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Т.А.Белозерская, В.Ю.Соколовский, М.С.Крицкий 
ЦИКЛИЧЕСКИЕ НУКЛЕОТИДЫ И МЕМБРАН-
НЫЙ ЭЛЕКТРОГЕНЕЗ В ЯВЛЕНИЯХ КЛЕТОЧ-
НОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ У NEUROSPORA 
CRASSA 

Институт биохимии им. А.Н.Баха РАН, Москва 

Низшие эукариоты совмещают относительную 
простоту организации, проявляющуюся в относи-
тельно малом объеме генома и значительно меньшем 
по сравнению с высшими организмами количестве 
клеточных типов, с морфологическими и биохими-
ческими свойствами типичной эукариотической 
клетки. Это делает их заманчивыми объектами для 
исследования ряда проблем клеточной регуляции, в 
том числе в ходе индивидуального развития. 

В широком смысле исследование данных моделей 
важно для выяснения общих физико-химических 
принципов формирования рецепторным аппаратом 
информационного сигнала. При этом интересно со-
поставить применимость к низшим эукариотиче-
ским моделям представлений, сложившихся, как 
правило, при исследовании организмов с более вы-
соким уровнем организации. Однако исследователь 
неизбежно сталкивается и с рядом специфических 
вопросов, обусловленных морфологическими осо-
бенностями низших эукариот и соответствием их 
физиологии определенным экологическим нишам. В 
случае грибных организмов такие вопросы связаны, 
например, с уникальной клеточной организацией 
вегетативного мицелия. Другой особенностью гри-
бов служит их способность извлекать информацию, 
обусловливающую дифференцировку клеток, из та-
ких, казалось бы, неспецифических внешних стиму-
лов, как изменения концентрации питательных суб-
стратов или режима освещения. 

В основу данной статьи положены результаты 
проводившихся в нашей группе исследований диф-
ференцировочных и адаптационных явлений у 
Ncu rosрога crassa. Благодаря хорошей биохимиче-
ской и генетической изученности этот организм 
можно рассматривать как информативную модель 
для изучения физико-химической организации 
грибных, а в некоторых отношениях и вообще ни-
зших, эукариотических клеток. Целью работы был 
анализ регуляторных механизмов, участвующих во 
взаимодействии "клеток" в составе мицелия, а так-
же механизмов, опосредующих процессы клеточной 
дифференцировки при формировании репродуктив-
ных структур. 

В работе использовали штаммы N. crassa, любез-
но предоставленные Fungal Genetics Stock Center, 
Канзас Сити, США. Методика культивирования ор-
ганизмов, а также их биохимического и электрофи-

зиологического исследования изложена в наших 
публикациях [1, 12, 13, 16]. 

Электрофизиологическая дифференцировка "кле-
ток" гифы 

Вегетативный мицелий грибов, обеспечивающий 
поглощение из среды питательных субстратов и их 
распространение по организму, представляет в мор-
фологическом отношении систему ветвящихся гиф, 
внутренняя полость которых у высших грибов (в том 
числе у аскомицета crassa) разделена перегородка-
ми, септами. Размер межсептальных пространств, 
"клеток", входящих в состав гифы N. crassa, состав-
ляет 10—200x10—20 ммк. В каждой септе, разде-
ляющей "клетки", имеется пора с регулируемой 
проницаемостью. Площадь гидрофильного сечения 
поры составляет 0,03—0,06 ммк2, т. е. превышает 
соответствующую величину для большинства про-
ницаемых межклеточных контактов животных [6 ]. 
Микроскопические исследования указывают на то, 
что закупоривающая пору пробка имеет белковую 
природу. 

Известно, что гифы мицелия, если не принимать 
во внимание их ветвление, морфологически доста-
точно однородны. В то же время оказалось, что с 
помощью электрофизиологического анализа удается 
выявить наличие значительных функциональных 
различий между "клетками". При этом могут воз-
никать своеобразное разделение функций и физио-
логическая кооперация между отдельными зонами 
гифы. 

Используя стандартные приемы микроэлектрод-
ного анализа с внутриклеточным отведением, в 
"клетках" мицелия определяли следующие пара-
мерты: мембранный потенциал (Em), входное сопро-
тивление (Ri) и коэффициент электрической связи 
между "клетками" (Ксс). 

"Клетки" гифы проявляют значительное разно-
образие электрофизиологических показателей, осо-
бенно величин Ещ. При этом различие значении Ещ 
для соседних "клеток" может достигать 50—100 мВ. 
Наблюдается также большое разнообразие величин 
Кес, рассчитанных для отдельных внутригифальных 
участков гифы, разделенных септами. Эти величины 
колеблются от 0 до 1. Такая вариабельность данного 
параметра указывает на то, что септированную гифу 
можно рассматривать как своеобразный ансамбль, 
между "клетками" которого поддерживается регу-
лируемое межклеточное электрическое взаимодей-
ствие. При этом между "клетками" гифы в одних 
случаях может устанавливаться электрическая ком-
муникация, приводящая к формированию единых 
ансамблей, а в других — возникать полная изоляция 
отдельной клетки 16 ]. 

Выявлены мутанты N. crassa, у которых наруше-
но нормальное проявление электрических свойств 
клеточной мембраны. Повреждение генов может 
сказаться не только на величине мембранного по-
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тснциала или входного сопротивления мембраны, но 
и на электрическом взаимодействии между "клет-
ками". Так, у мутанта white collar-1 (wc-1) усред-
ненная величина Кес в мицелии составляет 0,4±0,2 
вместо 0,7 ±0,2, что может указывать на большее 
количество закрытых септальных пор [6 ]. В плане 
истолкования молекулярных предпосылок этого 
факта может быть интересно то обстоятельство, что 
одним из известных свойств данного мутанта явля-
ется нарушение в системе фосфорилирования белков 
tin. 

Энергетическое взаимодействие "клеток" в апи-
кальной зоне растущей гифы 

Возникает вопрос: в чем заключается физиоло-
гическое значение регулируемого межклеточного 
взаимодействия между "клетками" или зонами ми-
целиальной гифы? Попытаться ответить на этот 
вопрос можно, проанализировав ситуацию, склады-
вающуюся в апикальном участке растущей гифы. 

У N. crassa, как и у других грибов, разность 
электрических потенциалов на плазматической 
мембране формируется в основном за счет работы 
протонной АТФазы. Суммарная величина Ьщ может 
составлять 200—250 мВ. Она складывается из диф-
фузионной калиевой компоненты (около 50 мВ) и 
энергозависимой Н + -АТФазной компоненты, кото-
рая достигает 200 мВ 115]. Активное функциониро-
вание Н + -АТФазы, приводящее к выбросу из клет-
ки протонов и созданию протонных градиентов, 
обеспечивающих по существу все транспортные по-
требности мицелиальных гиф, приводит к потребле-
нию до 50% образующейся в клетке АТФ [15]. Тем 
самым в условиях растущей клетки, активно исполь-
зующей макроэргические связи для реакций синте-
за, возможно возникновение дефицита АТФ. 

Величина Em в апикальных участках гифы ниже, 
чем в более старых, вследствие чего вдоль гифы 
формируется градиент Ьщ, определяющий ток про-
тона из более зрелых участков в растущую зону 
(6,9 |. Апикальная "клетка" растущей гифы всегда 
деполяризована по отношению к проксимальным 
клеткам на расстоянии 400—500 мкм: величина ее 
Em всегда на 1—30 мВ ниже, чем у "клеток", 
удаленных от конца гифы на 3—4 межсептальных 
участка. Между этими "клетками" в норме поддер-
живается устойчивая электрическая связь: значение 
Ксс между межсептальными участками составляет 
0,65—0,85 [13]. Существующий на мембране апи-
кальной "клетки" потенциал поддерживается на 
уровне 130—150 мВ лишь в том случае, если элек-
трическая связь между клетками не прервана. В 
случае се прекращения вследствие закрытия сеп-
тальных пор после механического повреждения ги-
фы или электрического шока величина Em в апи-
кальной "клетке" падает до 40—50 мВ, т. е. до 
уровня диффузионного калиевого потенциала, что 
указывает на отсутствие в ней функционально ак-
тивного протонного насоса [13]. 

Таким образом, достаточно высокий уровень Cjm 
на плазмолемме апикальной клетки может поддер-
живаться лишь при связи с энергетическим источ-
ником, удаленным на несколько сот микрометров от 
точки роста. Есть основание думать, что способность 
апикальной "клетки" поддерживать надлежащий 
уровень Е т за счет более старых участков гифы 
связана, по-видимому, именно с наличием эффек-
тивной электрической коммуникации клеток. Диф-

фузия АТФ из этих "клеток" в зону роста гораздо 
менее эффективна [2]. Вероятно, подобная функци-
ональная дифференциация в составе гифы, обуслов-
ливающая энергетическую подпитку растущей 
"клетки" ее более зрелыми партнерами, позволяет 
избежать в зоне роста конкуренции за АТФ между 
транспортными и синтетическими процессами. Учи-
тывая электрофизиологическую неоднородность 
зрелых участков гифы, можно полагать, что в опре-
деленных физиологических ситуациях в них также 
может устанавливаться подобное разделение функ-
ций между дифференцированными "клетками". 

Фотоиндуцированная экспрессия генов и ее регу-
ляторы 

Формирование на грибном мицелии репродук-
тивных структур может рассматриваться как пример 
истинной дифференцировки клеток, сопряженной со 
специфическим изменением набора экспрессируе-
мых генов и формированием клеток принципиально 
иного типа. У N. crassa дифференцировка и выбор 
между типом формируемой репродуктивной струк-
туры определяются доступностью углеродных или 
азотных субстратов: голодание по углероду приводит 
к развитию по бесполому пути и образованию кони-
дий, а исчерпание азотных источников — к форми-
рованию женских половых структур протоперитеци-
ев [14]. 

В обоих случаях развитие регулируется освеще-
нием. При определенных условиях освещение вызы-
вает экспрессию генов без видимых морфологиче-
ских изменений клеток. В ответ на освещение среди 
более 80 генов экспрессируются также гены кароти-
ногенеза (albino-1, albino-2 иа1Ыпо-3), кодирующие 
участок биосинтетической цепи от синтеза геранил-
геранилпирофосфата и до образования фитофлюина 
из фитоина [8 |. Накопление окрашенных пигмен-
тов, преимущественно конечного продукта биосин-
теза — Сз5-апокаротиносвой кислоты, нейроспорак-
сантина, служит удобным тестом на функциониро-
вание фотоиндукционного механизма. Данная сис-
тема фотоиндукции служит хорошей моделью для 
исследования регуляции генной экспрессии при 
дифференцировке. Природа фоторецепторного пиг-
мента, контролирующего индукционный процесс, 
пока не установлена. Есть серьезные основания 
полагать, что в основе фоторецепции у N. crassa, 
как и при функционировании сходных рецепторов у 
ряда других организмов, лежит возбуждение флави-
нового хромофора |7]. 

Возникает вопрос: какие системы клетки участ-
вуют в передаче сигнала от фоторецептора к геному? 
В данной работе суммированы данные, полученные 
при анализе причастности к этому процессу двух 
компонентов внутриклеточной регуляторной систе-
мы: циклических нуклеотидов и электрогенного ме-
ханизма плазматической мембраны. 

цАМФ — вероятный участник транедукции сигна-
ла от фоторецептора к геному 

Существуют данные, позволяющие судить о при-
частности цАМФ к информационному каналу, по-
средством которого свет контролирует экспрессию 
генов у N. crassa. 

В темноте, т. е. в конститутивных условиях, у 
мутантов N. crassa с пониженным вследствие нару-
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шения синтеза уровнем цАМФ происходит более 
интенсивное накопление каротиноидных пигментов, 
чем в клетках дикого типа. У двойного мутанта, 
несущего в геноме поврежденный ген аденилатцик-
лазы crisp-1 и leaky — мутацию одного из генов 
каротиногенеза albino-З, наблюдается частичное ис-
правление нарушенной функции данного гена, что 
регистрируется по увеличению синтеза пигментов 
[3]. 

После освещения, в ходе лаг-периода фотоиндук-
ции, концентрация цАМФ в клетке снижается. При 
этом величина снижения коррелирует с интенсивно-
стью последующего накопления каротиноидов [10]. 
Параллельно с этим в освещенных клетках наблю-
дается повышение фосфодиэстеразной активности. 
Фотоактивацию этого фермента удается воспроиз-
вести и в условиях in vitro |4]. 

Ингибитор фосфодиэстеразы З-изобутил-1-ме-
тилксантин, как и высокая (>10_3 М) внеклеточная 
концентрация цАМФ, подавляет накопление каро-
тиноидов в ответ на освещение [5]. В условиях 
фотоиндукции, проведенной на фоне высокой внеш-
ней концентрации цАМФ, резко снижается количе-
ство транскриптов генов albino-1 и albino-2, накап-
ливающихся в освещенных клетках. 

Совокупность этих наблюдений позволяет рас-
сматривать цАМФ как вероятный посредник в цепи 
передачи сигнала от фоторецептора к геному. Ре-
зультаты исследования ряда мутантов N. crassa 
указывают на причастность к этой цепи протеинки-
назы А и энзиматического дсфосфорилирования рс-
гуляторных белков [11]. Можно заключить, что 
цАМФ выполняет функцию негативного регулятора 
генов каротиногенеза, а возбуждение фоторецепто-
ра приводит к снижению его уровня и снятию 
репрессии с генов. Циклический ГМФ, по всей 
вероятности, не принимает прямого участия в этом 
механизме регуляции [3 ]. 

Механизмы мембранного электрогенеза не участ-
вуют в передаче фоторецепторного сигнала на 
геном 

Постановка вопроса о возможной причастности 
процессов, определяющих выброс протона и элект-
рогенез плазматической мембраны N. crassa, про-
диктована следующими обстоятельствами. Мы уста-
новили, что освещение светом сине-фиолетовой об-
ласти спектра, т.е. в зоне чувствительности фоторе-
цепторного механизма, контролирующего экспрес-
сию генов и процессы развития у N. crassa, приводит 
к сильной (до 50 мВ) транзитивной гиперполяриза-
ции плазматической мембраны, следующей за так-
же транзитивным повышением величины входного 
сопротивления |12]. Оба эти процесса развиваются 
в ходе лаг-периода фотоиндукции. 

Гиперполяризация, связанная с "метаболиче-
ской", т.е. Н + -АТФазной компонентой мембранно-
го потенциала, возможно, находится, как и индук-
ция генов, под контролем цАМФ 11 |. Более того, 
как и все известные физиологические и дифферен-
цировочные ответы N. crassa на свет, она подконт-
рольна продукту гена white collar-1, функция кото-
рого также проявляется в нарушении дсфосфорили-
рования одного из клеточных белков после освеще-
ния [11]. Таким образом, складывалось впечатление 
о тесном взаимодействии системы мембранного 
электрогенеза с регуляторным механизмом, опосре-
дующим фотоиндукцию генов. 

4 

Для проверки возможной связи фотоиндуциро-
ванных изменений в системе электрогенеза с меха-
низмом, опосредующим экспрессию генов, были ис-
следованы мутанты N. crassa с нарушенными пара-
метрами электрогенеза. Значения Е т и Rj у упоми-
навшихся выше мутантов по генам биосинтетиче-
ской цепи каротиногенеза группы albino не обнару-
живают изменений после освещения. Однако их 
клетки сохраняют способность к фотоиндуцирован-
ной экспрессии генов. Эту способность удается за-
регистрировать и по ферментативной активности 
белковых продуктов генов [8 |. На сохранение спо-
собности к фотоиндукции генов у данных мутантов 
указывает также количественная оценка накопле-
ния транскриптов соответствующих генов с по-
мощью методов генной инженерии. Так, освещение 
стимулирует накопление транскриптов гена albino-1 
в клетках дикого типа в 13 раз. В клетках мутанта 
albino-1 транскрипция этого гена также возрастает 
в 13 раз, однако транскрипт функционально неак-
тивен. Для сравнения укажем, что у мутанта по гену 
white collar-1, контролирующего сигнальную транс-
дукцию от фоторецептора на геном, активации экс-
прессии указанных генов при освещении практиче-
ски не происходит. 

Таким образом, регистрируемые на плазматиче-
ской мембране изменения электрогенеза в ответ на 
освещение не являются необходимой предпосылкой 
генной экспрессии, контролируемой общим фоторс-
цепторным механизмом. В основе фоторегуляторно-
го механизма лежит функционирование рецептор-
ного аппарата, контролирующего две группы собы-
тий: экспрессию генов (в том числе генов каротино-
генеза) и электрогенез плазматической мембраны 
(см. схему). В свете приведенных выше данных 
можно полагать, что функциональный смысл этих 
изменений связан с активацией транспортных меха-
низмов гифы и синхронизацией этих функций в ее 
отдельных "клетках" при фотоиндуцированных 
процессах дифференцировки. 

