех обнаруженных кислот. Другие преобладаю-
щие кислоты — линолевая (18:2) в общих липидах 
и ТГ и стеариновая в МГ и ДГ, их содержание, 
как правило, было более 10%. Из полиненасы-
щенных кислот обнаружены только арахидоновая 
(20:4) и докозатетраеновая (22:4) кислоты, содер-
жание которых довольно значительно варьиро-
вало. Следует заметить, ч то в липидах молочной 
железы отсутствовала докозагексаеновая кислота 
(22:6), которая найдена в липидах таких органов, 
как мозг и печень [1 ]. 

В исследованных нами липидах опухолевой 
ткани молочной железы человека по сравнению 
с нормальной тканью не было обнаружено каче-
ственных различий жириокисло тпого состава, од-
нако имелись выраженные количественные раз-
личия. Они были наиболее значительными во 
фракции ДГ, а также в различных ФЛ (табл. 2) 
и касались главным образом ненасыщенных кис-
лот. Наибольшие изменения обнаружены во 
фракции ФЭА, где количество тетраеновых кис-
лот уменьшалось с 22% в кон троле до 9% в опу-
холевой ткани, причем содержание других нена-
сыщенных кислот также несколько уменьшалось, 
в результате чего индекс ненасыщенности ФЭА 
снижался при патологии примерно в 2 раза. 

Та бл и ца 2 
Жирнокислотный состав отдельных фракций ФЛ опухолевой 
ткани молочной железы и конгрольных образцов (в % от суммы 
кислот; п = 3) 

Ж и р н ы е 
кислоты 

ФХ Ф С ФЭА 
Ж и р н ы е 
кислоты 

конт-
роль опухоль к о т -

роль опухоль конт-
роль опухоль 

14:0 3,3 2,5 3,0 1,9 2,3 4,9 
16:0 29,6 18,9 20,1 13,5 16,4 30,6 
16:1 4,4 3,9 5,3 6,2 3,5 6,9 
18:0 12,3 22,0 15,2 19,9 1 1,8 13,4 
18:1 31,5 19,6 29,8 27,4 23,4 20,9 
18:2 3,8 3,7 8,8 6,2 8,0 5,9 
20:0 1,2 1,1 4,1 2,1 2,1 < Следы 
21:1 2,2 Следы 4,7 4,1 2,4 1,5 
20:4 3,6 5,7 5,0 6,6 6,7 4,8 
22:4 2,7 2,9 2,5 8,2 15,0 4,1 
Остальные 5,4 9,7 1,5 4,0 8,2 7,0 

Индекс ненасыщен-
ности 75 76 91 113 142 79 

Во фракциях МГ и ДГ опухолевой ткани най-
дено значительное возрастание количества оле-
иновой и арахидоновой кислот — с 15 до 29 
и с 4 до 12% соответственно. Содержание других 
ненасыщенных кислот менялось в ДГ и МГ таким 
образом, что индекс ненасыщенности либо не 
изменялся, либо даже несколько увеличивался 
(см. табл. I). 

При анализе жирнокислотного состава фрак-
ций СЖК и ЭХС обращала на себя внимание 
противоположная направленность изменений 
процентного содержания основных насыщенных 
и ненасыщенных кислот (см. рисунок). Возраста-
ла доля олеиновой и линолевой кислот в ЭХС 
опухолевой ткани с 28 до 37 и с 6 до 11 %> соот-
ветственно, тогда как доля олеиновой кислоты во 
фракции СЖК снижалась с 34 до 27%. 

Сравнивая результаты, полученные при газо-
хроматографическом анализе липидов опухоле-
вой и здоровой тканей молочной железы, не-
обходимо учитывать разнообразные превраще-
ния, которым подвергаются жирные кислоты 
в организме человека. Главными из них являются 
синтез жирных кислот de novo до пальмитиновой 
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кислоты, удлинение цепи жирных кислот и их 
десатурация и, наконец, разнообразные пути 
включения кислот в ацилсодержащие липиды 
110]. Сопоставление жирнокислотного состава 
общих липидов опухолевой и нормальной ткани 
(см. табл. 1), по которому мы можем судить 
об итогах перечисленных выше процессов, сви-
детельствует об отсутствии значительных разли-
чий между их распределением в липидах нор-
мальной и патологической тканей. Поэтому мо-
жно полагать, что в опухолевых клетках 
молочной железы не происходит заметных из-
менений в интенсивности синтеза пальми гага, 
его удлинении и десатурации. Таким образом, 
все обнаруженные нами изменения в количест-
венном распределении жирных кислот в различ-
ных липидах при раке молочной железы отра-
жают изменения, происходящие при включении 
ацильиых групп в липидные молекулы, т. е. из-
менения в биосинтезе этих липидов. 

Как известно, в организме человека и живот-
ных существует множество жирнокислотиых ти-
пов липидов, имеющих специфические пути мета-
болизма [13]. В ряде органов и тканей, кроме 
основного пути биосинтеза глицеролипидов через 
ДГ, значительную роль играют и другие пути, 
такие, как ацилобменный механизм или обмен 
азотистыми основаниями в ФЛ [6, 9, 16]. Анализ 
распределения жирных кислот в ДГ, ТГ и ФЛ 
позволяет в известной степени ответить на воп-
рос, какие жирнокислотные типы ДГ молочной 
железы вовлекаются преимущественно в синтез 
ФЛ, а какие из них служат предшественниками 
ТГ и не происходит ли в этих процессах измене-
ний при канцерогенезе. Отсутствие полиненасы-
щенных кислот в составе ТГ может свидетельст-
вовать о том, что они синтезируются из моиоено-
вых и диеновых типов ДГ. В пользу этого 
суждения свидетельствует и однонаправленность 
изменений в содержании пальмитиновой, олеино-
вой и линолевой кислот в ДГ и ТГ опухолевой 
ткани (см. табл. 1). Полиеновые типы ДГ служат, 
по-видимому, главными предшественниками ФЛ, 
так как именно в составе последних обнаружено 
наиболее высокое содержание этих кислот (см. 
табл. 2). В то же время в ФЛ, например в ФЭА, 

содержание указанных тетраеновых кислот гораз-
до выше, чем в ДГ (23% против 9%), и, следова-
тельно, эти ФЛ не могут синтезироваться только 
из ДГ. Для объяснения такого распределения 
жирных кислот следует допустить, что в клетках 
молочной железы биосинтез тетраеновых типов 
ФЭА осуществляется также и за счет механизмов 
трансацилирования или обмена азотистыми ос-
нованиями между моноеиовыми типами ФЭА 
и тетраеновыми типами других ФЛ. Косвенным 
подтверждением наличия механизмов трансаци-
лирования полиеновых типов ФЛ в клетках мо-
лочной железы может служить и обнаруженное 
нами высокое содержание тетраеновых кислот во 
фракции С Ж К — 1 1 % . Известно, что СЖК в на-
стоящее время рассматриваются как интермеди-
аторы различных реакций взаимопревращения 
липидов [14]. 

Как уже было отмечено, изменения количест-
венного соотношения жирных кислот в липидах 
опухолевой ткани молочной железы по сравне-
нию с контролем довольно разнообразны. Ин-
тересно, что в распределении полиненасыщенных 
кислот ДГ и ФЛ опухолей имеются однонаправ-
ленные изменения: количество этих кислот воз-
растает примерно втрое в ДГ и заметно увеличи-
вается в ФОЛ, в ФХ и ФС. С другой стороны, во 
фракции ФЭА содержание тетраеновых кислот 
уменьшается более чем в 2 раза (см. табл. 2). 
Такое перераспределение полиненасыщенных 
жирных кислот в ДГ и в различных ФЛ опухоле-
вой ткани может произойти только при условии 
существования в клетках молочной железы раз-
личных путей биосинтеза для разных жирнокис-
лотиых типов ФЛ. Можно предположить, что при 
канцерогенезе угнетаются механизмы трансаци-
лирования ФЭА, с помощью которых в нормаль-
ных клетках молочной железы синтезируются 
тетраеновые типы этих ФЛ. Показано, что имен-
но с помощью трансацилирования в ткани легких 
и эритроцитах синтезируются те жирнокислотные 
типы ФЛ, которые специфичны для этих клеток 
[16]. Известно, что в молочной железе протекает 
активный синтез жирных кислот и различных ли-
нидов [10]. Однако достоверный ответ на вопрос, 
происходит ли в молочной железе синтез каких-
либо жирнокислотиых типов ФЛ за счет реакций 
ацильного обмена или обмена азотистыми ос-
нованиями, может быть дан только после изуче-
ния в ткани молочной железы соответствующих 
ферментных систем. Полученные нами данные 
позволяют полагать, что в молочной железе че-
ловека эти реакции протекают и именно они под-
вержены нарушению при канцерогенезе. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Горяев М. И., Евдакова И. А. Справочник по газожидкост-
ной хроматографии органических кислот.— Алма-Ата, 
1977. 

2. Дятяовыцкая Э. В. / /Липиды. Структура, биосинтез, пре-
вращения и функции.— М., 1977.— С. 53—57. 

3. Методы биохимических исследований/Под ред. 
M. И. Прохоровой.—Л., 1982. 

4. Опарина Т. И., Блюдзин Ю. А., Путилина Ф. Е.Ц Нсйро-
химия.— 1990.—Т. 9, № 2.—С. 247—252. 

5. Саатов Т. С., Зайнутдинов Е. Р. //Укр. биохим. журн.— 
1984.—Т. 56, № 3.—С. 285—293. 

6. BaranskaJ.H Advanc. Lipid Res.—1982.—Vol. 19.— 
P. 163—184. 

52 



7. Braden L., Carroll К. K. // Lipids.— 1986.— Vol. 21, №4.— 
P. 285—288. 

8. Conning D. M. I/ Nutr. Bull.—1991 .— Vol. 16, № 1.— 
P. 36—44. 

9. Cullis P. tf., De Kruyff B. // Biochim. biophys. Acta.— 1979.— 
Vol. 559, № 4.—P. 399—400. 

10. Fatty Acid Metabolism and its Regulation/ Ed. S. Numa.— 
New York, 1984. 

11. Folch J., Lees M., Sloane-Stanley G. H. // J. biol. Chem.— 
1957.—Vol. 226, № 2.—P. 497—509. 

12. Gonzales M. ./., Schemmel R. A., Gray J. I. et a 1.//Carcino-
genesis.—1991 .—Vol. 12, №7.—P. 12—17. 

13. ffolub B. J., Kuksis А.Ц Advanc. Lipid Res.— 1978.— 
Vol. 16.—P. 1 — 126. 

14. Lunt G. G\, James J. Е.Ц J. Ncurochem.— 1976.—Vol. 26, 
№ 2.—P. 325—329. 

15. Peisker К. V. // J. Amer. oil Chem. Soc.—1964.—Vol. 41, 
№ | ._ i> . 87—88. 

16. Perkins E. G., Writ ting L. A. Modification of Lipid Metabo-
lism.—New York, 1975. 

17. Schroeder F., Gardiner J. A/.//Cancer Res.—1984.—Vol. 44, 
№ 10.—P. 3262—3269. 

18. Wood P., Upreti G. C., Antueno R. ,/. // Lipids.— 1986.— 
Vol. 21, № 4.—P. 292—301. 

Поступила 08.04.93 
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The distribution of major fatty acids in neutral lipids and 
phospholipids was studied in breast tumor tissue. The most pro-
nounced differences in the content of individual fatty acids were 
found in the fractions of diacylglyccrol and phosphatidylctha-
nolamine, which mainly applies to unsaturated acids. Possible 
impairments of transacetylation mechanisms in carcinogenesis arc 
discussed. 
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Как известно, развитие интоксикации у спи-
нальных больных значительно усугубляет тя-
жесть состояния. При отсутствии лечения син-
дром эндогенной интоксикации может нарастать 
и стать фактором, определяющим осложненное 
течение основного заболевания. Для оценки сте-
пени интоксикации в настоящее время использу-
ют такой показатель, как уровень средних моле-
кул (СМ) в крови. По данным лиературы, уро-
вень СМ определяли у больных при парапроктите 
[6], неспецифических колитах [5], черенно-моз-
говой травме (ЧМТ) [7], хронической почечной 
недостаточности [10] и других заболеваниях. 

Цель настоящей работы — изучить уровни ток-
сических среднемолекулярных пептидов в крови 
при травма тической болезни, с тем чтобы опреде-
лить возможность использования этого показа-
теля в оценке состояния больного. 

М е т о д ; и к а. Обследовано 46 больных: 26 че-
ловек с травматической болезнью спинного мозга 
(давность травмы от 4 мес до 2 лет; 1-я группа); 
10 человек с травмой спинного мозга (давность 
от нескольких дней до 3 нед; 2-я группа); 10 чело-

век с ЧМТ (2 с сотрясением мозга, 8 с ушибом 
головного мозга, давность заболевания от 2 до 
15 дней; 3-я группа). 

Венозную кровь брали натощак, образцы сы-
воротки исследовали в день исследования. Уро-
вень СМ определяли скрининговым методом [7]. 
Контрольную группу составили 25 здоровых до-
норов. 

Полученные результаты обрабатывали статис-
тически, используя критерий Стьюдента. 

Р е з у л ь т а г ы и о б с у ж д е н и е . Проведенное 
исследование выявило нарастание уровней СМ во 
всех обследованных группах больных по сравне-
нию с физиологической нормой. Наибольший 
уровень СМ был отмечен у больных с травмой 
позвоночника на ранних сроках наблюдения (2-я 
группа), затем по степени снижения содержания 
СМ следовали больные с травмой спинного моз-
га в позднем периоде болезни (1-я группа) и боль-
ные с ЧМТ (3-я группа) (см. таблицу). Эти на-
блюдения указывают на то, что существенными 
факторами, определяющими степень интоксика-
ции у больных, являются уровень травмы и срок 
ее давности. Причины возникновения интоксика-
ции у больных со свежей травмой центральной 
нервной системы (ЦНС) в литературе достаточно 
освещены, последовательность событий, по-види-
мому, одинакова при повреждении различных 
тканей [1 ]. Механическую травму рассма триваю т 
пусковым моментом развития интоксикации — 
разрушение структуры нервной ткани приводит 
к расстройству коллатерального кровообращения 
и микроциркуляции. Повреждение структуры 
и изменение свойств мембран наряду с циркуля-
торной и гипоксической недостаточностью вызы-
вают локальные метаболические сдвиги, усилива-
ют протеолиз, в кровь поступает большое коли-
чество продуктов распада — белки, пептиды, 
аминокислоты и фосфолипиды. Сопутствующее 
травме нарушение мочевыдели тельных функций 
приводит к накоплению в крови в избыточном 
количестве промежуточных и конечных продук-
тов обмена веществ — мочевой кислоты, органи-
ческих кислот, фенола, креатинина и др., что спо-
собствует генерализации эндогенной интоксика-
ции. По данным литературы [3], о степени 
интоксикации можно судить по содержанию со-
единений, которые остаются в сыворотке крови 
больного после осаждения белков, пак называ-
емых средних молекул, соедииений с молекуляр-
ной массой 300—5000 Д. Состав СМ точно не 
установлен, но известно, что в него входят олиго-
пептиды [10] и липидная фракция (жирные кисло-
ты, холестерин, фосфолипиды, триглицериды 
и другие соединения), составляющая до 25% от 

Уровни (JIM у больных с травмой ЦНС 

Омтичсска я плотность 
Характер т р а в м ы Критерий 

К 
Характер т р а в м ы 

254 им 280 им 

Критерий 
К 

Спинальная травма: 
в позднем периоде (я = 26) 0,293 ±0,019 

р <0,001 
в раннем периоде (я = 10) 0,314 ±0,042 

р <0,001 
ЧМТ («=10) 0,286±0,019 

<0,001 
Доноры (А? = 25) 0,238 ±0,002 

0,330 ±0,029 1,21 ±0,002 
<0,001 

0,390 ±0,025 1,24 ±0,071 ' 
<0,01 

0,301 ±0,044 1,058 ±0,048 
<0,05 

0,287 ±0,000 1,21 ±0,002 
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CM [7]. Уровень CM был использован в насто-
ящем исследовании для оценки интоксикации 
у больных с травмой спинного мозга и ЧМТ. 
В литературе отмечают важность изучения ЧМТ 
как острого повреждения организма с первых 
минут, для того чтобы выявить полный комплекс 
энергетических обменных и циркуляторных изме-
нений. Такой подход позволил авторам получить 
ясную картину последовательных нарушений при 
ЧМТ [1, 4, 8]. 