Последовательность событий при функционировании фоторецеп-
торного механизма Neurospora crassa. Знаками "ПЛЮС" помечены 
стимулирующие эффекты, знаками "минус" — ингибирующие. 
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CYCLIC NUCLEOTIDES AND MEMBRANE ELECTROGENESIS 
IN THE CELL DIFFERENTIATION OF NEUROSPORA CRASSA 
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Significance of membrane electrogenic system and cyclic 
nucleotides for developmental regulation in lower eukaryotes was 
studied in Neurospora crassa. Despite of their morphological 
uniformity, hyphal cells were differentiated by their 
electrophysiological parameters — membrane potential and input 
resistance. The cells maintained regulated electric communication 
through septal pores. Such electric communication allowed the apical 
"cell" to compensate the energy requirements for membrane transport 
by means of the electrogenic mechanism of proximal zone. The 
photoinduced gene expression related to differentiation of reproductive 
structures has been shown to be mediated via cAMP. The changes of 
electric parameters observed in illuminated hyphal cells were controlled 
by the same photoregulation mechanism but were not involved in direct 
control of photoinduced gene expression. 
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М.Л. Какушкииа 
РОЛЬ ФАЗОВОГО СОСТОЯНИЯ МЕМБРАННЫХ 
ЛИПИДОВ, СОПРЯЖЕННОГО С ПЕРЕДАЧЕЙ 
ВНЕКЛЕТОЧНОГО СИГНАЛА 
Московская медицинская академия им. И.М.Сеченова 

Общепризнано, что липидный бислой биологиче-
ских мембран является неспецифическим фактором 
регуляции метаболизма при действии внешних сиг-
налов. Интенсивно изучаются межмолекулярные 
взаимодействия на липидных мембранах, способы 
упаковки молекул в бислое — жидком кристалле и 
мезоморфные фазовые превращения липидов, что 
нашло отражение в литературе. Заслуживает инте-
рес обнаружение каналов проницаемости при фазо-
вых переходах гель — жидкий кристалл, индуциро-

ванных как температурой, так и агентами, влияю-
щими на расположение полярных групп липидов 
[1 ]. Существует мнение, что изменения фазовых 
свойств липидов и проницаемости бислоя могут 
сопровождать отдельные химические реакции, лока-
лизованные на поверхностях раздела [12, 13]. Эти 
факты имеют непосредственное отношение к про-
блеме клеточной сигнализации, потому что форми-
рование ионных потоков является одним из эффек-
тивных способов передачи информации в живых 
клетках. Однако в литературе дискутируется вопрос 
о влиянии текучести мембран на свойства основных 
транспортных механизмов: подчеркивается зависи-
мость переноса ионов от температурных характери-
стик диссоциации буферных систем клеток [5 ]. В 
плане развития вопроса о значении фазового состо-
яния и проницаемости липидных мембран для пере-
дачи внеклеточного сигнала в данной работе описы-
ваются результаты исследования температурных ха-
рактеристик переноса ионов в сравнительном аспек-
те при использовании моделей разного уровня орга-
низации: липосом, эритроцитов, перфузирусмой пе-
чени. 

М е т о д и к а . Липосомы готовили из тионфос-
фатидной кислоты (синтезирована в лаборатории 
проф. Д.А.Предводителева, РГПУ). 10—20 мг ли-
пида помещали в 1 мл раствора следующего состава: 
250 мМ NaCl, 10 мл боратного буфера рН 9,2 и 
озвучивали 15 мин при 22 кГц. Озвученную суспен-
зию инкубировали 30 мин при комнатной темпера-
туре, затем диализовали при температуре выше 
фазового перехода (60—70°С) 3 раза по 30 мин 
против 250 мМ ИаНОз рН 6,86 (фосфатный буфер). 
Перенос ионов СТ измеряли селективным электро-
дом в специальной терморегулируемой ячейке. 

Эритроциты человека, отмытые от плазмы физи-
ологическим раствором, помещали в термостатиру-
емую ячейку, содержащую незабуференный раствор 
сахарозы изотонической концентрации; разведение 
суспензии клеток 1%. Перенос калия через мембра-
ну эритроцитов измеряли после добавления валино-
мицина К +-селективным электродом ЭМК-01, од-
новременно контролировали изменение рН среды, 
содержащей клетки. Электроды калибровали перед 
каждым измерением при фиксированной температу-
ре. 

Печень белых крыс перфузировали по разомкну-
той схеме через портальную вену солевой сбаланси-
рованной средой по Кребсу—Хиншелайту (концен-
трация калия в среде 1,2 мМ) при одновременной 
оксигенации карбогеном. Отток перфузата осущест-
вляли через нижнюю полую вену, на выходе из 
которой размещали камеру с электродными датчи-
ками для регистрации рК, рН и скорости потребле-
ния кислорода. Орган и камера с электродными 
датчиками имели автономные системы термостати-
рования. Эксперимент начинали после 30—40 мин 
адаптационного периода после операции. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В первой 
серии экспериментов изучали температурную зави-
симость переноса хлора через мембраны липосом. 
Результаты одного из типичных опытов этой серии 
представлены на рис. 1. Как видно, постепенное 
охлаждение суспензии липосом со скоростью 3—5°С 
в 1 мин вызывало увеличение измеряемого иона в 
среде. Температура в момент начала переноса ионов 
из липосом составляла 49±0,9°С и совпадала с 
температурой фазового перехода этого же образца 
липида, измеренной методом дифференциальной 
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Рис. 1. Температурная зависимость потери хлора липосомами, 
сформированными из тионфосфатидной кислоты. 
По оси абсцисс — температура, °С; по оси ординат 
внешней среде, мм. 

концентрация хлора во 

сканирующей калориметрии. Описанные опыты 
подтвердили имеющиеся данные об изменении про-
ницаемости липидного бислоя в зоне фазового пере-
хода [1, 6 |. Следует отметить, что в данных опытах 
проницаемость липосом контролировали в условиях 
значительного градиента измеряемого иона. В соот-
ветствии с методом формирования везикул на мем-
бране мог возникать также градиент рН и градиент 
поверхностного заряда. 

Следующая серия экспериментов была посвяще-
на изучению температурных характеристик валино-
мицининдуцированного транспорта ионов К + через 
мембрану эритроцитов. Известно, что вал ином ицин 
переносит ионы калия в совокупности с работой 
других транспортных систем клеток, не исключен 
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Рис. 2. Температурная зависи-
мость скорости потери калия эрит-
роцитами человека, обработанны-
ми валиномицином (10"6М) после 
уравновешивания в изотониче-
ском незабуференном растворе са-
харозы (результаты двух опытов). 
По оси абсцисс — обратном величина абсо-
лютной температуры • 10*3; по оси ординат 
— логарифм скорости выхода калия, выра-
женная в м моль/л.кл. воды в 1 мин. 

0,0 0,4 

одновременный перенос протона с помощью кислых 
липидов [4 ], а также анионный обмен С1"—ОН" 
согласно бикарбонатному циклу. Перенос калия че-
рез мембрану эритроцитов в сахарозную среду со-
провождается интенсивным подщелачиванием этой 
среды. 

Зависимость валиномицининдуцированного пере-
носа калия через мембрану эритроцитов от темпера-
туры представлена на рис. 2 в координатах Аррениуса. 
Так, в области 24—27°С происходит нарушение мо-
нотонного характера изменения скорости переноса 
калия с повышением температуры. Скорость подще-
лачивания среды изменялась в этих опытах монотон-
но. Область температуры 24—27°С в литературе иден-
тифицируют с областью структурного фазового пере-
хода липидов плазматических мембран эритроцитов: 
в этой области обнаружены каналы проводимости для 
катионов рубидия [10 ] и изменение скорости переноса 
окислительно-восстановительных эквивалентов [3 ]. 
Наши опыты свидетельствуют о взаимосвязи переноса 
катионов калия через мембраны клеток с фазовым 
переходом липидов. 

В экспериментах на переживающей перфузиру-
емой печени крыс было изучено влияние темпера-
туры на перенос калия через мембраны и на скорость 
потребления кислорода тканью. На рис. 3 представ-
лены результаты одного из опытов. Видно, что при 
нагревании органа выше температуры 28—30°С на-
чинается спонтанная утечка калия из клеток. В этой 
же области температур можно было наблюдать из-
лом на графиках Аррениуса зависимости скорости 
потребления кислорода от обратной величины абсо-
лютной температуры. Согласно данным [8], при 
20—30°С в липидах, выделенных из плазматиче-
ских мембран клеток печени, происходит широко-
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Рис. 3. Непрерывная запись температурной зависимости концен-
трации калия в протоке (У) и потребления кислорода (2) при 
перфузии печени крыс. 
По оси абсцисс — температура, °С; по оси ординат: слева — концентрация калия, 
мМ; справа — скорость потребления кислорода тканью, мкмоль на 1 г сырой 
массы. 

температурный фазовый переход. Существует мне-
ние, что изменение скорости переноса калия в пе-
реживающей печени собак в этой области темпера-
тур зависит именно от структурных перестроек мем-
бранных липидов |7 |. В заключение отметим, что 
сравнение температурных зависимостей переноса 
ионов через замкнутые липидные, а также плазма-
тические мембраны клеток свидетельствует в пользу 
определения связи количественных характеристик 
описанных процессов с конформационными превра-
щениями мембранных липидов. К сожалению, опы-
ты не дают сведений о конкретном температурочув-
ствитсльном звене в системе мембранного транспор-
та. Нарушения упаковки липидов бислоя в области 
фазового перехода предполагают образование кана-
лов проницаемости; одновременно могут происхо-
дить процессы "флип-флопа" молекул и изменения 
условий связывания ионов с полярными структура-
ми [1, 11 ], что, очевидно, влияет на поверхностный 
потенциал клеток [2 ] и степень насыщения перенос-
чиков (в том числе липидной природы) преносимы-
ми ионами. В связи с вероятностью хемотропных 
фазовых переходов мембранных липидов [1 ] можно 
ожидать обратную последовательность событий: из-
менения гидрофильной области липидного бислоя 
мембран и градиентов поверхностных зарядов вызо-
вут деформации бислоя, образование каналов про-
ницаемости и изменения работы переносчиков. Ука-
занные явления в липидах плазматических мемб-
ран, по-видимому, могут быть сопряжены с переда-
чей внеклеточного сигнала, особенно при темпера-
турных адаптациях и других экстремальных состо-
яниях [9]. 

Автор приносит большую благодарность проф. 
В.Ф.Антонову за постановку проблемы исследова-
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Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Антонов В.Ф., Смирнова Е.Ю., Шевченко Е.В. Липидные 
мембраны при фазовом переходе. — M., 1992. 

2. Иванов И.Т., Люцканов В.Г. / / Биофизика. — 1988. — Т. 
33, № 5. — С. 834—836. 

3. Цыбьииев В.П., Штемлер В.М., Кузнецов А.Н. / / Там же. 
— 1985. — Т. 30, № 5. — С. 911—915. 

4. Bennecow Р. / / Biochim. biophys. Acta. — 1984. — Vol. 776. 
— P. 1—9. 

5. Ellory J.C., Hall AC. / / Temperature and Animal Cell. — 
Cambridge, 1987. — P. 53—86. 

6. Jacobson K, Papafiadjopoulos D. / / Biochemistry. — 1975. — 
Vol. 14, N 1. — P. 151 — 161. 

7. Lambotte L. / / Surgery. — 1973. — Vol. 73, N 1. — P. 8—14. 
8. Livingston P.J., Schachter D. / / J. biol. Chem. — 1980. — Vol. 

225, N 22. — P. 35—52. 
9. Membrane Fluidity. — New York, 1984. 

10. Olcerst R.B., Belman S., Eisenrud M. et al. / / Radiat. Res. — 
1980. — Vol. 82. — P. 244—256. 

11. Taupin Ch.} Dvolaitzky M.f Sauterey C. / / Biochemistry. — 1975. 
— Vol. 14, N 21. — P. 4771—4775. 

12. Tire II D.A. / / J . Macromol. Sci. — Chem. — 1988. — Vol. A25, 
N 5—7. — P. 839—845. 

13. Wozniak M., Kossowska E. et al. / / Biochem. J. — 1988. — Vol. 
225, N 3. — P. 977—981. 

Поступила 25.01.94 

ROLE OF THE PHASE STATE OF MEMBRANE LIPIDS IN 
TRANSFER OF EXTRACELLULAR SIGNAL 

M.L. Kakushkina 

I.M. Sechenov Medical Academy, Moscow 

Transfer of ions in temperature-dependent phase transition of 
membrane lipids was studied in liposomes, human erythrocytes and in 
perfused rat liver tissue. Signal functions of cells appear to be related 
to the phase state of membrane lipids involving alterations in 
parameters of ions transfer. 
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A. А. Галкин, E. A. Туманов, E. H. Тимин, 
И. В. Мисочко, А. А. Карелин 
ВЛИЯНИЕ ВТОРИЧНЫХ ПОСРЕДНИКОВ НА 
ДВИГАТЕЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИ-
ЛОВ 

Институт хирургии им. А. В. Вишневского РАМН, Москва 

Известно, что увеличение внутриклеточной кон-
центрации цАМФ, Са2 + и активация протеинкина-
зы С вызывают иммобилизацию нейтрофилов 
[13,18,21,25 ]. Эти сведения представляют интерес и 
для прикладных клинических исследований, так как 
при заболеваниях различной этиологии (бактери-
альные и вирусные инфекции, онкологические за-
болевания, ожоговая болезнь) наблюдается угнете-
ние подвижности нейтрофилов, выделенных из кро-
ви человека [6,22,24]. 

По-видимому, механизмы нарушения подвижно-
сти во всех перечисленных выше случаях различны, 
однако методы, наиболее широко применяемые в 
настоящее время в исследованиях подвижности 
(миграция под агарозой [16] и миграция в милли-
поровских фильтрах [4]), не позволяют выявить 
специфику нарушения подвижности вследствие то-

го, что в качестве показателя подвижности берется 
малоинформативная средняя или максимальная ско-
рость движения в популяции нейтрофилов [1,6]. С 
разработкой в последние годы автоматизированных 
методов регистрации и анализа подвижности инди-
видуальных клеток на базе систем обработки изо-
бражений [3,8 ] появилась возможность оценивать 
подвижность по дополнительным критериям. 

Целью настоящей работы явилось: 1) смоделиро-
вать различные типы нарушения подвижности ней-
трофилов, выделенных из крови здоровых доноров, 
с помощью экзогенно прикладываемых агентов, по-
вышающих концентрацию или активность различ-
ных внутриклеточных вторичных посредников 
(цАМФ, цГМФ, Са2 + , аналог естественного вторич-
ного посредника диацилглицерола — форболовый 
эфир РМА); 2) с помощью системы автоматической 
обработки изображений Magiscan 2А (Англия) в 
условиях приблизительно одинакового угнетения 
подвижности (средней скорости движения) по ха-
рактеристикам изменения площади клеток выявить 
особенности нарушения подвижности нейтрофилов; 
3) сопоставить объективно регистрируемые парамет-
ры с визуально наблюдаемым поведением клеток. 

М е т о д и к а . Подвижность нейтрофилов на 
стекле исследовали с помощью системы анализа 
изображений Magiscan 2А [3 ]. Выделение изображе-
ния клеток осуществляли на базе стандартного ма-
тематического обеспечения Magiscan 2А, слежение 
за движением клеток проводили по разработанной 
нами программе межкадровой идентификации кле-
ток. Для оценки скорости движения нейтрофилов 
устанавливали межкадровый интервал 1 мин, изме-
нение площади клеток в процессе движения регист-
рировали с межкадровым интервалом 2 с. Темно-
польное изображение получали с микроскопа 
Jenalumar, использовали объективы х6,3 и *16. Од-
новременное слежение за большим числом клеток в 
поле зрения позволяло оценивать подвижность как 
индивидуальных клеток, так и популяции в целом. 

Выделение нейтрофилов осуществляли из капли 
крови, взятой из пальца здорового донора. Нормаль-
ной средой являлся стандартный раствор Хенкса 
+ 0,5% человеческий сывороточный альбумин 
("Fluka", Швейцария) рН 7,3, температура 37°С. 

Влияние вторичных посредников на подвижность 
нейтрофилов оценивали по изменению средней ско-
рости в препарате из 40—50 клеток в камере с 
протоком. Концентрации веществ были подобраны 
таким образом, чтобы не подавить подвижность 
полностью за время эксперимента (2—3 ч), и со-
ставляли: dbt цАМФ 5-10 6М, dbt цГМФ 540"6М, 
А23187 10'6М, РМА 10 6М (dbt — дибутирильные 

500 

ЗОО 

100 

Рис. 1. Изменения средней скорости движения нейтрофилов при 
действии вторичных посредников. цГМФ — 510"6М, цАМФ — 
510"6M, А23187 — 10"6М, РМА — 10'6М. 
По оси абсцисс — время, мин; по оси ординат — пройденный путь, мкм. 
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аналоги циклических нуклеотидов, РМА — форбо-
ловый эфир — phorbol 12 — myristate 13-acetate, 
активатор протсинкиназы С, А23187 — СА-ионо-
фор). Все реактивы фирмы "Sigma" США. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . На рис. 1 
представлен график зависимости пути, пройденного 
нейтрофилами, от времени при действии dbt цАМФ, 
dbt цГМФ, А23187 и РМА. Углы наклонов кривых 
характеризуют скорость (в мкм/мин). Скорости 
индивидуальных клеток, как мы показали ранее [9 J, 
флюктуируют, средняя скорость в популяции — 
устойчивый показатель двигательной активности. 
Средняя скорость движения нейтрофилов из крови 
здоровых доноров составляла 8,8±0,2 мкм/мин 
(п = 40), цГМФ стимулирует подвижность, а цАМФ, 
А23187, РМА угнетают ее. При использованных нами 
концентрациях агентов угнетение подвижности было 
приблизительно одинаковым, средняя скорость состав-
ляла 3,5—5 мкм/мин (п = 5 для каждого агента). 

Увеличение внутриклеточной концентрации вто-
ричных посредников вызывало характерные измене-
ния формы и средней площади клеток. 

Средние значения величины площади клеток и 
их формы отражают физико-химическое состояние 
примембранных кортикальных структур и адгезив-
ность к субстрату, динамика изменения площади 
клеток в процессе движения дает информацию о 
мощности процессов сокращения—расслабления и 
характерных частотах образования псевдоподий (см. 
таблицу). 