В нашу задачу не входило детальное изучение 
поэтапного развития интоксикации при ЧМТ. 
Группа больных с повреждением головного мозга 
была обследована в период от 2 до 15 дней от 
начала травмы. При этом состояние больных по 
клиническим признакам расценивалось как удов-
летворительное. Больные с травмой ЦНС на ран-
них сроках наблюдения (2-я и 3-я группы) рас-
сматривались как группа сравнения при изучении 
интоксикации у больных с осложненным течени-
ем травматической болезни в позднем периоде. 
Уровень СМ у больных с ЧМТ был ниже, чем 
у больных с травмой спинного мозга (1-я и 2-я 
группы), но достоверно отличался от контроля 
(см. таблицу). Умеренная ин токсикация, выявлен-
ная у больных с ЧМТ спустя 1—2 нед после 
травмы, указывает на то, что восстановление по-
врежденной ткани к этому сроку еще не законче-
но. Сопутствующее травме нарушение мочевыде-
лительных функций как важнейшая причина ин-
токсикации сохраняется 5—6 дней при тяжелой 
ЧМТ и до 3 дней — при легкой [9], у больных 3-й 
группы это нарушение, по-видимому, было купи-
ровано. 

У больных со спинальной травмой в раннем 
периоде (2-я группа) значения СМ были зна-
чительно выше, чем у других обследованных. 
Полученные результаты подтверждают представ-
ление о том, что повреждение всех отделов по-
звоночника относится к разряду тяжелых травм 
[9 ]. Глубину интоксикации позволяет оценить 
кри терий, введенный В. Г. Амчеславским [2] для 
объективизации состояния нейрохирургических 
больных. Критерий К соответствовал отношению 
оптической плотности (ОП), измеренной при 
280 нм (фракция ароматических соединений), 
к ОП при 254 им (собственно СМ). Наши расчеты 
показали, что у спинальных больных на ранних 
сроках наблюдения среднее значение К равнялось 
1,24, что превысило норму ( К = 1,2). У больных 
с ЧМТ (3-я группа) средние значения К равнялись 
1,0, что соответствует представлению о иеосло-
жненном течении болезни [12]. У больных 
с ЧМТ, осложненной травмой позвоночника 
в позднем периоде болезни (1-я группа), при 
средних значениях К = 1,17, что близко к норме. 
В отдельных случаях коэффициент существенно 
увеличивался (1,31 и 1,33). Проведенные расчеты 
подтвердили необходимость дифференцирован-
ного подхода к оценке степени интоксикации 
этой группы больных. 

У больных с травмой позвоночника в позднем 
периоде болезни (от 3 до 4 мес и неопределенно 
долго), кроме грубых нарушений функций тазо-
вых органов, связанных с травматическим по-
вреждением спинного мозга, могут возникать 
воспалительные осложнения и трофические рас-
стройства [9]. Нарушение нормальной иннерва-

ции почек называют в числе основных причин 
развития таких осложнений, как пиелонефрит 
и хроническая почечная недостаточность, у боль-
ных этой категории. В литературе [10] обоснова-
но мнение, что присутствие в крови СМ определя-
ет тяжесть уремической ин токсикации. У больных 
с хронической почечной недостаточностью в от-
дельных случаях удавалось выделить олигопеп-
тиды, оказывающие влияние на различные сторо-
ны метаболизма (подавляли окислительное фос-
форилирование, оказывали иммуиодепрессивное 
действие). Важность пептидов как надклеточных 
регуляторов метаболизма тканей не вызывает со-
мнений. Опасность, возникающая при травмати-
ческой болезни в связи с накоплением в крови 
большого количества пептидов, обусловлена их 
возможным вмешательством в регуляцию функ-
ций ЦНС и системы иммунитета (И. П. Ашма-
рин, 1982, 1989). При травме ЦНС повреждение 
гепатоэнцефалического барьера приводит к кон-
такту антигенной структуры мозга с иммуноком-
петентными клетками организма [II] . Такие 
больные могут длительное время оставаться сен-
сибилизированными к собственным антигенам. 
Бактериальная атака способствует развитию в то-
ричной иммунной реакции — нарастанию ауто-
иммунных изменений у больных, сенсибилизиро-
ванных к мозговому антигену. Изменения имму-
нологических показателей, по-видимому, 
являются важнейшей причиной развития хрони-
ческих воспалительных осложнений у отдельных 
спинальных больных, что приводи т к нарастанию 
интоксикации в сроки, когда рубцевание дефекта 
ткани мозга давно закончено. Выраженность им-
мунологических нарушений у больных с ослож-
ненной травмой позвоночника неодинакова, 
и этим можно объяснить выявленные нами раз-
личия в степени интоксикации. 

Таким образом, уровень интоксикации у спи-
нальных больных может быть связан с нарушени-
ем мочевыделительных функций, развитием вос-
палительных осложнений почек — важнейшего 
дезинтоксикационного органа, деструкцией тка-
ней, способствующей поступлению в кровь боль-
шого количества продуктов распада. 

Проведенное исследование показало, ч то метод 
определения уровня СМ в крови может быть 
использован для оценки степени интоксикации 
с п и нал ь ных бол ь 11 ы х. 
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The levels of medium-weight molecules was estimated in the 
scrum of 46 patients, including 36 patients with cerebrospinal 
injury and 10 patients with craniocerebral injury, 5 healthy volun-
teers were in the control group. The toxic metabolites studied were 
markedly increased in all these patients as compared with the 
controls. However, the highest alterations were detected in the 
patients with cerebrospinal injury in early periods of observation, 
thus suggesting that the trauma and duration might be responsible 
for intoxication manifestations. Estimation of the levels of me-
dium-weight molecules in blood may be used in evaluation of the 
degree of intoxication in spinal patients. 
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Миогими исследователями [1, 11, 13] подчер-
кивается особая значимость повышения уровня 
общег о холестерина (ОХС) в крови в возникнове-
нии и прогрессировании ишемической болезни 
сердца (ИБС). Отмечено, что при низком его 
содержании другие факторы риска возникновения 
атеросклероза в меньшей степени проявляют 
свою атерогенность. Данные проспективных эпи-
демиологических исследований подтверждают 
высокую частоту возникновения новых случаев 
ИБС у лиц с повышенным уровнем ОХС в сыво-
ротке крови и липопрогеидов низкой плотности, 
а также низким уровнем холестерина высокой 
плотности [7, 12]. В то же время течение заболе-
вания и его прогноз не могут быть определены 
при помощи только традиционных клипико-био-
химических показателей обмена холестерина 
в организме: содержания в крови ОХС, холестери-
на липопрогеинов низкой и высокой плотностей, 
так как перечисленные тесты отражают количест-
венные взаимоотношения между несколькими пу-
лами холестерина в организме, имеющими раз-
ное происхождение и скорость обмена [10, 14], 
что существенно снижает их информативность. 
Поиуляциомные исследования, проведенные 
в Финляндии [9], показали, что состав молеку-
лярных форм этерифицированиого холестерина 
крови в значительной степени подвержен влия-
нию уровня полиненасыщенных жирных кислот 
(ПНЖК) семейства со-6 в рационе. При этом как 
у здоровых лиц, так и у пациентов с ИБС при 

одновременном изучении жирнокислотного со-
става ацильных групп в триацилглицеринах 
и фосфоглицеринах, определяющих их молеку-
лярную структуру, и спектра эфиров холестерина 
последний показал максимальную дисперсность 
[3, 4]. Возможно, указанный эффект ПНЖК се-
мейства со-6 обусловлен активацией ЛХАТ-реак-
ции, способствующей образованию в сыворотке 
крови эфиров холестерина с ПНЖК. Предполага-
ют, что при этом происходит и увеличение доли 
холестерина, окисляемого в желчные кислоты, 
осуществляемое различными формами цигохро-
ма Р-450 в гепатоцитах по мопооксигеиазиому 
пути 1а- и 12^-гидроксилазами дохолевой (3,7,12-
ОН) и хеиодезоксихолевой (3,7-ОН) кислот [2]. 
Представленные данные литературы свидетельст-
вуют о том, что изучение спектра этерифициро-
ванного холестерина в крови и концентрации 
в ней первичных желчных кислот наряду с обще-
принятыми клинико-биохимическими показате-
лями позволит более адекватно оценить влияние 
различных доз ПНЖК семейства со-3 при различ-
ном их соотношении с ПНЖК семейства о б . Об 
оптимизации соотношения этих двух семейств 
ПНЖК следует помнить ввиду существования 
конкурентных взаимоотношений в процессах их 
метаболизма [5]. 

М е т о д и к а. Обследовано 135 человек с диаг-
нозом ИБС, при этом у 78 из них обнаружена 
гиперлипопротеинемия (ГЛП): у 25 — Па типа, 
34 —116 типа и у 19 — IV типа. В условиях кли-
ники лечебного питания пациенты получали ра-
ционы с различным содержанием ПНЖК семей-
ства со-3. Больные 1-й группы (40 человек) полу-
чали антисклеротическую базисную диету (А-1; ее 
состав: 98 г белка, 88 г жиров, 320 г углеводов; 
при энергетической калорийности 2500 ккал) с со-
отношением ПНЖК серии ш-б/со-З, равным 10, 
при содержании ПНЖК серии со-3 около 200 мг, 
т. е. на уровне эссенциального фактора. Пациен-
ты 2-й группы (38 человек) в течение такого же 
периода времени содержались на рационе с соот-
ношением ПНЖК семейства со-б/со-З, равным 6,5 
при уровне ПНЖК (0-3 около 3 г. 3-я группа 
состояла из 57 человек, получавших в составе 
базисной диеты 20 г рыбьего жира «Эйконол» 
взамен растительного масла, при этом соотноше-
ние ПНЖК семейства ш-б/со-З равнялось 1,3, а со-
держание ПНЖК серии со-3 — около 7 г. Кон-
трольную группу составили 19 практически здо-
ровых людей (1 I мужчин и 8 женщин) в возрасте 
от 34 до 47 лет с нормальной массой тела и без 
клинических симптомов ИБС, с нормальными по-
казателями уровня липидов. В сыворотке крови 
определяли традиционные клииико-биохимичес-
кие показатели: уровень ОХС, а-холестерииа, об-
щих триацилглицерииов — с помощью анализа-
тора фирмы «Abbott» (США). Содержание в кро-
ви молекулярных форм этерифицированиого 
холестерина определяли после выделения из об-
щего липидного экстракта методом тонкослой-
ной хроматографии фракции эфиров холестерина, 
разделение на индивидуальные молекулярные 
формы проводили на жидкостном хроматографе 
«Бекман», (США) М. 336 с колонкой «Ультрасфе-
ра-ODS» и мобильной фазой ацетон: ацетоиитрил 
(64:36 об/об) с детектором «Кратос» (ФРГ), 
М. 757 при 205 нм [6]. 
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Для определения содержания в сыворотке кро-
ви желчных кислот проводили их экстракцию 
смесью метанол: хлороформ (9: I), метанольный 
слой отбирали и выпаривали на роторном ис-
парителе, фторпроизводные желчных кислот по-
лучали, приливая к сухому остатку 0,3 мл гекса-
фторизопропанола и 0,1 мл грифторуксусного 
ангидрида [8 ]. Разделение фторпроизводных 
желчных кислот проводили на капиллярной ко-
лонке с фазой OV-275 на газовом хроматографе 
фирмы «Тракор» (Нидерланды) М. 565, используя 
детектор электронного захвата. В качестве внут-
реннего стандарта в образец вводили литохоле-
вую кислоту, которая в крови человека в нор-
мальных условиях отсутствует. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В табл. 1 
и 2 приведены данные, харак теризующие спектры 
этерифицированного холестерина в плазме крови 
у больных ИБС без ГЛП (1а) и с ГЛП На, Нб 
и IV типов. Под влиянием базисного антиатеро-
склеротического рациона у больных ИБС без 
ГЛП наблюдали достоверное повышение уровня 
в крови арахидоната холестерина (приближение 
его к значениям у лиц контрольной группы). На-
ряду с этим отмечалось снижение содержания 
пальмитата и стеарата холестерина соответствен-
но на 22 и 40,8% по сравнению с исходным. 

Уровень линолеата, олеата, а также суммарное 
содержание эйкозапентаената и докозагексаената 
холестерина практически не изменились. У боль-
ных, получавших рационы с более высоким со-
держанием в липидах ПНЖК семейства ш-З, сум-
марное содержание эйкозапентаената и докоза-
гексаената повысилось в 1,8—2 раза по 
сравнению с исходным. Наряду с этим отме-
чалось достоверное снижение в сыворотке крови 
этих больных содержания линолеата и пальми-
толеата холестерина, а при назначении эйконола 
(отношение ПНЖК ш-6/ш-З равно 1,3) снижался 
уровень пальмитата и стеарата холестерина. 
У больных ИБС с ГЛП Па типа базисный ан-
тисклеротический рацион вызывал повышение 
уровня в крови арахидоната холестерина и сни-
жение пальмитата холестерина, т. е. обнаружи-
вался эффект, аналогичный полученному в группе 
больных ИБС без ГЛП. 

У пациентов с ИБС и ГЛП Мб типа уровень 
арахидоната также возрастал, содержание олеата 
и пальмитата холестерина имело тенденцию 

к снижению; при IV типе ГЛП использование ба-
зисного рациона не изменяло соотношения основ-
ных молекулярных форм этерифицированного 
холестерина в крови. При увеличении в рационе 
ПНЖК семейства ш-З эффект в ряде случаев по-
вторял описанный выше у больных ИБС общей 
группы (см. табл. 1); более действенным являлся 
рацион с соотношением ПНЖК оо-б/со-З, равным 
1,3, и содержанием ПНЖК ш-З, равным 7 г, вы-
зывавший увеличение уровня эйкозапентаената 
и докозагексаената холестерина у пациентов 
с ГЛП всех типов — Па, IIб и IV. Однако оба 
рациона с увеличенным уровнем ПНЖК семей-
ства ш-З не оказывали заметного влияния на дру-
гие молекулярные формы этерифицированного 
холестерина (арахидонат) в крови. 

Эффект использованных рационов в группах 
больных ИБС без ГЛП и с семейными ее фор-
мами качественно повторялся, отличаясь степе-
нью выраженности, что свидетельствует об уни-
версальности биохимических механизмов влия-
ния рационов с повышенным содержанием 
ПНЖК семейств ш-З на обмен холестерина. 

На рис. 1 приведены хроматограммы больного 
ИБС до лечения, после курса диетотерапии базис-
ным антисклеротическим рационом и последу-
ющего курса диетотерапии рационом с увеличен-
ным количеством ПНЖК семейства ш-З. Отчет-
ливо просматривается различие в спектрах 
молекулярных форм этерифицированного холе-
стерина в крови. При использовании базисного 
рациона основным эффектом является увеличение 
уровня арахидоната холестерина и снижение со-
держания пальмитата и стеарата холестерина. 
При применении рациона с увеличенным количе-
ством ПНЖК семейства ш-З уровень арахидоната 
холестерина достоверно не изменяется, наиболее 
значительно увеличивается количество эйкозапен-
таената и докозагексаената холестерина. Эти ка-
чественно различные эффекты, очевидно, опреде-
ляют конечный результат — большее снижение 
уровня ОХС и триацилглицеринов у пациентов, 
находящихся на диете с увеличенным уровнем 
ПНЖК семейства ш-З, чем в случае использова-
ния базисного рациона. Оба рациона с увеличен-
ным в сравнении с базисным содержанием 
ПНЖК семейства ш-З способствовали повыше-
нию в крови эйкозапентаената и докозагексаената 
холестерина. 