Для построения спектров изменения площади 
индивидуальных клеток в процессе движения реги-
стрировали не менее 256 кадров с межкадровым 
интервалом 2 с. Выбирали клетки, имеющие сред-
нюю для данного препарата подвижность. 

РИЛ 

о 200 400 
Рис. 2. Экспериментальные кривые изменений площади нейтро-
филов во времени. 
По оси ординат — изменения площади клетки, отн. ед.; по оси абсцисс — время, с. 

На рис. 2 приведены типичные картины измене-
ния площади индивидуальных нейтрофилов в про-
цессе движения в норме и при действии вторичных 
посредников. Из этого рисунка видно, что А23187 
увеличивает частоту изменений площади, а РМА 
уменьшает ее. Наиболее наглядно это видно на 
графиках спектров мощности рис. 3. Все вещества, 
угнетающие подвижность (цАМФ, А23187, РМА), 
уменьшают мощность спектра, но по-разному изме-

7 / 12В 7 / 7 6 7 / 2 1/16 1/Z 
Рис. 3. Спектральные характеристики изменений площади ней-
трофилов в норме и при действии dbt цАМФ, цГМФ, А23187, 
РМЛ. 
По оси абсцисс — частота, 1/с; по оси ординат — мощность, отн. ед. 

няют частотные характеристики: цАМФ не вызыва-
ет частотного сдвига по сравнению с нормой. А23187 
вызывает сдвиг спектра в область высоких частот, а 
РМА — в область низких частот. цГМФ не изменяет 
мощность спектра по сравнению с нормой и незна-
чительно сдвигает спектр в область низких частот. 

Объяснение обнаруженных фактов мы видим в 
исходно заложенных в клетках механизмах двига-
тельной активности. В норме движение нейтрофила, 
как это показано многими авторами [14,17,19], 
связано с чередованием периодов ускорения и за-
медления, во время ускорения клетки вытягивают-
ся, при замедлении — округляются. Визуальное 
наблюдение за клетками позволяет выделить 3 типа 
перемещения, с которыми связаны флюктуации ско-
рости. Схематически 3 типа перемещения нейтро-
филов представлены на рис. 4. 

7=тип 
(roLUng) 

2=тип 3=тип 
(crawLLnq) 

Рис. 4. Три типа перемещения нейтрофилов. 
Объяснения в тексте. 

1-й тип перемещения связан с образованием 
коротких тонких выростов, приклеиванием их к 
стеклу и подтягиванием сжатого округленного тела 
клетки к одному из них. Этому типу соответствует 
перемещение путем перекатывания (rolling) с хао-
тической направленностью. 2-й тип перемещения 
связан с образованием широких, относительно длин-
ных псевдоподий и подтягиванием или перетекани-
ем тела клетки в направлении псевдоподии, при этом 
перемещение напоминает ползание (crawling) с отно-
сительно устойчивым выбором направления. 3-й тип 
перемещения связан с морфологической поляриза-
цией клеток, он сопровождается отчетливыми сокра-
тительными волнами, бегущими от переднего конца 
клетки к хвосту 119 ]. Этому типу соответствует наи-
более быстрое ползание с устойчивой направленно-
стью (наиболее выражен при хемотаксисе). 

Выделенным 3 типам перемещения соответству-
ют характерные частоты в спектре изменения пло-

Характерные формы и средние площади нейтрофилов в норме и при действии вторичиых посредников 
Показатель Норма цГМФ цАМФ А23187 РМА 

Средняя площадь, мк2 

(данные 100 измерений) 
150 162 151 126 204 

Форма Слабо поляризо-
ваны 

Поляризованы Округлы Сильно округлы, 
сжаты 

Сильно поляризо 
ваны, рас пласта-
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щади нейтрофилов: 1-й тип — примерно от 1 / 2 до 
1 / 8 цикла в секунду, 2-й тип — примерно от 1 / 6 
до 1 /40 цикла в секунду, 3-й тип — примерно от 
1 /30 до 1/120 цикла в секунду. 

Мы считаем, что процентное соотношение этих 
3 типов перемещения в реальном движении клетки 
определяет мощность и частоту спектра изменения 
площади и может изменяться при действии вторич-
ных посредников. Согласно этому утверждению, 
цАМФ равномерно угнетает все 3 типа перемеще-
ний, и, вероятнее всего, это угнетение связано с 
общим ослаблением контрактильных структур клет-
ки. Известно, что киназа легких цепей может быть 
фосфорилирована каталитической субъединицей 
цАМФ-зависимой протеинкиназы [5 ], это фосфори-
лирование ингибирует связывание кальмодулина и 
может быть одним из механизмов общего угнетения 
сократительной активности. С другой стороны, 
цАМФ усиливает полимеризацию тубулина [15], что 
может привести к увеличению ригидности клетки. 

При действии на нейтрофилы кальциевого ионо-
фора А23187 доминируют перемещения 1-го 
(rolling) и 2-го типа, что отражается на спектре 
сдвигом в область высоких частот. Кортикальный 
слой нейтрофила образован перекрестно соединен-
ными друг с другом актиновыми филаментами, об-
разующими актиновую решетку. Кальцийзависи-
мый белок гельзолин определяет жесткость решетки 
и тем самым ее способность к сокращению [12 ], при 
высоких концентрациях Са решетка теряет жест-
кость и сокращается, с чем, по-видимому, связано 
уменьшение площади клеток. Псевдоподии возника-
ют в участках клетки с пониженной концентрацией 
Са [10]. Преобладание коротких выростов по всей 
поверхности нейтрофила, возможно, связано с тем, 
что Са принимает активное участие в образовании 
стресс-фибрилл в образующихся псевдоподиях, в 
свою очередь на стресс-фибриллах локализуется 
кальмодулин, регулирующий активность киназы 
легких цепей миозина [15]. В комплексе с кальмо-
дулином Са вызывает деполимеризацию тубулина 
[15 ]. Возможно, что вышеназванными причинами 
можно объяснить отсутствие поляризованных форм 
при действии А23187. 

При действии РМА нейтрофилы перемещаются 
исключительно по 2-му и 3-му типу (crawling), при 
этом спектр сдвигается в низкие частоты, снижение 
мощности спектра связано с тем, что значительная 
часть клетки пассивно распластана на стекле и не 
принимает участия в движении, активность прояв-
ляет только передний конец клетки. Основными 
причинами такого поведения нейтрофилов при ак-
тивации протинкиназы С могут быть снижение же-
сткости кортикального актинового слоя вследствие 
нарушения связи некоторых актинсвязывающих 
белков (в частности, винкулина) с плазматической 
мембраной [23 ], уменьшение вязкости мембранных 
липидов [2], активация Na/H-антипортера, вслед-
ствие чего повышается внутриклеточный рН [11], 
известно также, что изменения внутриклеточного 
рН имеют прямое отношение к изменениям формы 
клеток [7]. 

При действии цГМФ преобладают перемещения 
по 2-му и 3-му типу (crawling). Известно, что цГМФ 
принимает участие в элонгации клеток [20], но 
механизм действия не изучен. 

Таким образом, анализ изменения площади ней-
трофилов при действии различных агентов позволя-
ет различить механизмы угнетения подвижности по 

мощности и частотным характеристикам спектра. 
Вторичные посредники способны избирательно дей-
ствовать на различные двигательные механизмы 
клетки. 

Выяснение механизмов нарушения подвижности 
нейтрофилов из крови больных под действием бак-
териальных или сывороточных факторов позволит 
по-новому подойти к тонкой дифференциальной ди-
агностике некоторых заболеваний. 
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EFFECT OF SECONDARY MESSENGERS ON LOCOMOTOR 
ACTIVITY OF NEUTROPHILS 

A.A.Galkin, E.A.Tumanov, E.N.Timin, I.V.Misochko, A.A.Karelin 

A.V.Vishnevsky Institute of Surgery, Russian Academy of Medical 
Sciences, Moscow 

Effects of cAMP and cGMP dibutyryl derivatives (dbt), calcium 
ionophore A23187 and the protein kinase С activator PMA phorbol 
ester on mobility of human blood neutrophils were studied using the 
Magiskan 2A system of image processing. These drugs were added at 
concentrations, which allowed to produce similar inhibition of the cells 
mobility using a pattern of the middle velocity measurement in the cell 
population: dbtcAMP 510'5M, A23187 10'6M, PMA 10 5M; dbt cGMP 
510"6M stimulated the neutrophil mobility. Differences in the patterns 
of mobility inhibition were detected by means of spectral characteristics 
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related to alteration in the area of individual neutrophils. The drugs 
with inhibitory action (сЛМР, Л23187 and PMA) caused a decrease 
in the spectrum capacity of the area alteration as compared with 
normal state, while they affected dissimilarly the spectrum frequency 
characteristics. Dbt cAMP did not alter the frequency characteristics, 
A23187 shifted the spectrum towards a high frequency region and 
PMA — towards a low frequency range. Dbt cGMP did not alter the 
spectrum capacity but shifted it slightly to low frequency region. These 
alterations in the spectrum frequency characteristics are discussed 
considering the effect of secondary messengers on three types of the 
neutrophil movement which exhibit inherent frequencies. 

© Т. С. СААТОВ, H. H. ЯКОВЛЕВА, 1994 
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Т. С. Саатову Н. Н. Яковлева 

ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА МЕМБ-
РАННОГО РЕЦЕПТОРА ТИРОКСИНА 

Институт биохимии АН Республики Узбекистан, Ташкент 

Основой механизма действия тирсоидных гормо-
нов, оказывающих мощное влияние на жизнедея-
тельность всего организма, является их взаимодей-
ствие с ядерными, цитоплазматическими и митохон-
дриальными рецепторами, которые опосредуют 
трансформацию гормонального сигнала в биохими-
ческий ответ клетки, выражающийся в регуляции 
процессов транскрипции [1,22,24]. Однако вопрос, 
каким образом тиреоидные гормоны проникают 
внутрь клетки, окончательно не решен. 

За последние годы получены доказательства, что, 
помимо внутриклеточных рецепторов, тиреоидные 
гормоны имеют участки специфического связывания 
на плазматических мембранах клеток-мишеней 
[6,7,11,14]. Однако природа этих рецепторов не 
выяснена до конца и экспериментальный материал, 
накопленный на сегодняшний день, не позволяет 
достаточно четко ответить на вопрос о роли мемб-
ранной рецепции в механизме действия гормонов 
щитовидной железы. 

Задачей исследования явилось изучение особен-
ностей связывания тироксина (Т4) с высокоочищен-
ными плазматическими мембранами (ПМ) печени 
крыс, а также выделение мембранного рецептора Т4, 
исследование его свойств и условий проявления 
связывающей активности. 

М е т о д и к а . Объектом исследования служили 
самцы беспородных белых крыс массой 150—200 г. 
Высокоочищенные препараты ПМ из ткани печени 
получали по методу [2]. Подробное описание ис-
пользованного метода представлено нами ранее [4 ]. 
Чистоту препаратов ПМ определяли электронно-
микроскопически и по увеличению активности мар-
керных ферментов — Na + , К + -АТФазы, Mg2 4 -
АТФазы, 5'-нуклеотидазы [9,15] в сравнении с 
гомогенатом. В работе использовали 1 2 5 1 - Т 4 И 1 2 5 1 -

Тз (производства фирмы "Reanal" и АО "Изотоп") 
с удельной радиоактивностью 50 Т Б к / г и радиохи-
мической чистотой 97% для Т4 и 94% для Тз, 
которые при анализе чистоты с использованием 
бумажной хроматографии в смеси бутанол — этанол 
— 2 н. NH4OH (5:2:1) показали по одному пику. 
Анализ связывания меченых гормонов с препарата-
ми мембран и очищенным рецептором проводили по 
методу [12 ]: мембраны (50 мкг по белку) и очищен-
ный рецептор (5 мкг по белку) инкубировали в 100 
мкл смеси, содержащей 20 мМ трис-НС1, 2 мМ 
ЭДТА, 1 мМ MgCh, Ю мМ NaCl, 0,2 М сахарозу, 

1 мМ дитиотреитол рН 7,6 с 0,1 нМ 1251-Т4 или 
1251-Тз в течение 1 ч при комнатной температуре. 
После инкубации и добавления 1 мл ледяного инку-
бационного буфера связавшийся с мембранами гор-
мон немедленно отделяли от свободного путем цен-
трифугирования при 10 000 g на холоду. Надосадок 
сливали, снова промывали осадок путем добавления 
0,5 мл буфера и повторного центрифугирования. 
Связавшийся с очищенным рецептором гормон не-
медленно отделяли от свободного путем промывания 
проб в 100 мл буфера на фильтрах 1,5 мкм ("Сын-
пор", Чехия). Затем фильтры высушивали и поме-
щали в пробирки для подсчета радиоактивности. 
Радиоактивность проб подсчитывали на Y-счетчике 
Rack-}/ (LKB, Швеция). Неспецифическое связыва-
ние определяли параллельной инкубацией с добав-
лением 13 мкМ немеченого Т4 или Тз и вычитали 
его из общего связывания для подсчета специфиче-
ского связывания с учетом удельной радиоактивно-
сти лиганда, эффективности радиометрии и концен-
трации белка в пробе. Константы ассоциации (Ка) 
и максимальную связывающую емкость (МСЕ) ре-
цепторов рассчитывали по кривой Скэтчарда [21 ]. 
Содержание белка в пробах определяли по методу 
[18]. 

Ферментное ингибирование изучали при предва-
рительной инкубации ПМ в течение 1 ч при 22— 
24°С в присутствии фосфолипазы А2 (50 и 100 
мкг/мл) или трипсина (20 и 50 мкг/мл) в инкуба-
ционной среде приведенного выше состава, но без 
ЭДТА, а с добавлением 1 мкМ CaCh, 0,1 нМ 1251-Т4 
и 13 мкМ стабильного Т4 для определения общего и 
неспецифического связывания. В контрольном опы-
те мембраны инкубировали с гормоном в тех же 
условиях, но без энзима. Делипидизацию мембран 
осуществляли экстракцией в равном количестве 
смеси петролейный эфир — н-бутанол (7:3) в тече-
ние 90 с [19]. 

Выделение и очистку рецептора тироксина из ПМ 
печени крыс осуществляли с помощью аффинной 
хроматографии. Аффинный сорбент синтезировали 
путем последовательного присоединения эпихлор-
гидрина и Т4 к сефарозе по методу [3 ]. Для выде-
ления рецептора к суспензии мембран добавляли 
тритон Х-100 до конечной концентрации 1 %. Смесь 
инкубировали, непрерывно встряхивая в течение 
40 мин при 25°С, и центрифугировали при 64 000 g 
90 мин. Надосадок разбавляли буфером А (20 мМ 
трис-HCl рН 7,6, 1 мМ MgCi2, 1 мМ дитиотреитол) 
до конечной концентрации тритона 0,05%. Затем 
20 мл надосадка при 25°С очень медленно пропуска-
ли через аффинную колонку, содержащую 2 мл 
аффинного сорбента, которая предварительно урав-
новешивалась буфером А, содержащим 0,05% три-
тон Х-100. После нанесения образца для лучшего 
насыщения лиганда поток жидкости останавливали 
на 30 мин. После этого колонку исчерпывающе 
промывали до максимального снижения оптической 
плотности при 280 нм буфером А. Неспецифически 
связавшиеся белки удаляли 0,1 М NaHC03 рН 9. 
Белок, связывающий тироксин, элюировали 0,001 
М NaOH рН 11. Для уменьшения денатурирующего 
действия NaOH рН элюанта после выхода с колонки 
сразу же доводили до 7,6 добавлением небольшого 
количества сульфата аммония, подвергали интен-
сивному диализу и лиофилизировали. Все элюиру-
ющие растворы содержали 0,05% тритон Х-100. 
Чистоту выделенного рецептора идентифицировали 
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по электрофоретическим свойствам. Электрофорез 
белков проводили в пластинах с линейным градиен-
том (10—15%) ПААГ по методу Лэммли [16]. Для 
калибровки гелей в качестве маркеров использовали 
бычий сывороточный альбумин (67 ООО Да), химо-
трипсиноген А (25 ООО Да), цитохром С (12 ООО Да). 
Аминокислотный анализ очищенного рецептора 
проводили по методу [16 ] с использованием высо-
коэффективной жидкостной хроматографии амино-
кислот в виде фенилтиокарбомильных производных. 
Гидролиз проводили в вакуумированных запаянных 
ампулах в 5,6 н. НС1 и концентрированной ТХУ 
(2:1) при 166°С в течение 60 мин. Разделение 
аминокислот осуществляли на хроматографе Du 
Pont 8.800 на колонке Lichospher С-18 Мегк (Гер-
мания). Определение сиаловых кислот в молекуле 
рецептора проводили, используя метод [23 ]. Рекон-
струкцию очищенного рецептора осуществляли пу-
тем встраивания его в фосфолипидные липосомы, 
полученные из фосфолипидов ПМ печени крыс, 
очищенных по методу Фольча [10]. Для этого к 
фосфолипидам ПМ (1 мг) в виде тонкой пленки 
добавляли буфер Г (20 мМ трис-HCl рН 7,6, 1 мМ 
MgCl2, Ю мМ NaCl, 1 мМ дитиотреитол, 0,01 М 
азид натрия и 0,01 % тритон Х-100) и перемешива-
ли встряхиванием в течение 60 мин при 25°С. Затем 
к смеси добавляли 50 мкг очищенного рецептора, 
растворенного в 0,25 мл буфера Г, содержащего 
фосфолипиды ПМ. Инкубировали в течение 3 ч при 
4°С. После инкубации смесь переносили в диализ-
ный мешочек, вымоченный предварительно в буфе-
ре Г, и диализировали против 500 мл этого буфера, 
не содержащего тритон Х-100, с тремя сменами 
буфера при 4°С. На образование липосом указывало 
появление опалесценции в липид-белковой смеси. 