Та б л и ц а I 

Содержание основных форм эфиров холестерина в сыворотке крови больных ИКС без ГЛП при различном соотношении и содержании 
ПНЖК со-6 и (о-З в рационе 

Сумма П Н Ж К со-3 = 0,2 г Сумма П Н Ж К со-3 = 3 г Сумма П Н Ж К a>-3 = 7 г 

Эфиры холесте-
рина 

Контрольная 
группа диета Л (oj-6/co-3 = 10) диета Л , п (ш-6/со-З = 6,5) диета А , м (ю-6/ш-3= 1,3) 

I И I 11 I II 

Э Д 6 , 8 0 ± 1 , 5 0 5 , 3 8 ± 0 , 7 7 7 , 5 5 ± 0 , 4 5 6 , 2 3 ± 1 , 3 3 1 2 , 4 7 ± 1 , 8 8 * * * 6 , 4 5 ± 0 , 7 3 1 0 , 5 ± 0 , 8 4 * * * 
А р 1 9 , 9 ± 2 , 8 6 1 7 , 4 5 ± 1 , 3 5 2 1 , 2 3 ± 1 , 7 4 * 2 0 , 5 ± 0 , 0 8 2 0 , 3 0 ± 1 , 2 5 1 7 , 7 6 ± 0 , 9 1 1 7 , 6 9 ± 1 , 0 8 
Л и 5 6 , 9 ± 3 , 8 0 5 2 , 8 8 ± 3 , 0 5 5 3 , 6 5 ± 2 , 1 4 5 8 , 1 ± 1 , 9 3 5 2 , 5 ± 2 , 0 8 * * * 5 7 , 9 8 ± 1 , 7 9 5 5 , 4 ± 1 , 0 6 * 
П О 0 , 4 6 ± 0 , 0 3 0 , 4 4 ± 0 , 0 2 0 , 3 8 ± 0 , 0 3 0 , 5 0 ± 0 , 0 1 0 , 3 5 ± 0 , 0 5 * 0 , 5 5 ± 0 , 1 5 0 , 2 8 ± 0 , 0 4 5 * 
О О 1 0 , 2 ± 1 , 2 0 I 1 , 1 5 ± 1 , 2 7 1 0 , 5 3 ± 1 , 7 0 9 , 2 0 ± 0 , 9 9 9 , 0 0 ± 0 , 7 0 8 , 8 0 ± 1 , 6 0 1 0 , 6 ± 0 , 6 4 
П П 6 , 4 0 ± 0 , 4 5 7 , 6 8 ± 0 , 7 9 5 , 9 8 ± 0 , 2 5 * 5 , 7 0 ± 1 , 2 0 5 , 6 0 ± 0 , 3 8 8 , 8 7 ± 0 , 8 0 7 , 7 1 ± 0 , 6 5 
С т 1 , 4 4 ± 0 , 2 2 1 , 2 0 ± 0 , 2 7 0 , 7 1 ± 0 , 0 6 1 , 0 6 ± 0 , 2 2 0 , 6 2 ± 0 , 1 0 * 1 , 1 5 ± 0 , 3 3 0 , 4 7 ± 0 , 0 7 3 * 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка—р^0,05, две—/;^0,()1, три— р^0,001. Здесь и в табл. 2: ЭД —сумма эйкозапентаената 
и докозагексаената, Ар — арахидонат, Ли — линолеат, ПО — пальмитолеат, ОО — олеат, ПП—пальмитат , Ст — стсарат холесте-
рина, I — д о лечения, II — после лечения. 
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Та б л и ц а 2 
Содержание основных форм этерифицированиого холестерина в сыворотке крови больных ИБС с ГЛП семейного генеза при различном 
соотношении ПНЖК со-6 и со-3 в рационе 

Эфиры холестерина 
Конт-
роль-

ная 
группа 

Диета А , (ш-б/со-З = 10) сумма со-3 = 0,2 г Диета А , п (ш-6/со-З = 6,5) со-3 = 3 г Диета А , м (ш-б/со-З = 1,3) сумма со-3 = 7 г 

Эфиры холестерина 
Конт-
роль-

ная 
группа 

ГЛП Па типа ГЛП Пб типа ГЛП IV типа ГЛП Па типа ГЛП Пб типа ГЛП На типа ГЛП Пб типа ГЛП IV типа 
Эфиры холестерина 

Конт-
роль-

ная 
группа 

1 II 1 II 1 II 1 II I II I II I II I II 

э д 6,80 4,30 5,65 5,38 6,55 4,20 3,80 6,90 8,90 8,50 10,90 4,47 10,20 7,42 11,8 5,13 8,55 
+ + ± + + ± + + + + ± + ± + ± + + 

1,50 0,61 0,57 0,77 0,45 0,40 0,50 0,52 0,93 * 1,01 1,40* 1,31 1,69* 1,42 1,69* 0,72 2,56 
Ар 19,9 16,3 18,3 17,4 21,2 18,3 19,9 17,4 17,5 18,6 16,0 16,1 16,5 11,8 15,5 14,9 14,7 

± + + ± + ± 1 ± + + + + + + ± ± + 
2,86 1,14 1,48 1,35 1,74* 1,60 1,00 0,60 0,73 1,40 2,10 2,58 1,94 1,69 1,58 1,60 1,24 

Ли 56,9 60,3 55,4 52,9 53,6 56,3 57,5 62,8 58,3 56,5 55,2 61,9 56,6 56,0 59,4 56,7 56,0 
+ + + + + + + + ± + + + + ± ± + + 

3,80 3,00 4,00 3,05 2,14 2,80 2,40 2,84 2,85* 1,84 4,50 2,25 2,27 1,49 1,54 2,60 2,27 
ПО 0,46 0,46 0,44 0,50 0,42 0,48 0,48 0,45 0,40 0,40 0,33 0,56 0,48 0,47 0,42 0,50 0,48 

± + + + + + + + + + + + ± ± ± + ± 
0,03 0,08 0,06 0,08 0,06 0,03 0,02 0,25 0,01 0,10 0,03 0,11 0,09 0,04 0,06 0,08 0,06 

о о 10,2 12,3 11,1 1 1,2 10,5 6,80 6,0 5,95 7,40 7,30 8,20 10,3 9,23 9,78 10,7 11,8 11,0 
± + ± ± + ± + + + + + + + + ± + + 

1,20 1,90 2,00 1,27 0,70 1,50 1,20 1,27 1,70 0,95 0,60 1,60 1,55 0,90 1,13 2,07 1,15 
п п 6,40 9,54 7,95 7,68 5,98 6,99 5,30 5,70 6,90 5,23 5,30 7,23 7,17 7,47 8,26 8,42 7,13 

+ + + + + + + ± + + + + + ± + + + 
0,45 1,20 1,70* 0,79 0,25 0,80 0,70 1,46 0,95 0,60 0,44 1,53 1,70 0,70 1,75 1,06 1,73* 

Ст 1,44 1,44 1,46 1,48 1,48 1,53 1,46 1,42 1,40 1,52 1,46 1,44 1,38 1,55 1,46 1,48 1,45 
+ + + + + + + ± + + ± ± + ± ± + + 

0,22 0,11 0,13 0,13 0,11 0,17 0,18 0,17 0,16 1,10 0,18 0,16 0,17 0,10 0,10 0,19 0,19 

ду содержанием а-холестерина и полиненасыщен-
ных эфиров холестерина: в первую фазу до 9— 
11% содержания в крови полиненасыщенных 

эфиров холестерина с жирными кислотами семей-
ства со-3 происходит резкое повышение корреля-
ционной зависимости, а после превышения уров-
ня 12% указанных форм эфиров холестерина 
дальнейшего увеличения корреляционных отно-
шений не происходит (плато корреляционных за-
висимостей). 

У пациентов с ИБС и ГЛП Пб типа исследо-
вали концентрацию в крови первичных желчных 
кислот — холевой и хенодезоксихолевой, а также 
уровень основной вторичной — дезоксихолевой. 
Следует отметить, что у этих пациентов отсут-
ствовал эффект повышения уровня а-холестерина 
в плазме крови, менее выраженными были из-
менения в спектре этерифицированиого холесте-
рина. В крови пациентов этой группы превалиро-
вала дезоксихолевая кислота (0,39 ±0,08 мкмоль/ 
/л), холевая и хенодезоксихолевая кислоты со-
ставляли соответственно 0,22 ± 0,03 
и 0,18 + 0,03 мкмоль/л (рис. 2). 