Достоверность полученных результатов оценива-
ли с помощью ^-критерия Стьюдента. 

в/ V 

0,2 ~ 

Рис.1. Связывание тироксина ПМ печени крыс в координатах 
Скэтчарда. 
По оси абсцисс — количество связанного гормона (в пг T4/IOO мкг белка П М 
по оси ординат — B/V, ще V — концентрация свободного гормона (в п: 
Kaj - 1 , 8 + 0,3-109М-1, M C E I =5,0 + 0,7 пмоль Т 4 / м г белка. Ка2 - 0,1 + 0,02-109М 
МСЕ2 " 38,6 + 7,31 мкмоль Т4/МГ белка. 

4); 

Я: 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Связывание 
Т4 с ПМ характеризуют специфичность, насыщае-
мость и высокое сродство, а также нелинейная фор-
ма графика Скэтчарда, что указывает на присутст-
вие 2 типов связывающих мест для Т4 (рис.1). 
Первый характеризуется высоким сродством и низ-
кой емкостью, но с трудом поддается насыщению, 
второй — низким сродством и высокой емкостью. 
Наши данные подтверждают результаты, получен-
ные Гарби и Торресани [13 ], также обнаруживших 
2 типа связывающих мест для Т4 на ПМ печени 
крыс. 

Выделение и очистку рецептора осуществляли с 
помощью аффинной хроматографии. В качестве 
агента, модифицирующего и активирующего по-

Рис. 2. Электрофорез в градиентном (10—15%) ГГААГ с ДДС 
натрия очищенного рецептора тироксина. 
а — белки « маркеры: Б С А (67 кДа), химотрипсино!ен А (25 кДа), цитохром С (12 
кДа); б — рецептор, связывающий тироксин на Г1М печени крыс. 

лисахаридную матрицу, использовали эпихлоргид-
рин [3 ]. Полученные нами после обработки сефаро-
зы 4 В эпихлоргидрином активированные матрицы 
содержали 20—25 мкмоль эпоксигрупп на 1 мл геля. 
Аффинный сорбент, синтезированный на основе 
этой матрицы, содержал 1,5—2 мкмоль Т4 на 1 мл 
геля. 

Фракции, обнаруженные при аффинной хрома-
тографии 0,05% тритонового экстракта ПМ печени 
крыс на сефарозе-Т4? анализировали методом элек-
трофореза в градиентном (10—15%) ПААГ. Во 
фракции, собранной при элюции сефарозы-Т4 0,001 
М NaOH рН 11, выявился гомогенный компонент, 
который положительно реагировал с реактивом Фо-

4,6 

4,6 

4,4 

4,2 

4,0 

7,5 7,6 7,7 7, Q 7,9 

Рис. 3. График зависимости логарифма молекулярной массы (ось 
ординат) тироксинсвязывающего белка от логарифма em элект-
рофоретической подвижности (ось абсцисс). 
1 — сывороточный альбумин быка, 2 — рецептор, 3 — химотрипсиноген А, 4 — 
цитохром С. 
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лина — Чикальтео, что говорит о его белковой 
природе (рис. 2). Согласно данному методу очистки 
[3], фракция, собранная при элюции аффинного 
сорбента 0,001 М NaOH рН 11, является рецепто-
ром, связывающим Т4 на ПМ печени крыс. 

Молекулярную массу очищенного рецептора оп-
ределяли путем построения графика зависимости 
логарифмов молекулярных масс веществ от лога-
рифмов их эл ектрофоретической подвижности, ис-
пользуя белки-маркеры. Было установлено, что мо-
лекулярная масса очищенного рецептора Т4 равна 
40 а00 Да (рис. 3). 

Рецептор тироксина содержится в тканях печени 
в чрезвычайно малых количествах. Всего 0,08 мг 
рецепторного белка присутствует в гомогенате пе-
чени 50 крыс, содержащем около 112 г белка. Это 
составляет лишь 0,7-10"^% общего белка, содержа-
щегося в гомогенате печени, и около 1,5-10~3% 
белка ПМ. Таким образом, для получения чистого 
рецептора Т4 необходима очистка в 800 000 раз. 

Рецептор Т4 является интегральным мембран-
ным белком, прочно связанным с липидным бисло-
ем, поскольку он может быть извлечен из мембраны 
только солюбилизацией в неионных детергентах, 
таких, как тритон Х-100. Он фактически нераство-
рим в воде и после снижения концентрации детер-
гента в результате интенсивного диализа склонен к 
агрегации. 

Основные данные о химической природе рецеп-
тора получены в экспериментах по определению 
наличия углеводов в молекуле рецептора и по рас-
щеплению рецептора ферментами. 

Результаты экспериментов показывают, что ре-
цептор является гликопротеином. Так, проба на 
углеводы с сульфофенолом оказалась положитель-
ной, количество сиаловых кислот в молекуле рецеп-
тора составило 5%. 

Таблица 1 
Аминокислотный состав очищенного рецептора тироксина 

Тип аминокислот Аминокислота Число остатков на 
молекулу белка 

Основные Lys 12 

His 3 

Arg 11 

В с е г о . . . 26 
Кислые Asp 31 

Glu 32 
В с е г о . . . 63 

Нейтральные Thr 11 
Ser 27 
Pro 12 

Gly 43 
Ala 23 
В с е г о . . . 116 

Гидрофобные Met 9 

Val 18 
He 41 

Ley 31 
Tyr 10 

Phe 8 
В с е г о . . . 117 

Как было показано ранее [4], инкубация ПМ 
печени крыс с ферментом трипсином приводила к 
подавлению специфического связывания Т4 с рецеп-
тором на 60%, что указывает на важную роль 
белкового компонента рецептора в связывании с 
гормоном. Изменение фосфолипиднош окружения 
при обработке ПМ фосфолипазой А2 и частичной 
делипидизации мембраны приводило к ингибирова-
нию связывания Т4 на 30—50%, следовательно, 
рецептор Т4 обладает липофильными свойствами и 
тесно связан с фосфолипидами ПМ. 

Результаты исследования аминокислотного со-
става очищенного мембранного рецептора Т4 пред-
ставлены в табл. 1. Как видно из данных этой 
таблицы, очищенный рецептор состоит из 322 ами-
нокислотных остатков. Он обогащен нейтральными 
и кислыми аминокислотами. Такой состав согласу-
ется с предположением о том, что рецептор связан 
в мембране ионными связями с основными белками 
(или липидами). Он удерживается в мембране за 
счет гидрофобных взаимодействий, о чем говорит 
высокое содержание гидрофобных остатков в моле-
куле рецептора. Согласно числу аминокислотных 
остатков в молекуле рецептора его молекулярная 
масса равна 38 640 Да, что соответствует данным 
электрофореза. 

Как указывалось выше, Т4 с высоким сродством 
связывается с ПМ печени крыс. Исследования, вы-
полненные на препаратах очищенного рецептора, 
показали, что в процессе очистки он теряет способ-
ность связывать гормон. По-видимому, рецептор Т4 
может инициировать гормональные эффекты, если 
входит в состав мембран, так как биологический 
эффект опосредуется согласованной работой многих 
структур, а подчас требует целостности клетки или 
даже определенного многоклеточного ансамбля. 

Практически все рецепторы мембраны — интег-
ральные белки с выраженными гидрофобными свой-
ствами. В процессе очистки, в результате солюби-
лизации мембраны детергентами нарушаются бе-
лок-липидные взаимодействия, изменяется конфор-
мация рецептора, поскольку специфическая уклад-
ка полипептидных цепей мембранных белков опре-
деляется и стабилизируется окружающими липид-
ными молекулами. Известно, что полное удаление 
липидов из биологических мембран сопровождается 
инактивацией белков даже в присутствии детергента 
[20]. 

Поскольку делипидизация белков, происходящая 
при их очистке, представляет серьезную проблему, 
чтобы решить ее, ряд авторов предлагают добавлять 
липиды в исследуемые фракции или элюирующие 
растворы [5,17]. 

Т а б л и ц а 2 
125 

Специфическое связывание I-T4 с ПМ печени крыс и с 
восстановленным рецептором (в ими /мин на 1 мкг белка в 
пробе) 

Фракция Специфическое 
связывание 

% 

ПМ 229,67 ±22,26 100 
Фосфолипидные липосомы — — 

Очищенный рецептор — — 

Рецептор, встроенный в липосомы 3216,70±131,60» 1400 

П р и м е ч а н и е . Звездочка — р<0 ,05 (п = 10) относительно 
ПМ. 
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С целью восстановления связывающей активно-
сти очищенного нами мембранного рецептора Т4 мы 
также попытались провести реконструкцию рецеп-
тора, встроив его в фосфолипидные липосомы, по-
лученные из фосфолипидов ПМ печени крыс. При 
инкубации фосфолипидных липосом с препаратами 
очищенного мембранного рецептора Т4 наблюдалось 
восстановление его способности связывать Т4 
(табл. 2). Было показано, что связывающая способ-
ность реконструированного рецептора в пересчете 
на 1 мкг белка ПМ в 14 раз превышает способность 
связывать гормон ПМ. Однако вполне возможно, что 
взаимодействие Т4 с реконструированным рецепто-
ром существенно отличается от специфического вза-
имодействия с тем же самым рецептором, находя-
щимся в составе нативной мембраны. Тем не менее 
выявление и характеристика любого фактора, кото-
рый принимает участие в специфическом связыва-
нии гормона рецепторами, ассоциированными с 
мембранами, с точки зрения предполагаемого меха-
низма действия гормона представляют большой ин-
терес для наших дальнейших исследований. 

Итак, анализ данных литературы и результаты 
собственных исследований молекулярных механиз-
мов действия тиреоидных гормонов позволяют за-
ключить, что классическая двухэтапная схема реа-
лизации физиологической активности тиреоидных 
гормонов, включающая связывание их с цитозоль-
ными рецепторами и активацию гормон-рецептор-
ным комплексом процессов транскрипции, является 
неполной. Можно утверждать, что "мембранный 
путь" также играет важную роль в процессе рецеп-
ции гормонов щитовидной железы, что позволяет 
вычленить его как отдельную стадию в реализации 
их активности. 
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ISOLATION AND SOME PROPERTIES OF THE MEMBRANE-
BOUND THYROXIN RECEPTOR 
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A thyroxin receptor was isolated from rat liver plasma membranes 
by means of affinity chromatography. The receptor proved to be 
glycoprotein with a molecular mass of 40 kDa and contained 322 amino 
acid residues. Incorporation of the purified receptor into artificial 
phospholipid membrane was carried out. 
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В. И. Кулинский 

ПРОТЕКТОРЫ РЕЦЕПТОРНОГО ДЕЙСТВИЯ 
ПРИ ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СОСТОЯНИЯХ 

Иркутский медицинский институт 

Профилактика экстремальных состояний — одна 
из очень актуальных проблем биологии и медицины. 
Она начала разрабатываться в конце 40-х годов при 
радиационных поражениях, а в начале 60-х — при 
гипоксических состояниях. При этом поиски протек-
торов вначале носили эмпирический характер и 
осуществлялись путем скрининга самых разных хи-
мических соединений. Это определило и термин 
"химическая защита", устойчиво используемый, 
например, в названиях монографий по радиопротек-
торам на протяжении десятилетий. Естественно, на 
смену скринингу приходят более рациональные би-
охимико-фармакологические подходы. Один из на-
иболее перспективных основан на достижениях но-
вой, бурно развивающейся дисциплины — рецепто-
рологии. При исследованиях в этой области не толь-
ко получены важнейшие фундаментальные резуль-
таты, но и созданы качественно новые и высокоэф-
фективные лекарства рецепторного действия — аго-
нисты и антагонисты, которыми успешно лечат мил-
лионы больных при самых распространенных забо-
леваниях. О высокой оценке рсцепторологии свиде-
тельствует присуждение Нобелевских премий 
1988 г. — за обнаружениеу?-адрено- и Нг-гистами-
норецепторов и создание на этой основе широко 
применяемых лекарств и 1992 г. — за открытие 
протеинкиназ. 

Настоящая работа обобщает наш почти 30-лет-
ний опыт по применению рецепторного подхода для 
поисков эффективных протекторов при экстремаль-
ных состояниях. Накопленный материал позволил 
выделить самостоятельный класс протекторов ре-
цепторного действия (ПРД), имеющий важные до-
стоинства. 

Биохимико-фармакологические основы исследо-
вания ПРД. В биохимии термин "гормоны" теперь 
применяется в широком смысле и означает не только 
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регуляторы, переносимые кровью, но и любые дру-
гие межклеточные регуляторы рецепторного дейст-
вия: нейротрансмиттеры, нейропептиды, местные 
гормоны, факторы роста клеток, эйкозаноиды и др. 
Гормоны всегда действуют через рецепторы — бел-
ковые молекулы, специфически связывающие гор-
моны. Возникновение гормон-рецепторного комп-
лекса и приводит в конечном счете к специфическим 
ответам (их появление — вторая обязательная ха-
рактеристика рецептора). Поэтому гормоны и ре-
цепторы одинаково важны: без рецепторов гормоны 
не действуют. Для каждого гормона существуют 
свои собственные рецепторы, причем обычно их 
несколько типов, многие из которых подразделяются 
на подтипы. Вещества, стимулирующие рецепторы, 
называются ашнистами (ранее — миметиками), они 
могут быть природными (гормоны) и синтетически-
ми. Вещества, связываемые рецепторами, но не 
стимулирующие их и препятствующие действию 
агонистов, называются антагонистами (блокатора-
ми, ранее — литиками). По сравнению с гормонами 
синтетические агонисты и антагонисты более изби-
рательны: они связываются отдельными типами 
(специфичность) или даже подтипами (селектив-
ность). 

Существует два основных биохимико-фармако-
логических метода идентификации рецепторов, 
опосредующих определенный эффект: сравнение 
эффектов агонистов и изучение блокады эффекта 
антагонистами. 

Дозозависимая кривая рецепторного эффекта, 
совпадающая с кривой связывания меченых лиган-
дов рецепторов, описывается уравнением Кларка — 
Ариенса и являетдя типичной гиперболой: она ли-
нейна при малых концентрациях агониста, но затем 
постепенно выходит на плато насыщения. Гормоны 
действуют на клетки в очень малых концентрациях 

10"1 —10"6 М (амины — 10"8—10"6 М). При 
введении в организм ввиду наличия барьеров про-
ницаемости и быстрого метаболизма действующие 
дозы гормонов выше, но обычно не превышают 
ю-1—101 мкмоль/кг. Неметаболизируемые агони-
сты активны в намного меньших дозах. 

Рецепторы подавляющего большинства гормонов 
находятся на наружной поверхности плазматиче-
ской мембраны. Поэтому действие таких агонистов 
не требует их проникновения в клетку. Более того, 
последнее снижает эффекты ввиду депонирования 
части гормона внутри клетки в неактивном виде 
и / и л и его метаболизма, оба процесса приводят к 
инактивации гормона. Поэтому блокаторы внутри-
клеточного захвата и ингибиторы метаболизма уси-
ливают эффект малых доз агонистов — до уровня 
плато дозовой кривой и не изменяют действие боль-
ших, насыщающих доз. Такой эффект блокаторов 
депонирования свидетельствует о локализации ре-
цепторов на наружной стороне плазматической мем-
браны. Наоборот, внутриклеточные механизмы дей-
ствия под влиянием блокаторов депонирования дол-
жны ингибироваться. 

Образование агонист-рецепторного комплекса на 
плазматической мембране включает системы пере-
дачи сигнала внутрь клетки: 1) быстрые ионные 
каналы, 2) вторые посредники — протеинкиназы 
(эти системы в статье не рассматриваются). Они 
обеспечивают каскадное усиление эффекта: если 
действующие концентрации гормонов 10"12—10~6 

М, то вторых посредников — 10-^—Ю-6 М, субстра-

тов и метаболитов — обычно 10~4—10"2 М, т. е. 
общее усиление достигает 106—10® раз. 

Основные принципы исследования гормонов и 
вторых посредников (специфичность, концентраци-
онный и др.), изложенные в специальном обзоре [3 ], 
вполне применимы к поискам ПРД. 

Радиопротекторы рецепторного действия. Ра-
диозащитный эффект (РЗЭ) гормонов был открыт в 
1952 г.; вскоре был показан его рецепторный меха-
низм для холиномиметиков, гистамина и серотонина 
[23 ]. К сожалению, в последние 25 лет эти интерес-
ные работы не имели продолжения и не соответст-
вуют современным представлениям о холино-, гис-
тамино- и серотонинорецепторах. 

Наши исследования были начаты в 1965 г., когда 
был обнаружен РЗЭ специфического ^ -агониста 
изопропилнорадреналина (изадрина) [1 ]. Дозовые 
кривые его РЗЭ, а также адреналина, норадренали-
на и относительно селективного^ i-агониста фени-
лэфрина (мезатона) — это кривые с насыщением 
[2,6]. В пользу рецепторного механизма свидетель-
ствует также стереоспецифичность РЗЭ мезатона. 
Блокатор нейронального захвата катехоламинов — 
кокаин увеличивает РЗЭ малых (но не больших) доз 
адреналина и особенно норадреналина до уровня 
плато дозовой кривой; РЗЭ почти недепонирующих-
ся изадрина и мезатона не изменяется [2]. Роль 
J& -адренорецепторов (АР) в РЗЭ изадрина показана 
его полной блокадой у З -адреноантагонистом про-
пранололом [6,17]. Окончательными доказательст-
вами реализации РЗЭ изадрина через ^ - А Р явля-
ются две независимые группы фактов: 1) РЗЭ восп-
ринимается 7 другими -агонистами разной хими-
ческой структуры, но отсутствует у ряда их хими-
ческих аналогов, не стимулирующих-АР; 2) 3 
других-блокатора также предупреждают или рез-
ко снижают РЗЭ изадрина. Протекторами являются 
агонисты к а к ^ i-АР, так и ^ 2 - А Р [6 ]. Реализация 
РЗЭ изадрина через JS-K? как на млекопитающих, 
так и на изолированных клетках подтверждена в 
ряде лабораторий [6, 22]. 

В отличие от этого РЗЭ адреналина, норадрена-
лина и мезатона /^-блокаторы не предупреждают, 
а даже увеличивают [7,17 ]. РЗЭ мезатона блокиру-
ется 5 сильными 1 -антагонистами из разных хи-
мических групп, включая селективные празозин и 
коринантин, а 3 разных JB i -блокатора его не снима-
ют [2,7,17]. По косвенным данным, мезатон защи-
щает мышей через I B - П О Д Т И П АР. Клонидин (кло-
фелин), стимулирующий преимущественно^2-АР, 
в основном через них реализует и свой РЗЭ. Это 
доказывается блокадой его РЗЭ X 2-антагонистами 
пипероксаном, иохимбином и особенно сС 2-селек-
тивным раувольсцином, но не -антагонистами (в 
том числе селективным коринантином) [7,9]. РЗЭ 
обладает и более селективный 2-агонист гуано-
бенз [9 ]. Химические аналоги мезатона и клофели-
на, не стимулирующие и ^2-АР, не защищают 
мышей [7]. Хотя природные катехоламины стиму-
лируют все 4 (адреналин) или 3 (норадреналин) 
типа АР, их РЗЭ реализуется через ^ i - А Р , так как 
он полностью предупреждается лабеталолом ( ^ i, 
У^2-антагонист) и особенно празозином, но не пи-
пероксаном и иохимбином [7 ]. 

Таким образом, как природные (катехоламины), 
так и синтетические агонисты всех 4 типов AP :^ i , 
с/* 2 , ^1 , ^2 , —обладают РЗЭ. Теперь общепризнан 
рецепторный механизм действия этих веществ [22, 
23 ]. 
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Успехи в исследовании агонистов АР побуждали 
к распространению рецепторного подхода и на дру-
гие регуляторы. ГАМК и вещества, увеличивающие 
ее концентрацию в тканях, обладают определенным 
РЗЭ. Сравнение агонистов различных ГАМК-рецеп-
торов показало, что наиболее активен ГАМКв-аго-
нист баклофен. Он превосходит как более слабый 
фенибут, так и ГАМКл-агонисты мусцимол и про-
габид. Химически близкий к ГАМК, но не действу-
ющий на ее рецепторы пирацетам не защищает 
мышей [4 J. Эти данные надо дополнить исследова-
нием блокаторов эффекта ГАМК-рецепторов. 

РЗЭ аденозина и аденилатов известен давно, но 
его считали неспецифическим и объясняли проник-
новением этих веществ в клетку и превращением в 
нуклеиновые кислоты и /или макроэрги [5 ]. Однако 
мы показали, что высокий и специфический РЗЭ 
дают только аденозин и аденилаты. Блокатор кле-
точного захвата аденозина дипиридамол увеличива-
ет РЗЭ меньших (но не большой) доз аденозина и 
5-АМФ, что опровергает необходимость их проник-
новения в клетку и метаболизма в ней. Блокатор 
А-рецепторов теофиллин резко снижает РЗЭ адено-
зина и аденилатов; более слабые А-блокаторы кофе-
ин и метилизобутилксантин меньше снижают РЗЭ 
аденозина. Эти данные вместе со сравнительной 
активностью А-агонистов доказывают, что РЗЭ ре-
ализуется через А-рецепторы, а не Р-сайты и не 
Р2-рецепторы аденилатов [5]. Более сильные, спе-
цифические и неметаболизируемые А-агонисты N-
этилкарбоксамидоаденозин и L-фенилизопропила-
денозин дают РЗЭ в дозах, на 3—4 порядка более 
низких [21 ]. 

Фригопротекторы и фервопротекторы рецеп-
торного действия. Эти термины введены нами для 
обозначения средств, защищающих от охлаждения 
(frig — холод, мороз) и перегревания (ferv — жар, 
зной) [14, 16]. При остром интенсивном охлажде-
нии блокада симпатико-адреналовой системы и ка-
техоламинов на 3 разных уровнях (ганглии, синапс, 
АР) резко снижает устойчивость к холоду и термо-
регуляторные реакции (поддерживание температу-
ры тела, увеличение потребления О2, накопление в 
крови метаболитов всех видов обмена, активация 
дыхания, фосфорилирования и ключевых фермен-
тов митохондрий) [15, 16 ]. Экзогенные катехолами-
ны и синтетические агонисты АР у интактных жи-
вотных не дают позитивного эффекта (вероятно, 
из-за очень высокой мобилизации эндогенных кате-
холаминов или снижения действия агонистов АР в 
условиях охлаждения), но на фоне ганглиолитика 
пирилена, а также удаления надпочечников экзо-
генные катехоламины восстанавливают устойчи-
вость к холоду [16 ]. Затем нам удалось обнаружить 
вещества, защищающие от острого охлаждения ин-
тактных животных (фригопротекторы): это малые 
дозы ̂  1,2-блокаторов (фентоламин) и ̂  2-блокато-
ров (пипероксан), а также 4 разных блокатора 
синтеза простаноидов [15,16]. Эти эффекты могут 
быть связаны с потенцированием освобождения в 
синапс эндогенного норадрсналина ввиду блокады 
тормозных синаптических^2-АР и рецепторов про-
стагландина Е. 

Наш материал по защите от острого интенсивного 
перегревания не столь значителен. Удалось пока-
зать, что клофелин, нафтизин, аденозин, N-этил-
карбоксамидоаденозин, серотонин увеличивают 
продолжительность жизни при перегревании, при 
этом эффект аденозина предупреждается теофилли-

ном; клофелин и гуанобенз защищают при ожоговом 
шоке [10, 11, 14]. Обнаружение реальной защиты 
от острого интенсивного охлаждения и перегревания 
и привело нас к необходимости введения терминов 
"фригопротекторы" и "фервопротекторы" (см. ри-
сунок) . 

+25 г 

+ 75г 

-

• • 
р = 1 • 

+75 г 

+50-
г 

+25" 
0 -

Влияние веществ рецепторного действия на устойчивость мышей 
к экстремальным состояниям (в процентах от контроля). 
1—7 —агонисты рецепторов: 1 —/3h 2 —/З2» 3 — f ( h * — 5 — А, 6 — S, 7 — 
ГАМКв; 8— 11 — антагонисты рецептортв: 8 — Bj., 9 — В2, 10 — сС 1. И 
Широкие столбики — эффекты неселективных веществ, а — острое охлаждение 
при — 18°С (стрелкой показан эффект катехоламинов на фоне снижения устой-
чивости пириленом); б — острое перегревание при 65°С; в — гипобарическая 
гипоксия, "подъем" на 10,5 км; г — полная ишемия головного мозга; д — общее 
острое облучение в дозе 8 Гр. 

Лнтигипоксанты рецепторного действия. Ра-
нее был известен антигипоксический эффект (АГЭ) 
аденозина, серотонина, холин-, дофамин- и ГАМК-
ергических веществ [11, 20], но рецепторный меха-
низм их действия не исследовался. На моделях 
гипоксической и гиперкапнической гипоксии мы 
обнаружили АГЭ ^ 2-агонистов клофелина и гуано-
бенза, а также стимулирующих ^1,2-АР нафтизина 
и сочетания пропранолол + адреналин, но н е ^ 1 -
агониста мезатона и не изадрина и адреналина 
[10, 12 ] . А н т а г о н и с т ы пипероксан и иохимбин и 

1,2-антагонист фентоламин (но не -блокатор 
празозин) сами несколько снижают устойчивость к 
гипоксии и значительно снижают или предупрежда-
ют АГЭ клофелина [10, 12]. 

АГЭ аденозина реализуется через А-рецепторы, 
так как он не снижается, а увеличивается дипири-
дамолом (блокатором проникновения аденозина в 
клетку), не воспроизводится не действующим на 
рецепторы инозином и антагонистом Р-сайтов 2'-де-
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зоксиаденозином, снижается А-блокатором теофил-
лином [10, 13], воспроизводится малыми дозами 
специфических А-агонистов N-этилкарбоксамидоа-
денозина и L-фенилизопропиладенозина [21 ]. 

АГЭ обладают агонист ГАМКв-рецепторов бак-
лофен, серотонин и блокаторы 82-рецепторов метил-
сергид, пизотифен и ципрогептадин [10, 11]. По-
следнее свидетельствует в пользу значения Si-ре-
цепторов в АГЭ, но это требует дополнительной 
проверки. Клофелин, гуанобенз, нафтизин, адено-
зин, N-этилкарбоксамидоаденозин, серотонин за-
щищают при гемической и цитотоксической гипо-
ксии [10, 11, 21]. 

Наши данные и результаты более поздних иссле-
дований привели к тому, что в классификации 
антигипоксантов впервые были выделены "вещест-
ва, действующие через рецепторы" [20 ]. 

Антиишемические церебропротекторы рецеп-
торного действия. В последние годы очень большое 
внимание привлекает антиишемический эффект 
(АИЭ) агонистов А-рецепторов. На моделях окклю-
зии артерий головного мозга, сочетания гипоксии и 
гипогликемии в опытах на клетках [25] и полной 
ишемии головного мозга [18, 19, 24] установлено, 
что различные А-агонисты являются высокоэффек-
тивными церебропротекторами, а блокаторы А-ре-
цепторов сами уменьшают устойчивость головного 
мозга и резко снижают АИЭ А-агонистов. Реализа-
ция АИЭ через А-рецепторы доказывается отсутст-
вием активности у инозина, 2'-дезоксиаденозина и 
ГТФ, меньшей активностью 5 -АМФ, АДФ и АТФ 
[18 ], намного более высоким и длительным эффек-
том N-этилкарбоксамидоаденозина и циклогексила-
денозина по сравнению с аденозином и полной 
блокадой АЭИ всех трех А-агонистов А-анташни-
стами [19, 25 ]. АЭИ А-агонистов является централь-
ным и связан с прямой защитой нейронов, так как 
он отсутствует у веществ, увеличивающих мозговой 
кровоток (нимодипин, флунаризин и др.), но име-
ется у соединений, снижающих функциональную 
активность головного мозга (феназепам, ГОМК и 
др.) [18], и главное — защитные дозы всех трех 
А-агонистов при интрацеребровентрикулярном вве-
дении на 1—2 порядка меньше, чем при подкожном. 
АИЭ малых доз, реализуется через Ai-рецепторы, 
но при больших дозах он дополняется, вероятно, 
Аг-эффектом [24 ]. 

Общие особенности и преимущества ПРД. До-
зовые кривые ПРД — это кривые с насыщением. 
Это вообще характерно для любых рсцепторных 
эффектов и является доводом, что они имеют место. 
Из такого характера дозовой кривой вытекают важ-
ные следствия: ПРД не стоит применять в высоких 
дозах, так как это не даст никакого возрастания 
защитного эффекта, но увеличит количество и вы-
раженность побочных эффектов и токсичность. Оп-
тимальная доза ПРД находится в начале плато 
дозовой кривой, но лучше несколько правее для 
запаса надежности. 

Другая особенность ПРД — активность в малых 
дозах и связанный с этим высокий терапевтический 
индекс — К = ЛД50/ЭД50. Так, специальное иссле-
дование показало, что радиопротекторы можно раз-
делить на 3 группы: 1-я — классические сероазот-
содержащие (иистамин, гаммафос и др.) с 
ЭД5о= Ю3—101'6 мкмоль/кг и К= 10°—101'6; 2-я 
— мексамин, серотонин, мезатон, норадреналин с 

ЭД50= Ю1—10° мкмоль/кг и К= 101'8— Ю2'6; 3-я 
— клофелин и изадрин с ЭД50=Ю"0 '5 и Ю~0,8 

мкмоль/кг и К = 103 и 104. Намного более низкие 
ЭД50 2-й и 3-й групп, т. е. ПРД, связаны, очевидно, 
с тем, что эти протекторы включают каскадные 
механизмы усиления эффекта (см. выше). Преиму-
щество 3-й группы перед 2-й объясняется, очевидно, 
их большой рецепторной селективностью [8 ]. Про-
межуточное положение между 2-й и 3-й группой 
занимают специфические агонисты А-рецепторов 
L-фенилизопропиладенозин и N-этилкарбоксамидо-
аденозин соответственно с ЭД50=10"0 '3 и 10"1 

мкмоль / к г и К = ю 1 ' 6 и ю 1 ' 7 [21 ]. 
При других экстремальных воздействиях ПРД так-

же превосходят другие протекторы низкими величи-
нами ЭД50 и высокими К. При гипоксической гипо-
ксии ЭД50 L-фенилизопропиладенозина и N-этил-
карбоксамидоаденозина соответственно равны Ю~0,1 

и 10~1,3 мкмоль /кгиК= ю 1 ' 5 - 1 * 6 , при этом защит-
ные дозы этих веществ на 3—4 порядка ниже, чем 
известного антигипоксанта гутимина [21 ]. При пол-
ной ишемии головного мозга ЭД50 циклогексиладе-
нозина и N-этилкарбоксамидоаденозина соответст-
венно равны 10° и Ю-0,6 мкмоль/кг, что намного 
ниже, чем дозы других, к тому же менее активных, 
веществ (для N-этилкарбоксамидоаденозина — на 1,5 
порядка ниже, чем для галоперидола и феназепама, и 
на 4 порядка ниже, чем для ГОМК) [18, 19, 24]. 

В целом достоинства ПРД могут быть кратко 
сформулированы следующим образом [10, 11]: 1) 
физиологический, регуляторный характер действия, 
воспроизводящий естественные защитные реакции 
организма; 2) возможность оптимального подбора 
протекторов в зависимости от длительности воздей-
ствия; 3) возможность срочной модуляции или об-
ращения нежелательных эффектов при помощи ан-
тагонистов, в том числе вводимых после воздейст-
вия; 4) низкие ЭД50 — на 2—4 порядка ниже, чем 
у традиционных протекторов; 5) высокие терапев-
тические индексы — на 2—4 порядка ниже; 6) 
возможность комплексной и высокоэффективной за-
щиты одним веществом от целого ряда экстремаль-
ных воздействий: агонисты ^ 2 = и А-рецепторов, а 
также баклофен и серотонин успешно защищают от 
облучения, разных форм гипоксии, перегревания; 
^2-агонисты — и от ожогового шока и операционной 
травмы, А-агонисты — и от ишемии головного 
мозга. Для таких веществ мы предложили термин 
"полипротекторы" [10,11]. Сводные результаты 
применения ПРД при разных экстремальных состо-
яниях приведены на рисунке. 

Важной биологической основой для поисков про-
текторов может быть представление о наличии у 
обычных незимнеспящих млекопитающих не только 
гиперкатаболической стрессовой стратегии рези-
стентности, но и гипобиотической стратегии толе-
рантности. Если первая используется при охлажде-
нии, физической нагрузке, травме и реализуется 
прежде всего катехоламинами (оС\- и ^ - А Р ) и 
глюкокортикостероидами, то вторая стратегия- ис-
пользуется при перегревании, гипоксии и реали-
зуется аденозином (А-рецепторы), катехоламина-
ми (^2-АР), ГАМК (ГАМКв-рецепторы), серотони-
ном и, вероятно, некоторыми другими гормонами. 
При облучении эффективны обе стратегии [11 ]. 

Нет сомнения, что ПРД — перспективная груп-
па высокоактивных и малотоксичных лекарств. Их 
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открытие и изучение — яркий пример эффективно-
сти биохимических идей и подходов для развития 
экспериментальной профилактики экстремальных 
состояний и шире — для фармакологии в целом. 
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PROTECTORS OF THE RECEPTOR ACTION UNDER EXTREMAL 
CONDITIONS 

V. I. Kulinsky 

Medical School, Irkutsk 

High effectivity of the protectors of receptor action was 
detected in acute irradiation, cooling, heating, hypoxia and 
cerebral ischemia. They proved to be independent class of 
protectors. Their advantages were shown as follows: especially 
small values of ED50, low toxicity and simultaneous protection 
from many harmful factors. 
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ОСОБЕННОСТИ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ РЕ-
ГУЛЯТОРНЫХ СИСТЕМ В ТРОМБОЦИТАХ 
ПОД ВЛИЯНИЕМ ЧУМНОГО ТОКСИНА 

Центральный научно-исследовательский институт эпидемиоло-
гии, Москва 

Геморрагический диатез на почве нарушения 
функционального состояния и изменения числа 
тромбоцитов играет важную роль в патогенезе чумы 
и экспериментальной чумной интоксикации [1, 2, 
4, 16 ]. Ранее мы показали, что чумной токсин (ЧТ) 
(II фракция, по Е. Е. Baker), введенный внутрибрю-
шинно крысам, вызывает снижение агрегационной 
способности тромбоцитов в ответ на тромбин, обус-
ловленное изменением в клетках концентрации 
циклических нуклеотидов и простагландинов [3]. 
Выявленные изменения функционального состояния 
клеток in vivo могут быть связаны как с непосредст-
венным эффектом ЧТ на тромбоциты, так и с 
развитием комплекса гемодинамических и метабо-
лических нарушений в организме животного, обус-
ловленных интоксикацией. Эффект ЧТ на функци-
ональную активность и регуляторные системы тром-
боцитов человека изучен недостаточно. В связи с 
этим в работе мы исследовали агонистиндуцируе-
мую агрегацию тромбоцитов человека, а также со-
стояние цАМФ-, цГМФ- й Са2 + -регуляторных ме-
ханизмов в этих клетках при воздействии ЧТ. 