Лечение этих больных рационом с увеличен-
ным уровнем ПНЖК семейства ш-З не оказало 
заметного влияния на концентрацию и соотноше-
ние в крови исследованных желчных кислот: по-
ирежнему преобладающей была дезоксихолевая 
кислота (0,39 ±0,08 мкмоль/л), уровень хенодезо-
ксихолевой не изменился в сравнении с исходным 
(0,019±0,04 мкмоль/л), а холевой — несколько 
снизился (0,19±0,03 мкмоль/л). Эти данные сви-
детельствуют об отсутствии влияния использо-
ванных рационов на активность монооксигеназ-
ной системы гепатоцитов, в частности на актив-
ность гидроксилаз, участвующих в окислении 
холестерина до первичных желчных кислот. По 
данным литературы, концентрация желчных кис-
лот в крови здоровых лиц иная, нежели та, кото-
рую мы отмечали у больных ИБС с ГЛП Пб: 

П р и м е ч а н и е . Звездочка—/?^0,05. 

С помощью статистического пакета 
MICROSTAT была просчитана на ЭВМ корреля-
ционная зависимость между такими общими кли-
нико-биохимическими показателями, как ОХС, а-
холестерин крови, и уровнем в ней эйкозапента-
ената и докозагексаената холестерина как мар-
керов эффекта ПНЖК семейства со-3 на обмен 
холестерина. Выявлена четкая обратная корреля-
ционная зависимость между содержанием ОХС 
и указанными молекулярными формами эфиров 
холестерина и прямая корреляционная зависи-
мость между содержанием последних в крови 
и количеством в ней а-холестерина. Интересен 
факт существования фазности в корреляции меж-
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Рис. I. Хромато! раммы эфиров холестерина плазмы крови 
у больного ИВС. 
и — исходная; С) — после курса лечения базисной диетой (сумма П Н Ж К семейства 
со-3 = 0,2); « — после лечения модифицированной базисной диетой (сумма П Н Ж К 
семейства со-3 = 7); / — э й к о з а п е н т а е м а т + д о к о з а г е к с а е н а т ; 2 — а р а х и д о и а т ; 3 — л и -
нолеат; 4 — нальмитолеат ; 5 — олеат; 6 — пальмитат ; 7 — с т е а р а т . 
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Рис. 2. Хроматограмма фторпроизводных желчных кислот. 
/ — St. int — внутренний стандарт (литохолевая кислота); 2-
лота ; 3 — хенодезоксихолсвая кислота; 4 — х о л с в а я кислота. 

•дезоксихолевая кис-

у здоровых лиц хенодезоксихолевая кислота яв-
ляется превалирующей от суммы 3 исследован-
ных кислот (около 50%), затем следует холе-
вая (30—35%) и менее всех представлена де-
зоксихолевая кислота (10—13%). Сравнение дан-
ных литературы с полученными нами свиде-
тельствует о значительном изменении процессов 
катаболизма холестерина у больных ИБС с ГЛП 
Пб типа. 

Представленные выше средние статистические 
данные по эффекту диетотерапии на больных 
ИБС по выделенным нами группам — ИБС без 
значительных изменений в обмене холестерина, 
ИБС с ГЛП Па, ИБС с ГЛП Пб и ИБС с ГЛП 
IV — позволяют говорить о существенном влия-
нии диет, обогащенных ПНЖК семейства ш-З 
(при определенном соотношении с ПНЖК семей-
ства ш-6), на обмен холестерина, в частности на 
процессы его переэтерификации. В то же время 
степень выраженности эффекта на спектр молеку-
лярных форм эфиров холестерина у пациентов 
внутри каждой группы была различной, гак же 
как и исходные данные. 

Для индивидуальной оценки исходного состоя-
ния обмена холестерина и динамики его измене-
ний под влиянием диетотерапии был использован 
метод сравнения полученных спектров этерифи-
цированного холестерина у каждого больного до 
и после диетотерапии с аналогичными показате-
лями группы контроля (8 практически здоровых 
лиц). Сравнение проводили не по нативным дан-
ным о составе индивидуальных эфиров холесте-
рина, а по построенной на их основе системе 
признаков — линейных комбинаций переменных 
величин, обладающих большей информативно-
стью. Эти преобразования и графические по-
строения делали с помощью ЭВМ, используя ста-
тистический пакет STATERAPHIOS методом 
главных компонент (мулы ивариантные методы 
непараметрической статистики). Проводили ана-
лиз данных: 1) по группам больных до и после 
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Рис. 3. Графический анализ изменений обмена холестерина 
у больных ИБС с ГЛП Па типа. 
а — отношение 3 векторов больных И Б С до лечения ( 9 — I I ) к группе контроля ; 
Г) — распределение векторов, характеризующих молекулярные спектры этерифици-
рованного холестерина у больных И Б С до лечения; « — те же у больных после 
курса диетотерапии (смещение векторов); — пример анализа индивндального 
эффекта диетотерапии: 9 — д о лечения, 1 0 — п о с л е лечения; /—<V — вектора группы 
контроля . Вхождения 10 в сектор контроля — п о л о ж и т е л ь н ы й результат лечения. 

лечения с целью получения информации в графи-
ческом выражении о степени влияния диетотера-
пии внутри каждой группы; 2) по каждому от-
дельному больному до и после лечения по от-
ношению к сектору 8 векторов контроля (рис. 3). 
Преимущества проведения такого рода анализа 
весьма наглядны, особенно это касается оценки 
индивидуальных изменений у каждого конкрет-
ного больного (см. рис. 3, г). С помощью этого 
метода можно более детально оценить исходное 
состояние обмена холестерина по соотношению 
полиненасыщенных его эфиров к моно- и насы-
щенным, что отражает степень активности 
ЛХАТ. Подобная оценка может правильно опре-
делить перспективность назначения рационов, со-
держащих преимущественно ПНЖК семейств ш-З 
или ш-6 при соблюдении их оптимального соот-
ношения, и результаты проведенного курса дие-
тотерапии. 
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METABOLISM O F C H O L E S T E R O L IN PATIENTS WITH 
ISCHEMIC H E A R T DISEASE ON DIET C O N T A I N I N G 
VARIOUS A M O U N T S O F co-3 P O L Y U N S A T U R A T E D 
FATTY ACIDS 

M. A. Samsonov, B. G. Lyapkov, A. S. Abbakumov, Т. V. Kise-
leva, A. V. Pogozheva 

Institute of Nutrition, Russian Academy of Medical Sciences, 
Moscow 

Patients with ischemic heart disease and with hyperlipidemia of 
the I la, l ib and IV types as well as not exhibiting any pronounced 

alterations in cholesterol metabolism were treated with various 
amounts of co-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) introduced 
into the basic antiatherosclerotic diet: I group — content of the 
essential factor 0.2 g/day, 2 group — increased content of natural 
products with PUFA up to I g/day, 3 group — increased PUFA 
content due to the drug «euconol» 5 g/day. Administration of the 
PUFA oo-3 into the basic antiatherosclerotic diet contributed to 
development of adequate clinico-biochemical alterations; under 
these conditions content of a-cholesterol in blood correlated dircc-
tly to concentration of polyunsaturated cholesterol esters and 
PUFA co-3 (eucosapentaenate and docosahexaenate) as well as 
reverse correlation was found between content of total cholesterol 
and these molecular forms of cholesterol esters studied. Enrich-
ment of the diet with PUFA co-3 did not causc any alterations in 
content of primary bile acids in blood thus suggesting that PUFA 
co-3 did not affect the cholesterol catabolism. These data enabled 
us to plot the graph for individual evaluation of cholesterol 
metabolism in patients with ischemic heart disease involving alter-
ations in the spectrum of esterified cholcstcrols in blood before and 
after the treatment course. 
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В. А. Узбеков, Л. Б. Мареева, Л. Б. Борисова 

МЕТОД ФРАКЦИОНИРОВА11ИЯ ФОСФОИНО-
ЗИТИДОВ В ТОНКОМ СЛОЕ СИЛИКАГЕЛЯ 

Институт физиологии и гигиены груда НАМ Республики Ка-
захстан, Караганда 

Участие фосфоинози тидов (ФИ) в процессах пе-
редачи нервных импульсов и активном транспор-
те различных веществ через плазматические мем-
браны [3, 6] привлекает внимание исследователей 
к изучению этого класса фосфолипидов. Однако 
в настоящее время не существует методов для 
проведения большого количества рутинных ана-
лизов содержания этих веществ в тканях организ-
ма животных. Наиболее широко употребляемым 
и точным методом в настоящее время является 
восходящая бумажная хроматография ФИ, по-
зволяющая выделить моно-, ди- и грифосфоино-
зитиды (МФИ, ДФИ, ТФИ) [2]. Однако фракцио-
нирование на бумаге неудобно чем, что использу-
ется большое количество растворителей при 
приготовлении системы для фракционирования, 
требуются громоздкие камеры (до 70 см высо-
той), насыщение камеры парами растворителей 
и сам процесс фракционирования ФИ занимает 
продолжительное время. Предложен также метод 
фракционирования ФИ в тонком слое силикагеля, 
обработанного щавелевокислым калием [8], для 
которото не характерны названные недостатки. 
Но использование этого метода имеет другой 
существенный недостаток — фракция МФИ не от-
деляется от сфингомиелина, фосфа тидилсерина 
и фосфатидной кислоты, что требует дополни-
тельного фракционирования в другой системе 
для выделения МФИ. Нашло также применение 
использование двумерной тонкослойной хрома-
тографии [9], что также усложняет фракциони-
рование. 