М е т о д и к а . Токсин чумного микроба ЕВ-76, 
штамм 1290, линия НИИЭГ, приготовленный по 
Е. Е. Baker и соавт. [6] (II фракция),был получен в 
Ростовском-на-Дону противочумном научно-иссле-
довательском институте. Летальная активность 
(ЛД50) для мышей массой 16—18 г составляла 15— 
17 мкг. 

Получение тромбоцитов, включение в них флю-
оресцентного кальциевого зонда фура 2 /AM и оп-
ределение концентрации Са2 * проводили, как опи-
сано [7 ]. Базальный уровень свободного внутрикле-
точного кальция был 87 ±23 нМ (п = 10). 

АДФ-индуцируемую агрегацию суспензии отмы-
тых от плазмы тромбоцитов проводили по методу 
[10] в среде, содержащей 150 мМ NaCl, 1 мМ 
MgCI2, 2,7 мМ КС1, 0,37 мМ NaH2PO, 5 мМ глюко-
зы, 10 мМ HEPES-NaOH рН 7,4, 1 мМ СаС12, 0,5 
м г / м л фибриногена. 

Содержание цАМФ и цГМФ определяли с ис-
пользованием радиоиммунологических наборов 
фирмы "Amersham" (Англия) в присутствии 0,1 мМ 
З-изобутил-1-метилксантина в суспензии тромбоци-
тов. 

Активность аденилатциклазы (АЦ) в препарате 
токсина в тромбоцитах определяли по методу [13], 
гуанилатциклазы (ГЦ) — по модифицированному 
методу [20 ]. Для определения ГЦ в тромбоцитах 
клетки разрушали 3-кратным замораживанием — 
оттаиванием в жидком азоте. Активность ГЦ из-
меряли в среде, содержащей 50 мМ трис-HCl рН 
7,6, 30°С, 5 мМ МпС12, 1 мМ ГТФ [2—3-10 ерш ] 
и - 3 2 Р - Г Т Ф ) , 2 мМ теофиллина, 0,1% (мас-
са/объем) бычьего сывороточного альбумина, 15 
мМ креатиифосфата, 135 ед /мл креатинфосфоки-
назы, 5 мМ цГМФ. Конечный объем 50 мкл, кон-
центрация TnvrusyVSfl Пробы ин-
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кубировали 15 мин при 30 °С, останавливали реак-
цию 200 мкл 0,5 н.НС1, кипятили 9 мин, охлаждали 
и нейтрализовали 200 мкл 1,5 М имидазола. Содер-
жимое пробирок наносили полностью на колонки с 
1 г окиси алюминия (нейтральной по Брокману), 
предварительно уравновешенной 10 мМ имидазола 
рН 7,4 (5 мл), промывали 10 мл 10 мМ имидазола. 
Выход цГМФ составлял 90—100%. 

Содержание белка определяли по [19]. 
75 г 

70 

Рис. 1. Влияние исходного препарата ЧТ на АДФ-стимулирован-
ную агрегацию тромбоцитов человека. 
По оси абсцисс — время, мин; по оси ординат — размеры агрегации, отн. ед. 
Тромбоциты суспендировали в модифицированном растворе Тироде. 1 — клетки, 
не обработанные токсином, 2 — клетки, обработанные в течение 2 мин токсином, 
20 мкг/мл, 3 — 60 мкг/мл. Концентрация АДФ 5-10"' М. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Определе-
ние АДФ-индуцируемой агрегации тромбоцитов с 
помощью нового метода, основанного на анализе 
флуктуаций светопропускания, вызванных измене-
нием количества тромбоцитов и их агрегатов в 
тонком лазерном оптическом канале [10 ], показало, 
что агрегация клеток, отмытых от плазмы крови и 
обработанных в течение 2 мин токсином, была 
сниженной в сравнении с контролем (рис.1). Следу-
ет отметить, что токсин оказывал более выраженное 
действие на клетки, отмытые от плазмы крови. Это, 
по-видимому, обусловлено связыванием части моле-
кул токсина с плазменными белками или клеточны-
ми структурами крови (данные не представлены). 
Следует подчеркнуть, что ЧТ, инкубированный с 
тромбоцитами в течение 20—30 мин, не вызывал их 
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Рис. 2. АДФ-индуцированнос изменение Са2+ в тромбоцитах, 
нагруженных фура-2/AM. 
По оси абсцисс - время, мин; по оси ординат - концентрация Са2 + , нМ. Клетки 
суспендировали в модифицированной среде Тироде, содержащей 1 мМ CaCl2 (а, 
б) и 1 мМ ЭГТА (в, г), в отсутствие токсина (а, в) и после обработку 2 мин 
исходным препаратом токсина - 40 мкг/мл (б,г). Концентрация АДФ 5-Ю"' М. 

самопроизвольной агрегации и ингибирующий эф-
фект токсина был дозозависимым (см. рис.1). 

Известно, что агрегация, изменение формы тром-
боцитов, секреция внутриклеточных гранул, возни-
кающая под действием гормонов, опосредуются по-
вышением концентрации цитоплазматического 
кальция. Подобное влияние на клетки оказывают 
такие вещества, как тромбин, вазопрессин, АДФ, 
фактор активации тромбоцитов (ФАТ) и др. Дейст-
вие этих веществ опосредуется специфическими ре-
цепторами, расположенными на внешней поверхно-
сти плазматической мембраны и способными с вы-
соким сродством связывать соответствующие гормо-
ны [21 ]. 

Как видно на рис. 2, а, обработка тромбоцитов, 
нагруженных фура 2/AM, АДФ (5-10' М), вызы-
вает резкое повышение концентрации свободного 
внутриклеточного кальция, развивающееся в тече-
ние нескольких секунд. Инкубация клеток в присут-
ствии 40 мкг/мл ЧТ значительно снижает активи-
рующее влияние агониста (рис. 2, б). Инкубация 
тромбоцитов в течение 5—10 мин в присутствии ЧТ 
не сопровождается изменением базального уровня 
внутриклеточного кальция. Блокирующий эффект 
определяется дозой токсина (рис.3) и практически 
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Рис. 3. Зависимость агонистиндуцируемого содержания Са2+ в 
тромбоцитах, нагруженных фура-2/ЛМ, от концентрации токси-
на. 
По оси абсцисс - концентрация ЧТ, мкг белка/мл; по оси ординат - увеличение 
Caz + , % от контроля. Время преинкубации с токсином 2 мин. 1 - АДФ, 5-10-' М. 
2 _ ФАТ, Ю'у М, 3 - тромбин, 0,01 ед/мл. 

не зависит от используемого агониста. 50% блоки-
рование повышения уровня Са2 + наблюдается при 
концентрации ЧТ, равной 20 мкг/мл, при исполь-
зовании таких индукторов агрегации, как АДФ, 
ФАТ, тромбин. Как видно на рис. 4, блокирующий 
эффект развивается уже через 1 —1,5 мин преинку-
бации клеток с токсином. 

700 

Рис. 4. Зависимость агонистиндуцируемого содержания Са2+ в 
тромбоцитах, нагруженных фура-2/ЛМ, от времени прединкуба-
ции с неоднородным препаратом токсина (40 мкг/мл). 
По оси абсцисс — время инкубации с ЧТ, мин; по оси ординат — содержание 
Са2 + , % контроля. 1 - АДФ, МО'7 M, 2 - ФАТ, 10"9 М, 3 - тромбин, 0,01 ед/мл. 

Известно, что большинство гормонов, активиру-
ющих тромбоциты, повышают уровень Са * не 
только за счет выброса из мембран эндоплазмати-
ческого ретикулума, но и за счет активации входа 
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этих ионов из внеклеточного пространства [21 ]. 
Наличие рецепторактивируемого входа кальция в 
тромбоциты подтверждено рядом авторов [5,15]. 
Представлялось интересным исследовать, какой 
именно путь увеличения Са2 + блокируется ЧТ. Как 
видно на рис. 2,в, удаление ионов кальция из вне-
клеточной среды с помощью известного хелатора 
ионов — ЭГТА приводит к уменьшению величины 
АДФ-индуцирусмого кальциевого ответа. Компо-
нента кальциевого сигнала, сохраняющаяся в бес-
кальциевой среде, соответствует выбросу Са2 + из 
рстикулума, в то время как компонента, исчезаю-
щая при добавлении ЭГТА, по-видимому, отражает 
вход ионов кальция из внешней среды. Как видно 
на рис. 2, б, г, прединкубация тромбоцитов с токси-
ном приводит к ингибированию Са2 * независимо от 
присутствия или отсутствия кальция в среде инку-
бации. Таким образом, можно заключить, что ток-
син блокирует не только выброс ионов кальция из 
мембран эндоплазматического рстикулума, обус-
ловленный влиянием инозит-1,4,5-трисфосфата, об-
разующегося при гормональной активации фосфо-
липазы С, но и также вход кальция в цитоплазму 
тромбоцитов из внеклеточной среды. Мы установи-
ли, что сигнал флюоресценции зонда, возникающий 
в ответ на агонист (ФАТ, АДФ, тромбин) в тромбо-
цитах, нагруженных квин-2 и предварительно обра-
ботанных ЧТ, был значительно снижен по сравне-
нию с величиной сигнала контрольных клеток в 
условиях замены внеклеточных ионов Са2 + на ионы 
Ва2+ (результаты не представлены). По-видимому, 
эти данные можно рассматривать как дополнитель-
ное доказательство блокады под действием ЧТ рс-
цепторуправляемых кальциевых каналов, так как 
известно, что агонисты активируют вход ионов Ва2 + 

через этот механизм [5 ]. 
Известно, что активаторы АЦ, ГЦ, а также 

ингибиторы фосфодиэстеразы, повышая уровень 
циклических нуклеотидов, блокируют агрегацию 
тромбоцитов и уменьшают влияние гормонов и аго-
нистов на уровень внутриклеточного кальция 
[17,18]. Все эти эффекты циклических нуклеотидов 
реализуются через соответствующие протеинкиназы 
и коррелируют с фосфорилированисм ряда белков 
[22]. Микробные клетки содержат свою систему 
метаболизма циклического аденозинмонофосфата, и 
в некоторых случаях бактериальные АЦ способны 
проникать внутрь эукариотической клетки и резко 
увеличивать в ней уровень цАМФ [8,12]. При ис-
следовании влияния ЧТ на содержание цАМФ и 
цГМФ в тромбоцитах человека было выявлено, что 
токсин незначительно влиял на уровень цАМФ, но 
резко увеличивал концентрацию цГМФ. Влияние 

По оси абсцисс - время, мин; по оси ординат: справа — содержание цАМФ, 
пмоль/107 клеток, слева — содержание цГМФ, пмоль/10' клеток. 1 и 4 — цАМФ 
и цГМФ в присутствии ЧТ, 40 мкг/мл, 2 — цГМФ в присутствии нитропруссида 
натрия, 10'4 М, 3 — цАМФ в присутствии форсколина, 10"® М. 

Активация ГЦ тромбоцитов человека при действии различных 
препаратов ЧТ 

Препараты токсина ГЦ, пмоль на 1 мг белка 
в 1 мин 

Тромбоциты (без токсина) 1,6±0,01 

Тромбоциты + исходный ЧТ (40 
мкг/мл) 

2,1 ±0 ,05 

Тромбоцины + инактивированный на-
греванием ЧТ (40 мкг/мл) 

2,4 ±0,07 

Тромбоциты + ЧТ, полученный гель-
фильтрацией на сефадексе G-75 (10 
мкг/мл) 

5 ,2±0 ,5 

ЧТ на содержание цГМФ в клетках было даже более 
выраженным, чем эффект нитропруссида натрия — 
известного активатора цитозольной ГЦ (рис. 5). 
Следует подчеркнуть, что используемые в нашей 
работе препараты токсина (ЧТ, ФЧТ) не выявляли 
как аденилатциклазной, так и гуанилатциклазной 
активности. 

Обнаруженный нами факт повышения концент-
рации цГМФ в тромбоцитах под действием ЧТ 
свидетельствует о наличии в препарате ЧТ либо 
активатора ГЦ, либо ингибитора ФДЭ. Как видно 
из таблицы, ЧТ и различные его фракции, облада-
ющие способностью блокировать АДФ-зависимое 
повышение внутриклеточного кальция, вызывают 
активацию ГЦ гомогената суспензии тромбоцитов. 
Гельфильтрация инактивированного нагреванием 
ЧТ на сефадексе G-75 в 0,25 мМ натрий-фосфатном 
буфере рН 7,4, 150 мМ NaCl позволила выделить 
фракцию (ФЧТ), вызывающую повышение актив-
ности ГЦ тромбоцитов в 3 раза в сравнении с 
контрольными клетками. 

Таким образом, обнаруженный и выделенный 
нами белок из Y. pestis является активатором ГЦ и 
способен проникать внутрь тромбоцитов человека, 
повышая в них содержание цГМФ. 

Следует отметить, что активаторы мембранной 
ГЦ обнаружены среди группы термостабильных эн-
теротоксинов многих грамотрицательных бактерий 
[11, 14 ]. Однако мы не нашли работ, свидетельст-
вующих о наличии рецепторов к термостабильным 
энтеротоксинам на тромбоцитах животных и чело-
века. Наличие рецепторов к этим токсинам показано 
лишь для энтероцитов и эндотелиальных клеток 
почек [9, 23]. 

Таким образом, II фракция, по Е. Е. Baker, 
полученная из бактерий Y. pestis ЕВ-76, штамм 
1290, содержит активатор ГЦ, способный взаимо-
действовать с тромбоцитами человека. Активация 
процессов цГМФ-зависимого фосфорилирования в 
тромбоцитах в свою очередь приводит к блокирова-
нию гормониндуцируемого повышения уровня ци-
топлазматического кальция и агрегации клеток, что, 
по-видимому, может играть важную роль в патоге-
незе чумной интоксикации. 
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EFFECTS OF THE TOXIN FROM YERSINIA PESTIS ON THE 
FUNCTION OF THE REGULATORY SYSTEMS IN PLATELETS. 

T. D. Cherkasova, V. A. Yurkiv 

Central Institute of Epidemiology, Moscow 

Yersinia pestis toxin (II fraction by E. Baker) inhibited 
aggregation of human platelets as well as elevation of Ca2+, induced 
by different agonists ADP, PAF, thrombin. Agonist-induced Ca2+ 

mobilization and Ca2+ influx were dose-dependently inhibited by the 
toxin. The effect was rapid, developing during the first minute of 
incubation with the toxin. In contrast to murine lethal protein the platelet 
inhibitory activity was thermostable. The action of thermostable factor 
on platelets was accompanied by elevation of cellular cGMP level. This 
factor of Y. pestis activated guanylatc cyclase in human platelets. 
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Т.Л. Дьяконова, В.П. Реутов 
НИТРИТЫ БЛОКИРУЮТ Са-ЗАВИСИМОЕ 
ПРИВЫКАНИЕ НЕЙРОНОВ НА УРОВНЕ ЭЛЕК-
ТРОВОЗБУДИМОЙ МЕМБРАНЫ: ВОЗМОЖНАЯ 
РОЛЬ ОКИСИ АЗОТА 

Институт биологии развития РАН, Институт высшей нервной 
деятельности и нейрофизиологии РАН, Москва 

Вплоть до 80-х годов окись азота (NO), нитриты 
(NO2) и нитраты (NO3") рассматривали как чуже-
родные для организма соединения — ксенобиотики 
[2 ]. Однако позднее было показано, что окись азота 
синтезируется в организме из L-аргинина при уча-
стии фермента NO-синтазы [17, 21 ]. Являясь корот-
коживущим соединением, NO в присутствии кисло-

рода и его активированных форм может превращать-
ся в нитриты и нитраты [19, 20]. При этом как 
эндогенные, так и экзогенные нитриты и нитраты в 
свою очередь могут быть еще одним источником NO 
в организме. Показано, что ионы NO2 восстанавли-
ваются в окись азота при участии гемсодержащих 
белков, находящихся в дезоксиформе [2, 9]. Нако-
пившиеся данные о физиологической роли NO по-
зволили отнести эту молекулу к вторичным посред-
никам, при этом было установлено, что основной 
функцией NO является активация растворимой гу-
анилатциклазы и как следствие повышение уровня 
цГМФ в клетках-мишенях [10, 11, 26 ]. В последние 
годы показано также, что NO, активируя раствори-
мую гуанилатциклазу, а также АДФ-рибозилтран-
сферазу, регулирует внутриклеточную концентра-
цию Са2 + : повышение синтеза NO приводит к 
снижению содержания свободного Са2 + в клетках 
[7, 10 ]. Именно способность NO регулировать внут-
риклеточную концентрацию Са дает основание 
предполагать причастность ее к различным Са2 + -
зависимым функциям и процессам, в том числе и в 
нервной системе. 

В связи с этим в настоящей работе исследовалось 
влияние экзогенного нитрита (NaN02) на пластиче-
ские свойства идентифицированных нейронов мозга 
виноградной улитки, а именно на способность ней-
ронов привыкать к внутриклеточной стимуляции 
повторяющимися импульсами тока. Ранее было по-
казано, что развивающееся при этом привыкание 
обусловлено пластическими свойствами электровоз-
будимой мембраны нейрона и связано прежде всего 
с повышением вхождения Са2 + в клетку [4, 6]. 
Предполагалось, что нитриты как источник NO 
могут влиять на Са2 + -зависимые механизмы при-
выкания. Другой предпосылкой для проведения этой 
работы послужили уже существующие данные о 
причастности NO к пластичности синапсов: к их 
длительной потенциации или депрессии [23, 24]. 
Следовые изменения эффективности синапсов явля-
ются, как известно, одним из механизмов нейро-
нальной пластичности, лежащих в основе обучения, 
и других форм пластичности в нервной системе. В 
данном случае исследовали возможную роль NO в 
регуляции другого механизма нейрональной пла-
стичности — пластических свойств электровозбуди-
мой мембраны. 

Проведены также исследования действия нитри-
та на характер ответов на стимуляцию нейронов с 
иными пластическими свойствами электровозбуди-
мой мембраны — не привыкающих к внутриклеточ-
ной стимуляции. 

В работе, помимо физиологически адекватных 
концентраций нитритов (10~6—10"5М), использова-
ли концентрации, на 1 —2 порядка их превосходящие. 
В экологически неблагоприятных условиях организм 
реально подвергается действию высоких концентра-
ций нитритов. Нам представлялось интересным выяс-
нить возможные последствия таких воздействий на 
исследуемой экспериментальной модели. 

М е т о д и к а . Работа проведена на идентифици-
рованных нейронах виноградной улитки Helix 
lucorum с различными пластическими свойствами 
электровозбудимой мембраны: привыкающих и не 
привыкающих к ритмической внутриклеточной сти-
муляции импульсами тока. Детальное описание 
этих клеток, их расположение в париетальных ган-
глиях, а также способ приготовления препарата 
мозга для электрофизиологических исследований 
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Рис. 1. Действие нитрита натрия (510"5 М) 
на пластические свойства привыкающего 
нейтрона ЛПаЗ. 
а — привыкание нейрона ЛПаЗ к стимуляции в 
контроле; б — отсутствие привыкания у того же 
нейрона через 20 мин после введения нитрита на-
трия в среду, клетка отвечает на стимуляцию дли-
тельное время с периодическим выключением отве-
та на 0,5 — 1 мин. Все три записи — продолжение 
одна другой. 
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были описаны ранее |4]. Пластические свойства 
нейронов исследовали при внутриклеточной стиму-
ляции их импульсами постоянного тока пороговых 
значений длительностью 1 с, частотой 0,2 Гц. По-
роговым считали значение тока, при котором клетка 
генерировала 1 потенциал действия (ПД) на 1 им-
пульс. Стимуляцию и регистрацию активности ней-
рона осуществляли через один внутриклеточный 
электрод с использованием усилительной системы 
М707, снабженной мостовой схемой (WPI, США). 
Изменения в электрическом ответе клеток на повто-
ряющуюся стимуляцию рассматривали как проявле-
ние пластических свойств электровозбудимой мем-
браны нейрона. Необратимое выключение ответов в 
процессе стимуляции по своим характеристикам 
соответствует одной из форм нейрональной пластич-
ности — привыканию. 

Исследования проводили в камере с протоком, в 
ходе эксперимента основной физиологический рас-
твор заменяли раствором с добавлением различных 
фармакологических препаратов. В отдельных случа-
ях вещества вводили в камеру микропипеткой. Ис-
следовали действие следующих веществ на пластич-
ность электрического ответа идентифицированных 
нейронов: нитрита натрия, Са -ионофора А23187 
("Calbiochcm", США), нитропруссида, имидазола 
("P-L-Biochemical Inc.", США). Было исследовано 
25 нейронов у 15 улиток. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . 1. Дейст-
вие нитрита натрия на привыкающие нервные 
клетки (ПК), Из описанных ранее ПК [4 j в насто-
ящей работе исследовались клетки ЛПа2, ЛПаЗ, 
ППа2, ППаЗ, а также "белые" клетки из левого и 
правого париетальных ганглиев. В контроле эти 
клетки выключают ответ через 1—3 мин после 

начала стимуляции, в некоторых случаях уже на 
3—5-й импульс (рис. 1). Продолжение стимуляции 
не приводит к восстановлению ответов. 

Предварительное инкубирование изолированно-
го мозга улитки в среде с нитритом натрия (10~6— 
Ю-5 М) в течение 10—30 мин существенно изменяет 
характер ответов ПК на ритмическую стимуляцию. 
Развития типичного привыкания не происходит, 
клетки отвечают на стимуляцию в течение длитель-
ного времени, однако при этом наблюдается перио-
дическое выключение ответов на 0,5—1 мин и затем 
их восстановление на 1—2 мин. Такая периодич-
ность в ответах сохраняется все время, пока нитрит 
присутствует в среде (наблюдение около 1 ч), и еще 
более 1 ч после его отмывания. В концентрациях 

нитрит не дает быстрого эффекта, вве-
дение его в среду на фоне развивающегося привы-
кания не вызывает заметных сдвигов мембранного 
потенциала (МП), изменений в характере ответов 
на стимуляцию и не предотвращает привыкания 
(рис. 2, а). Однако серотонин может потенциировать 
быстрое действие нитрита. В присутствии ссротони-
на нитрит дает эффект менее чем через 1 мин после 
введения: ответы на стимуляцию в этом случае не 
выключаются, а, напротив, могут усиливаться и 
сохраняются длительное время (рис. 2, б). В свою 
очередь предварительное введение в среду нитрита 
натрия усиливает и продлевает эффект блокирова-
ния привыкания ссротонином (рис. 3). 

Чтобы проверить, связано ли блокирование при-
выкания нитритом с активирующим действием N0 
на гуанилатциклазу и, следовательно, с повышени-
ем уровня цГМФ в клетке, исследовали действие на 
привыкание активатора гуанилатциклазы нитро-
пруссида. Показано, что нитропруссид 

А/о; 

Рис. 2. Потснциирование ссротонином (10"5 М) быстрого 
эффекта нитрига натрия (lO^M) на привыкающем нейроне 
ППаЗ. Действие нитрита натрия в котроле (а) и в присутст-
вии серотонина (б). 
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Рис. 3. Иотенциирование нитритом натрия (Ю-5 М) 
эффекта блокирования привыкания нейрона ППаЗ се-
ротонином (10 5 М). Эффект серотонина в контроле (а) 
и в присутствии нитрита натрия (б). 
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так же как нитрит, блокирует привыкание нейронов 
к стимуляции. Однако сш эффект менее выражен, 
ответы нейрона на стимуляцию восстанавливаются 
на несколько минут, а затем выключаются снова и 
не возобновляются, несмотря на присутствие нитро-
пруссида в среде. Ответы не восстанавливались и 
при введении дополнительной порции нитропрусси-
да. 

В серии опытов исследовали действие на ПК 
высоких концентраций нитрита натрия, порядка 
10"4 — 10~3М. В этом случае прежде всего отсутст-
вовала большая латентность эффекта, отмеченная 
для более низких концентраций. Блокирование при-
выкания происходило не позже чем через 1 мин 
после введения нитрита, при этом медленно разви-
валась небольшая деполяризация, за 30 мин на 
несколько милливольт. Блокирование привыкания 
было устойчивым, ответы не выключались в течение 
всего эксперимента (до 4 ч), отсутствовала отмечен-
ная для меньших доз нитрита периодичность отве-
тов. Отмывание нитрита в течение 1 —1,5 ч не 
восстанавливало привыкания у исследовавшихся 
нейронов. 

Был проведен эксперимент, в котором изменения 
пластических свойств ПК под влиянием высоких доз 
нитрита контролировались в течение 7 сут. В 1-е 
сутки препарат изолированного мозга инкубировали 
в среде с нитритом натрия (10'3М) 45 мин. В течение 
всего времени действия нитрита и на фоне последу-
ющего отмывания препарата чистым физиологиче-
ским раствором, всего более 4 ч, наблюдали блоки-
рование привыкания у нейрона ЛПаЗ. Далее препа-
рат сохранялся в холодильнике при температуре 8°С 
в растворе без нитрита. В последующие дни нейрон 

ЛПаЗ и другие ПК в этом препарате стимулировали 
по 2 ч ежедневно. На 2-е сутки нейрон ЛПаЗ также 
не обнаруживал привыкания, при этом порог стиму-
ляции снизился от 10 до 2,5 нА. Не обнаруживали 
привыкания и другие ПК в этом препарате мозга. В 
общей сложности отсутствие привыкания для ней-
рона ЛПаЗ в этом препарате регистрировали в тече-
ние 3 сут, далее клетка была повреждена и погибла. 
Другие же исходно привыкающие нейроны в этом 
препарате мозга не обнаруживали привыкания в 
течение 7 сут (рис. 4), все время жизни препарата 
мозга. 

В ходе проведения этих экспериментов отмечена 
более высокая жизнеспособность препаратов изоли-
рованного мозга, подвергшихся воздействию нитри-
та. Даже после одноразовой обработки нитритом, 
как это было в описанном опыте, препарат сохра-
нялся 7 сут и нейроны обнаруживали нормальные 
электрические параметры: МП, возбудимость, спе-
цифичность реакции на медиаторы, синаптическую 
активность и т.д. Тогда как в обычных (контроль-
ных) условиях препарат сохраняется, как правило, 
до 2 сут. 

В опытах с высокими концентрациями нитрита 
была сделана попытка снять устойчивое блокирова-
ние привыкания действием Са2 + -ионофора, повы-
шающего вхождение кальция в клетку, и действием 
имидазола, снижающего уровень цАМФ за счет 
активации фосфодиэстсразы. Как было показано 
ранее |4, 5 ], оба эти вещества в отсутствие нитритов 
способствовали развитию привыкания у исследуе-
мых нейронов. Введение Са2 * -ионофора (2-10~°М) 
на фоне блокирования привыкания нитритом в 1-й 
день описанного 7-дневного эксперимента не приве-

^ JjLijjLmjLlLiĴ ^ 

ц д 
Рис. 4. Эффект блокирования привыкания ПК 
действием высоких концентраций (10 3 М) нит-
рита натрия. 
Наблюдение в течение 7 сут после одноразового введения 
нитрита в среду на 45 мин в 1-й день эксперимента, а — 
привыкание нейрона ЛПаЗ к стимуляции в контроле; б -
отсутствие привыкания у того же нейрона в 1-й (1) и 2-й (2) 
дни эксперимента и у нейрона ЛПа2 на 6-й день (3) экспе-
римента. 
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ло к восстановлению привыкания у нейрона ЛПаЗ. 
Напротив, ионофор вызвал непродолжительное уси-
ление ответов на пороговую стимуляцию до 2—3 ПД 
вместо 1 ПД на каждый стимул. Действие имидазола 
(1—3-10"3М) исследовали на 3-й и 6-й дни экспери-
мента. Так же, как в случае ионофора, не было 
обнаружено востановления привыкания или сниже-
ния ответов на стимуляцию под влиянием имидазо-
ла. 

2. Действие нитрита натрия на непривыкаю-
щие нервные клетки (НПК). Исследованные нами 
НПК расположены на дорсальной поверхности ле-
вого париетального ганглия латеральнее нейрона 
ЛПа2. Это группа нейронов средней величины (30— 
40 мкм) включает более 20 клеток и легко выявля-
ется у каждой улитки. НПК в контроле, как прави-
ло, не выключают и не снижают ответа на порого-
вую стимуляцию в течение 4—5 ч, не обнаруживают 
привыкания. Добавление нитрита натрия (10 5 — 
10"4М) в инкубационный раствор оказывает устой-
чивое сенситизирующее действие на их ответы на 
стимуляцию: наблюдается повышение вызванной 
активности, связанное как со снижением порога 
возбуждения (на исходно пороговый стимул клетка 
генерирует 2—3 ПД вместо 1 ПД), так и с усилением 
возбуждающего синаптического притока. При этом 
отмечается периодичность в усилении вызванной 
активности (рис. 5). Эффект нитрита на НПК раз-
вивается с относительно высокой латентностью. 
Усиление ответа на стимуляцию возникает лишь 
через несколько минут после введения нитрита, 
далее эффект нарастает на фоне медленно развива-
ющейся деполяризации (несколько милливольт за 
5—10 мин). На рис. 5 видно, что через 15 мин после 
введения нитрита эффект усиления вызванной ак-
тивности значительно более выражен, чем через 5 
мин. Эффект нитрита устойчив, он сохраняется все 
время, пока нитрит присутствует в среде, и после 
отмывания его в течение 1 ч. Более длительно 
последействие нитрита не контролировалось. 

Полученные результаты показывают, что инку-
бирование изолированного мозга в среде с добавле-
нием нитрита натрия существенно изменяет пласти-
ческие свойства электровозбудимой мембраны при-
выкающих нейронов. В контрольных условиях эти 
нейроны отвечают на стимуляцию импульсами тока 
очень непродолжительное время (1—3 мин), далее 
ответы прекращаются, развивается привыкание. В 
присутствии нитрита привыкания н е п р о и с х о д и т в 
течение длительного времени: от нескольких часов 
до нескольких суток. Блокирование привыкания на-

ст 

иболее устойчиво и продолжительно при больших 
концентрациях нитрита (10"3М), в этом случае эф-
фект фактически необратим: максимально нейроны 
не восстанавливали способности привыкать в тече-
ние 7 сут после однократного воздействия нитритом, 
т. е. в течение всего времени, пока препарат мозга 
сохранял жизнеспособность. 

Ранее нами было показано [4—6 ], что развитие 
привыкания можно замедлить или заблокировать 
полностью различными экспериментальными при-
емами, снижающими вхождение Са2 + в клетку или 
его внутриклеточное содержание (уменьшение экс-
траклеточной концентрации Са2 + , действие блока-
торов Са2 + -проводимости, действие хелатирующих 
растворов и т.д.), или действием различных ве-
ществ, способствующих повышению уровня цАМФ 
в клетке (действие блокаторов фосфюдиэстеразы, 
дибутирил-цАМФ, серотонина и т. д.). Во всех 
случаях блокирование привыкания было обратимым 
и снималось восстановлением контрольных условий 
или веществами обратного действия. Например, 
Са2 + ионофор А23 187 и активатор фосфодиэстеразы 
имидазол способствовали развитию привыкания. 
Эти данные позволили предполагать, что механиз-
мы привыкания связаны с повышением вхождения 
кальция в клетку и снижением уровня цАМФ в ней. 

Исходя из известных и частично уже упоминав-
шихся выше данных, мы полагаем, что механизмы 
блокирующего действия на привыкание экзогенного 
нитрита могут быть также связаны с регуляцией 
уровня внутриклеточного кальция окисью азота, 
синтез которой должен активироваться при действии 
нитрита с участием гемсодержащих белков в дезок-
сиформе. В пользу того, что экзогенные нитриты 
могут стимулировать образование N0 в клетках-ми-
шенях, убедительно свидетельствуют, например, те-
рапевтические эффекты таких нитритов, как нитро-
глицерин и различные органические его заменители. 
Показано, что сами эти вещества не активны, а их 
сосудорасширяющее действие обусловлено превра-
щением их в окись азота, которая и обусловливает 
этот эффект [11, 18]. Методом электронного пара-
магнитного резонанса обнаружено, что при инкуби-
ровании различных тканей — печени, почек, серд-
ца, легкого, коры мозга — в среде с добавлением 
нитритов образуются парамагнитные комплексы с 
гемовым и негемовым железом [1, 3, 8 ]. 

Регулирование уровня свободного внутриклеточ-
ного Са2 + с участием NO осуществляется следую-
щим образом. Окись азота активирует растворимую 
гуанилатциклазу и повышает уровень цГМФ в клет-

Юс 

Рис. 5. Сенситизирующее действие нитрита на-
трия (10 5 М) на ответы НПК на стимуляцию их 
пороговым током. 
а — характер ответов в контроле; б — в присутствии нитрита 
натрия через 5 (1), 15 (2) мин после введения нитрита и через 
15 мин после его отмывания (3). 
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ках. Известно, что цГМФ-зависимые протсинкина-
зы активируют фосфатидилинозитолкиназу, кото-
рая является промотором образования фосфатиди-
линозитолмонофосфата, обладающего способностью 
активировать Са2 +-насос в клеточных мембранах 
113, 16 ]. В свою очередь Са2 + -насос и является тем 
механизмом, который убирает свободный Са2 + в 
депо и снижает уровень его в цитоплазме. Кроме 
того, есть данные, что цГМФ и нитросоединения, 
активирующие гуанилатциклазу, могут ингибиро-
вать входящий поток Са2 + [14, 22]. При этом 
показано, что блокирование трансмембранного по-
тока Са2 + при участии цГМФ на разных объектах 
(сердечные и гладкие мышцы, нейроны гиппокампа и 
др.) может быть опосредовано через цГМФ-активиру-
емые и цГМФ-блокируемые фосфодиэстсразы, т. е. 
через влияние цГМФ на уровень цАМФ [12, 15, 25 ]. 
Иными словами, цГМФ обусловливает взаимодейст-
вие систем цГМФ и цАМФ, которые могут действовать 
как однонаправленно, так и разнонаправленно. 

Таким образом, снижение уровня свободного 
Са2 + в клетке, опосредуемое окисью азота, может 
осуществляться двумя основными механизмами: за-
качиванием Са2 + в депо и блокированием его вхож-
дения в клетку через трансмембранные Са2 + -кана-
лы. В обоих случаях участвуют обе циклазные 
системы: цГМФ и цАМФ. Блокирование привыка-
ния экзогенными нитритами в наших эксперимен-
тах может быть связано с обоими этими механизма-
ми. Осцилляторный характер эффекта нитрита на-
трия в наших экспериментах при использовании 
физиологически адекватных его концентраций так-
же может быть следствием периодических измене-
ний концентрации Са2*. Окись азота регулирует 
внутриклеточный Са2 + по механизму отрицатель-
ной обратной связи, что предполагает колебания его 
концентрации с определенным периодом в зависи-
мости от типа клеток [10, 13 ]. 