В настоящей работе представлен метод фрак-
ционирования ФИ в топком слое силикагеля, 
позволяющий получить четкое выделение фрак-
ций МФИ, ДФИ и ТФИ при одномерной хро-
матографии. 

М е т о д и к а . Для фракционирования использо-
вали стеклянные пластины размером 9 x 2 4 см. 
Для покрытия пластин использовали силикагель 
КСК с размером крупиц 75—150 мкм, который 
получали путем размалывания в фарфоровой сту-
пе и дальнейшего пропускания через сита соот-
ветствующих размеров. Затем силикагель обра-
батывали согласно описанию Е. А. Покровского 
и А. В. Каргополова [5]. После этого отмерива-
ли 3 г обработанного силикагеля и помещали его 
в центрифужную пробирку, куда приливали 
8,5 мл 3% раствора щавелевокислого калия. Про-
бирку тщательно взбалтывали до образования 
гомогенной взвеси. Затем взвесь выливали на 
пластину и стеклянной палочкой равномерно рас-
пределяли по ее поверхности. При проведении 
последней процедуры пластину располагали на 
копчиках пальцев и движением их регулировали 
распределение силикагеля по пластине. Затем по-
мещали пластины на строго горизонтальную по-
верхность для высушивания. Перед нанесением 
образца на пластину ее активировали при 1 10° С 
в течение 30 мин. 

Для анализа использовали полушарие головно-
го мозга крыс, которое измельчали с использова-
нием гомогенизатора «Поли трои» в 4 мл метано-
ла и сливали гомогенат в пробирку, затем промы-
вали стакан и гомогенизатор 4 мл смеси 
х л о р о ф о р м — метанол — к о н ц е н т р и р о в а н н а я 
НС1—1:1:0,06 (по объему), доливали эту смесь 
в пробирку и давали отстояться гомогенату 
30 мин, центрифугировали и отливали надосадок 
в градуированные пробирки емкостью 25 мл. За-
тем 2 раза проводили реэкстракцию липидов 5 мл 
смеси хлороформ — метанол — концентрирован-
ная НС1 2:1:0,01 по 30 мим, периодически взбал-
тывали содержимое пробирок стеклянной палоч-
кой, центрифугировали и отливали надосадок 
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в градуированные пробирки. Объединенный экс-
тракт промывали 3 мл 0,02% хлорида кальция 
для стабилизации фосфолипидов и отмывки экс-
тракта от нелипидных примесей. Для анализа 
брали нижнюю хлороформенную фазу, количест-
венное определение объема которой проводили 
после центрифугирования при 2000—2500 об/мин 
в течение 20 мин. 

Для фракционирования использовали 0,05 мл 
экстракта. При этом на одной пластине фракцио-
нировали 3 образца. Фракционирование проводи-
ли в системе бутанол — ледяная уксусная кисло-
та— вода—диэтиловый эфир — 6:1:1:1. Хрома-
тографирование прекращали, когда фронт 
растворителя достигал 2—3 см от края пласти-
ны. Продолжительность разгонки составляла 
около 1,5 ч. 

Пластины высушивали и проявляли в парах 
йода, после чего проявлялось 3 пятна с Ri 0,08, 
0,31 и 0,46. Пятна обводили иглой и силикагель 
с них соскребали в центрифужные пробирки. 
В пробирки приливали 150 мкл 60% хлорной кис-
лоты и выдерживали в ней 48 ч. При необходимо-
сти немедленного получения результатов пробы 
выдерживали при 120° С в течение 4 ч в присут-
ствии молибдата аммония. Затем доливали 
0,5 мл 5 н. КОН. После этого осторожно брали 
200 мкл надосадочиой жидкости, переносили 
в центрифужную пробирку, выпаривали для уда-
ления остатков кислоты и далее определяли со-
держание неорганического фосфата с использова-
нием малахитового зеленого [1]. Во всех анали-
зируемых пробах фосфат идентифицировался. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . При нанесе-
нии на пластину более чем 0,10 мл экстракта 
было затруднительно получить достаточно узкую 
стартовую полосу, и, кроме того, при этом от-
мечалось запаздывание движения фронта раство-
рителей, непосредственно элюирующих пятно от 
такового движения по краям полосы. Мы также 
не считали целесообразным упаривание экстрак-
та, так как эта процедура значительно удлиняет 
время приготовления пробы и в то же время 
может снижать точность результатов за счет по-
терь ФИ при выпаривании и повторном растворе-
нии. Нанесение же меньших объемов пробы на 
пластину (0,01 мл и меньше) создает значитель-
ные т р у д н о с т и с о п р е д е л е н и е м н е о р г а н и ч е с к о г о 
фосфата. 

После обнаружения липидного фосфора в полу-
ченных пятнах проводили их идентификацию 
путем окрашивания различными красителями 
[4]. Поскольку известно, что инозитсодержащие 
липиды окрашиваются азотнокислым серебром, 
проводили обработку пятен аммиачным раство-
ром азо тнокислого серебра с дальнейшим нагре-
ванием пластин. При этом получали окрашива-
ние в коричневый цвет пятен с Rr 0,08, 0,31 и 0,46 
(см. рисунок). Для выявления местонахождения 
холинсодержащих липидов проводили окраску 
реактивом Драгендорфа, а для обнаружения се-
рин- и этаноламинсодержащих липидов ис-
пользовали ацетоновый раствор нингидрина. 
При этом получали окрашивание в оранжевый 
и розовый цвета соответственно на месте нахож-
дения фронта растворителей. 

Для того чтобы исключить наличие в месте 
идентификации ФИ фосфатидной кислоты и (или) 

Распределение ФИ методом тонкослойной хроматографии. 
а — п л а с т и н а , о б р а б о т а н н а я а зотнокислым серебром; б — п л а с т и н а , окрашенная 
реактивом Д р а г е н д о р ф а и нингидрином. 

кардиолипина, проводили дальнейшее разделение 
содержимого пятен в тонком слое силикагеля. 
Для этого силикагель с пятен соскребали и экс-
трагировали их содержимое 5 мл хлороформа 
2 раза, после чего упаривали до 0,1 мл в токе 
аргона и наносили на пластину с силикагелем, 
содержащим ЭДТА. Разгонку проводили в сис-
теме метанол — хлороформ — ледяная уксусная 
кислота — вода 45:75:3:1 [7]. После обработки 
пластин парами йода получали одиночное пятно. 
Полученное пятно обводили иглой и после улету-
чивания йода проводили окрашивание азотнокис-
лым серебром. При этом отмечалось окрашива-
ние в области, идентифицированной с помощью 
паров йода. В ряде случаев пятно, окрашенное 
азотнокислым серебром, было меньших разме-
ров, чем окрашенное йодом. Для выяснения при-
роды веществ, сопутствующих ФИ, силикагель 
с зоны, не окрашенной азотнокислым серебром, 
но окрашенной йодом, соскребали в пробирку 
и д о б а в л я л и 60% хлорную к и с л о т у в к о л и ч е с т в е , 
достаточном для сжигания силикагеля (около 
50 мкл). Затем нейтрализовали хлорную кислоту 
10 М едким кали. Из пробирки брали надосадоч-
ную жидкость, которую объединяли с реактивом 
для определения неорганического фосфора 
(16:20). Использование малых объемов было обу-
словлено соображениями повышения чувстви-
тельности определения, для чего использовались 
кюветы толщиной 0,2 см. При этом фосфор не 
выявлялся. 

Проведенные исследования показали, что в со-
ставе пятен, идентифицированных как различные 
формы ФИ, отсутствуют примеси других фосфор-
содержащих липидов. Кроме того, предложенная 
система принципиально сходна с системой 
В. Я. Дворкина и Г. В. Киселева [2] для выделе-
ния ФИ на бумаге, при использовании которых 
отмечено смещение всех фосфолипидов с фрон-
том растворителя. На этом основании можно 
думать, что и на силикагеле разделение фосфоли-
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пидов происходит во многом аналогично. С уче-
том того что наиболее тяжелым и малоподвиж-
ным из ФИ является ТФИ, очевидно, что для него 
характерна наименьшая подвижность— R( — 0,08, 
для менее тяжелого и более подвижного ДФИ — 
R 1=0,31 и для МФИ — R f = 0 , 4 6 . 

Таким образом, представленный метод дает 
возможность проводить фракционирование ФИ 
с использованием небольших количеств раство-
рителей, позволяет сократить время исследова-
ний и снизить их трудоемкость. 
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FRACTIONATION OF PHOSPHOINOSITIDES IN THE 
THIN LAYER OF SILICA GEL 
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Institute of Occupational Physiology and Hygiene, National 
Academy of Sciences, Republic of Kazakhstan, Alma-Ata 

A procedure is described for fractionation of phosphoinositides 
using silica gel thin layer chromatography. The procedure may be 
used in routine studies as this makes it possible to isolate 
phosphoinositides by using only one system of solvents. The 
evidence for isolation of phosphoinositide fractions is discussed. 

ЮБИЛЕЙ 

УДК 577.1 :92 Б КРЕЗОВ 

ТЕМИРБОЛАТ ТЕМБОЛАТОВИЧ БЕРЕЗОВ 
(К 70-летию со дня рождения) 

ч 

19 октября 1994 г. исполнилось 70 лет со дня 
рождения и 45 лет научной, научно-организаци-
онной, педагогической и общественной деятель-
ности видного отечественного биохимика, акаде-
мика Российской Академии медицинских наук 
и академика Международной Академии Высшей 
школы, заведующего кафедрой биохимии Россий-
ского университета дружбы народов им. П. Jly-
мумбы, доктора медицинских' наук профессора 
Темирболата Темболатовича Березова. 

Выходец из крестьянской семьи, с детства по-
знавший нелегкий труд земледельца в горах Кав-
каза, он в 1949 г. с отличием окончил Северо-
Осетипский государственный медицинский инсти-
тут. Затем Т. Т. Березов учился в аспирантуре 

Института биологической и медицинской химии 
АМН СССР. Кандидатскую диссертацию выпол-
нил под руководством академика АН и АМН 
А. Е. Брауиштейиа, получив основательную под-
готовку в области азотистого обмена в норме 
и при патологии. 

На становление и развитие Т. Т. Березова как 
прогрессивного ученого благотворное влияние 
оказали постоянные контакты, встречи и беседы 
с виднейшими представителями отечественной 
биологической пауки — А. Е. Браунштейном, 
С. Я. Капланским, В. Н. Ореховичем, В. А. Эн-
гельгардтом, С. Е. Севериным, С. Р. Мардаше-
вым, С. С. Дебовым, Ю. А. Овчинниковым, 
А. А. Покровским, Н. А. Юдаевым и др. 

Яркий талант и огромное трудолюбие прояв-
лялись на каждой ступени творческого и про-
фессионального роста Т. Т. Березова. В течение 
10 лет он с успехом преподавал на кафедре био-
химии I Московского медицинского института 
в качестве ассистента и доцента. Наиболее полно 
его творческие способности как исследователя 
и блестящего педагога проявились в Университете 
дружбы народов им. П. Лумумбы, куда он был 
приглашен в 1962 г. для организации кафедры 
биохимии на медицинском факультете. Плодо-
творная творческая деятельность академика 
Т. Т. Березова широко известна научной обще-
ственности как в России, так и за рубежом. Ре-
зультаты ее представлены 50 авторскими свиде-
тельствами на изобретения, более чем 420 опу-
бликованными трудами и монографиями, 12 
учебными пособиями, 3 базовыми учебниками по 
биохимии для медицинских вузов страны. 

Научные интересы Т. Т. Березова охватывают 
широкий круг проблем в области эизимологии, 
медицинской химии и биохимии патологических 
процессов. Он внес крупный вклад в исследование 
биохимии опухолевого роста. Его докторская 
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диссертация была посвящена изучению фермен-
тов азотистого обмена в нормальных тканях 
и злокачественных опухолях. Им выдвинута 
и экспериментально обоснована гипотеза о су-
ществовании обратной зависимости между интен-
сивностью роста опухоли и активностью фермен-
тов распада аминокислот. Установлено, что лей-
коциты больных лимфолейкозом лишены 
способности синтезировать необходимый для их 
существования аспарагин. В связи с этим были 
разработаны методы выделения и очистки аспа-
рагиназы и глутамин(аспарагин)азы, а также 
предложена стратегия их применения в качестве 
лекарственных средств для лечения злокочествен-
ных новообразований. 

Т. Т. Березовым были разработаны методы 
дифференциальной диагностики ракового пора-
жения и ферментативные ме тоды диагностики ин-
фаркта миокарда. Цикл его работ по выделению, 
очистке и применению в экспериментальной хи-
миотерапии опухолей трех бактериальных фер-
ментов был удостоен премии имени академика 
В. С. Гулевича АМН СССР (1987 г.) и премии 
Министерства высшего образования (1989 г.). 

Т. Т. Березов создал биохимическую школу, 
воспитал многочисленных учеников, отличаю-
щихся высоким профессионализмом. Под его ру-
ководством подготовлено около 50 докторов 
и кандидатов наук. Из них более 20 занимают 
руководящие посты в органах здравоохранения, 
возглавляют научно-исследовательские учрежде-
ния, кафедры медицинских институтов, руково-
дят лабораториями как в нашей стране, так и за 
ее пределами. 

Большой человеческий авторитет, научная эру-
диция, трудолюбие, высокая гуманность Т. Т. Бе-
резова наиболее полно проявились при выполне-
нии им ответственных научно-организационных 
обязанностей. Он является заместителем акаде-
мика-секретаря отделения медико-биологических 

наук РАМН, бессменным вице-президентом Все-
союзного (до 1992 г.), а ныне Российского биохи-
мического общества, заместителем председателя 
Научного совета РАН по проблемам биохимии 
животных и человека, сопредседателем секции 
«Биохимия и молекулярная биология» ОМБН 
РАМН, членом редколлегии двух отечественных 
журналов, заместителем главного редактора от-
дела биохимии БМЭ и международного журнала 
«Biochemical Education». 

Исследования Т. Т. Березова получили широ-
кое международное признание. Тесные творческие 
связи с выдающимися зарубежными учеными — 
Д. Поратом, А. Тизелиусом, Б. Мальмстромом, 
А. Майстером, К. Сода — способствовали науч-
ному прогрессу на ведущих направлениях совре-
менной биологической химии. Им опубликованы 
в зарубежной печати 82 работы, издан на ан-
глийском языке учебник, вложено много сил 
и энергии в подготовку молодых специалистов: 
ученых, врачей-биохимиков для различных стран 
мира. В качестве приглашенного докладчика он 
участвовал в работе 34 международных конгрес-
сов и конференций по биохимии. По приглаше-
нию ряда университетов Японии, США, Мексики, 
Финляндии Т. Т. Березовым были прочитаны ку-
рсы лекций по научным проблемам кафедры. 

Научная и педагогическая деятельность 
Т. Т. Березова получила заслуженное признание. 
За большие достижения в медицинской науке 
и педагогической деятельности он награжден ме-
далью «Отличник Высшей школы» и орденом 
Трудового Красного Знамени. 

Т. Т. Березов — человек высокой культуры, ог-
ромного обаяния, открытой души. Президиум 
РАМН, редколлегия журнала «Вопросы медицин-
ской химии», коллеги и ученики горячо поздрав-
ляют Темирболата Темболатовича с днем рожде-
ния и желают ему крепкого здоровья и дальней-
ших творческих успехов. 
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