Участие цГМФ-зависимых механизмов в наблю-
даемых эффектах нитритов в какой-то степени под-
тверждается опытами с нитропруссидом, активато-
ром гуанилатциклазы. Нитропруссид оказывает од-
нонаправленное с нитритами блокирующее действие 
на привыкание, хотя его эффект менее выражен и 
непродолжителен. 

В данной работе получены также данные о вза-
имном потенциирующем действии нитрита и серо-
тонина на эффекты блокирования привыкания друг 
друга. Можно полагать, что их взаимодействие в 
этом случае также опосредуется через циклазные 
системы: цАМФ и цГМФ. Вторичным посредником 
действия серотонина на этих клетках является, по-
видимому, цАМФ (его эффект блокируется имида-
золом) [5], а следствием действия нитритов являет-
ся повышение уровня цГМФ. Как уже отмечалось 
выше, функционирование этих систем может быть 
взаимосвязано. 

Действие нитрита натрия на НПК имеет такую 
же направленность, как и на ПК. Нитрит повышает 
ответ нейрона на предъявляемый стимул, сенсити-
зирующее действие нарастает во времени и длитель-
но сохраняется после удаления нитрита из инкуба-
ционной среды. 

Устойчивость и продолжительность последейст-
вия (необратимость при больших концентрациях) 
— отличительная особенность эффектов нитрита 
натрия на исследуемой модели. Особого внимания 

заслуживает значительно более длительное сохра-
нение жизнеспособности изолированного препарата 
мозга в присутствии нитрита. Такой эффект может 
быть связан с бактерицидным действием нитритов [2 ]. 

Полученные данные о регуляции пластических 
свойств нейронов улитки нитритом натрия, предпо-
лагающие участие N0, свидетельствуют о важной 
роли нитритредуктазной (восстанавливающей ионы 
N02 в N0) способности нейронов. Такая способ-
ность клеток мозга при наличии эндогенно синтези-
руемых нитритов может дополнять или заменять 
NO-синтазную активность в тех клетках, где она слабо 
выражена или отсутствует полностью. С другой сто-
роны, эти результаты дают основание предполагать, 
что нитриты и продукты их метаболического превра-
щения N0 могут выполнять функцию посредников, 
активирующих внутриклеточные механизмы длитель-
ного сохранения информации, в частности механизмы 
сохранения нейронамй пластических изменений 
свойств электровозбудимой мембраны. 
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NITRITE IONS INHIBIT Ca2+-DEPENDENT HABITUATION OF 
NEURONES IN THE STRUCTURES OF ELECTROEXCITABLE 
MEMBRANE: POSSIBLE ROLE OF NITRIC OXIDE 

T.LDyakonova, V.P.Reutov 

N.K.Koltsov Institute of Developmental Biology, Institute of Higher 
Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, 
Moscow 

Penetration of Ca2+ into neuron have been shown earlier to be 
mainly responsible for the cell habituation to repeated intracellular 
stimulation by impulse depolarizing current. Considering the key role 
of nitric oxide (NO) in regulation of intracellular Ca24 turnover, effects 
of exogenous nitrite NaN02, used as a source of NO, on plasticity 
properties of the electrostimulated membrane were studied in the 
identified habituating and non-habituating neurones of snail 
(Gastropoda) brain. The sodium nitrite 10"6— 10*4M was found to 
inhibit, with a latent period 10—30 min, the ability of the habituating 
neurones to get accustomed to stimulation; this phenomenon was 
oscillatory. The concentration of nitrite 10"3M affected irreversibly the 
habituation. Serotonin potentiated the inhibitory effect of nitrite on 
habituation and vice versa nitrite augmented the serotonin effect on 
habituation of the same neurones. The exogenous nitrite sensitized the 
non-habituating neurones to intracellular stimulation. These data 
suggest that nitrite affects the plasticity properties of the 
electrostimulated neurone membrane. Besides, these results and well-
known properties of NO allowed one to assume that NO-dependent 
regulation of intracellular Ca2+ was responsible for the phenomenon 
observed as well as that NO- and serotoninergic systems appear to 
interact in the snail brain. 
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ВОЗМОЖНОСТЬ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ НЕКОТО-
РЫХ АНТИОКСИДАНТОВ ДЛЯ ВОССТАНОВ-
ЛЕНИЯ ФЕРРИГЕМА 

Институт химической физики РАН, Москва 

Гемсодержащие протеины: гемоглобин, миогло-
бин, растворимая гуанилатциклаза, простетической 
группой которых является протогем IX, — играют 
важную роль в функционировании различных сис-
тем организма. 

Как известно, гемоглобин и миоглобин способны 
обратимо связывать молекулярный кислород. Гемог-
лобин обеспечивает транспорт кислорода в органы и 
ткани, миоглобин — сохранение запасов кислорода 
в мышцах. При этом гемоглобин и миоглобин при-
соединяют кислород только при двухвалентном со-
стоянии атома железа гема. Растворимая гемсодер-
жащая гуанилатциклаза участвует в регуляции 
Са2 + -мобилизирующей системы [4 ]. Один из меха-
низмов регуляции этой системы обусловлен актива-
цией растворимой гуанилатциклазы в результате 
связывания окиси азота (NO) с железом. Повыше-
ние активности гуанилатциклазы приводит к увели-
чению содержания циклического ГМФ и активации 
через систему G-киназ Са2 + -насоса эндоплазмати-
ческого рстикулума. Известно, что переход раство- " 
римой гуанилатциклазы в гемодефицитное состоя-
ние приводит к тому, что активация этого фермента 
при участии NO и нитрососдинений не может осу-
ществляться. Кроме того, NO может взаимодейство-
вать лишь с восстановленным железом гема. Таким 
образом, для функционирования гемсодержащих 
протеинов: гемоглобина, миоглобина и растворимой 

гуанилатциклазы — определяющим фактором явля-
ется валентное состояние железа гема. Поэтому для 
поддержания окислительно-восстановительного по-
тенциала гема в ряде случаев необходимо использо-
вание экзогенных антиоксидантов. 

Другая сторона этой проблемы связана с гемоде-
фицитными состояниями организма, вследствие чего 
возникает необходимость введения железа. В част-
ности, в связи с большой распространенностью же-
лезодефицитной анемии с профилактической и ле-
чебной целью практикуется обогащение продуктов 
питания неорганическим железом [3 ]. Однако из-за 
низкой усвояемости неорганического железа (1— 
6%) [3] более целесообразно применять гемовое 
железо, усвояемость которого достигает 25—90% 
[5]. В то же время в желудочно-кишечном тракте 
всасывается только двухвалентное железо [5], а в 
ферригеме, получаемом из гемоглобина бычьей кро-
ви, оно находится в трехвалентном состоянии. Поэ-
тому изыскание путей восстановления ферригема с 
целью его использования при гемодефицитных со-
стояниях является актуальной задачей. 

Целью настоящей работы явилось изучение воз-
можности восстановления ферригема под действием 
некоторых антиоксидантов: дитионита натрия и ти-
осульфита натрия. Имеются работы по воздействию 
дитионита натрия на ферригем [1 ], однако соответ-
ствующих сведений относительно тиосульфита на-
трия не обнаружено. 

М е т о д и к а . В опытах использовали кристалли-
ческий препарат ферригема фирмы "Sigma", а так-
же гемин, выделенный из гемоглобина бычьей крови 
спиртовым методом [6 ], основанным на расщепле-
нии гемоглобина на гемин и глобин при рН 3,0 с 
последующим расщеплением гемоконцентрата и эк-
стракцией гемина щелочным спиртом. Изучение 
кинетики взаимодействия антиоксидантов с геми-
ном проводили следующим образом. Готовили рас-
творы гемина и антиоксидантов требуемых концен-
траций при мольных отношениях антиоксидант/ге-
мин 100, 200, 500, 1000 при рН 11,85. При мольном 
отношении, равном 1000, реакцию проводили также 
в присутствии 30% этилового спирта. К раствору 
гемина добавляли равный объем раствора антиокси-
данта, сосуд с реакционной смесью помещали в тер-
мостат с мешалкой при 20°С. Через различные интер-
валы времени в течение 60 мин брали пробы растворов 
и регистрировали спектры поглощения в видимой 
области на спектрофотометре "Specord UV vis". 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Изменения 
спектров поглощения гемина в присутствии тиосуль-

Рис. 1. Изменение спектров поглощения в присутствии тиосуль-
фита натрия при рН 11,85. 
Концентрация в кювете: гемин 1-10"4 M, тиосульфит натрия ОД M. 1 — контроль: 
гемин; 2 — гемин + тиосульфит натрия через 5 мин; 3 — гемин + тиосульфит 
натрия через 60 мин. 
По оси абсцисс — длина волны, им; по оси ординат — оптическая плотность, отн. ед. 
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Начальная скорость и глубина реакции действия антиоксидантов на гемин в зависимости от концентрации антиоксидантов при рН 11,85 

Условия Мольные отношения антиоксидант/гемин 
эксперимента 100 200 500 1000 

Тиосульфит натрия 

Дитионит натрия 

0,36 0,48 0,56 0,84 
26,5±10,0 

0,33 

32,0±9,3 

0,36 

38,2±10,2 

0,47 
29,0±9,2 29,4±8,0 

П р и м е ч а н и е . В числителе — начальная скорость реакции, отн. ед.; в знаменателе 
30,0±8,3 

глубина реакции, %. 

42,1 ± 8 , 9 
1,1 

42,4 ± 9 , 0 

фита натрия приведены на рис. 1. Как видно, при 
взаимодействии гемина с тиосульфитом натрия на-
блюдается падение интенсивности поглощения спек-
тра в области 350—500 нм, снижение пика при 630 
нм. Аналогичные изменения спектров поглощения 
гемина обнаружены при воздействии дитионита на-
трия. В присутствии этилового спирта, кроме отме-
ченных изменений, обнаружено также смещение 
полосы Соре в длинноволновую область спектра, что 
соответствует данным [1 ]. На основании регистра-
ции спектров поглощения гемина в присутствии 
антиоксидантов во времени были построены кине-
тические кривые изменения оптической плотности 
гемина при 400 нм. На рис. 2 приведена кинетиче-
ская кривая изменения оптической плотности геми-
на в присутствии тиосульфита натрия. С помощью 
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ад 
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OA 
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10 20 30 40 50 60 

Рис. 2. Кинетическая кривая изменения оптической плотности 
гемина в присутствии тиосульфита натрия при рН 11,85. 
Концентрация в кювете: гемин .1-Ю"4 М, тиосульфит натрия 0,01 M. 
По оси абсцисс — время реакции, мин; по оси ординат — оптическая плотность, 
отн. ед. 
этих кривых были рассчитаны начальная скорость и 
глубина реакции (степень восстановления ферриге-
ма). Значения начальной скорости реакции, рассчи-
танной как тангенс угла наклона кривых (в отн. ед.), 
и глубина реакции (в %) приведены в таблице. Как 
видно из представленных данных, начальная ско-
рость и глубина реакции возрастают с увеличением 
мольных отношений антиоксидант/гемин от 100 до 
1000. Наибольшая глубина реакции обнаружена для 
дитионита натрия (42,4%). Полученные результаты 
спектральных изменений гемина и кинетических 
параметров реакции воздействия дитионита натрия 
и сульфита натрия на гемин, очевидно, свидетель-
ствуют о восстановлении ферригема, поэтому на 
основании значений глубины реакции можно оце-
нивать степень восстановления ферригема. В при-
сутствии 30% этилового спирта при мольном отно-
шении антиоксидант/гемин, равном 1000, началь-
ная скорость реакции соответствует начальной ско-
рости реакции в отсутствие этанола для дитионита 
натрия и уменьшается для тиосульфита натрия. 
Глубина реакции при этом возрастает для обоих 
антиоксидантов и достигает значений 46—47%, что, 
видимо, можно объяснить восстановительными 
свойствами этилового спирта. 

Известно, что основным свойством гемов, в час-
тности протогема IX, является их способность под-
держивать окислительно-восстановительное состоя-
ние системы. Окислительно-восстановительный по-
тенциал гема, очевидно, будет изменяться в зависи-
мости от природы и пространственного расположе-
ния связей гем — белок в гемопротеинах: гемогло-
бине, миоглобине, растворимой гуанилатциклазе. 
Однако, исходя из данных по окислительно-восста-
новительным превращениям для гемоглобина и гема 
[21, можно полагать, что направленность процессов 
для ферригема и гемопротеинов будет аналогичной. 
В связи с этим полученные нами результаты, сви-
детельствующие о возможности восстановления 
ферригема тиосульфитом натрия и дитионитом на-
трия, позволяют предположить, что под действием 
этих антиоксидантов будет происходить также вос-
становление гемопротеинов. Поэтому дитионит на-
трия и сульфит натрия могут бдеть использованы не 
только для восстановления ферригема (гемина) с 
целью его последующего введения в организм при 
железодефицитных состояниях, но также и для не-
посредственного использования для поддержания 
окислительно-восстановительного состояния гемо-
протеинов (предотвращения окисления гемового же-
леза) . Для проверки нашего предположения необхо-
димо проведение дальнейших исследований по воз-
действию антиоксидантов и восстановленного фер-
ригема in vivo. 
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REDUCTION OF FERRIHEM USING SOME ANTIOXIDANTS 

L.Kh. Komissarova, V.P. Reutov, A.L. Komissarov 

Institute of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow 

Kinetic parameters of the hemine spectral alterations occurred in 
reactions with sodium thiosulfate and sodium dithionite were studied 
depending on the reagents content as well as on the ratio between the 
antioxidant initial concentration and hemine. Simultaneous analysis of 
the kinetic parameters enabled one to suggest that hemine was reduced 
in reactions with sodium thiosulfate and sodium dithionite. 
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Нитраты (NO3), нитриты (NO2) и окислы азота 
(N0 и NO2) относятся к наиболее широко распро-
страненным химическим соединениям [1, 2, 9, 12 ]. 
Вплоть до 80-х годов эти соединения азота рассмат-
ривали только как чужеродные вещества — ксено-
биотики, которые поступают в организм человека 
вместе с водой, пищей, воздухом и лекарственными 
препаратами [1, 2—5]. Однако в последнее десяти-
летие стало известно, что N0, активируя раствори-
мую гемсодержащую гуанилатциклазу и АДФ-рибо-
зилтрансферазу, участвует в регуляции внутрикле-
точной концентрации ионов Са + [11, 14, 17, 18, 20, 
23, 32, 33, 38 |. Один из механизмов регуляции связан 
с активацией синтеза N0, увеличением внутрикле-
точной концентрации цГМФ и активацией через сис-
тему G-киназ Са2 + -насосов эндоплазматического рс-
тикулума [14, 17, 18, 23 ]. Другим механизмом может 
быть регуляция высвобождения ионов Са2 + из пула 
этих ионов, нечувствительного к инозитол-1,4,5-три-
фосфату, но чувствительного к самим ионам Са2 * и 
циклической АДФ-рибозе [20, 23 ]. Активация АДФ-
рибозилтрансферазы при участии N0 может влиять 
на механизм высвобождения ионов Са2 + из этого 
второго пула, нечувствительного в инозитол-1,4,5-
трифосфату. И наконец, образование NO + , одного из 
промежуточных продуктов метаболизма N0, может, 
по мнению некоторых исследователей [27 ], влиять на 
проницаемость Са + -каналов благодаря образованию 
комплексов N0 * с сульфгидрильными группами бел-
ков, входящих в состав структурных компонентов 
Са2 + -каналов. 

Известно, что источником N 0 является гуаниди-
новый азот L-аргинина [32, 33, 35 ]. В присутствии 
кислорода (О2), супероксидных анион-радикалов 
(05), перекиси водорода (Н2О2) и ОН'-радикалов 
N 0 может окисляться в ионы NO2 и NO3: L-арги-
нин —* N 0 NO2 / NO3. (1)_ 
В свою очередь ионы N02 и NO3 могут вновь 
восстанавливаться в N 0 и, как указывалось в статье, 
посвященной циклу окиси азота, замыкать цепочку 
(1) в цикл. Таким образом, N0, а также ионы NO2 
и NO3 не только являются химическими соедине-
ниями среды обитания человека и животных, но и 
входят в состав внутренней среды млекопитаю-
щих. 

При воспалительных процессах, нарушениях де-
ятельности желудочно-кишечного тракта, наруше-
ниях кровообращения, ишемических и гипоксиче-
ских состояниях в организме человека и животных 
усиливаются процессы образования N 0 и продуктов 
ее метаболического превращения — ионов NO2 и 
NO3 [1, 2, 5, 8—12, 38 ]. Поэтому изучение действия 

ч 

N 0 и нитросоединений — одна из важнейших про-
блем современной биологии и медицины. 

Как известно, N 0 является одним из физиологи-
чески активных соединений, объединяемых общим 
названием "эндотелиальный фактор релаксации" 
(EDRF). Обладая способностью снижать внутрикле-
точную концентрацию ионов Са2 + в гладкомышеч-
ных клетках, N 0 вызывает вазодилатацию [32, 33, 
35, 38]. Противоположным (вазоконстрикторным) 
свойством обладает вазоактивный пептид — эндоте-
лии (Эт). Было высказано предположение, что Эт 
играет важную роль в регуляции регионального 
кровотока в гипоксических условиях [25 ]. Наиболь-
шая плотность клеток, содержащих мРНК Эт, лока-
лизуется в гипоталамусе, что свидетельствует о 
регуляторном значении Эт в мозговой ткани [26, 
29 ]. Эт принимает активное участие в механизмах 
повышения содержания внутриклеточного Са2 + , 
как за счет увеличения поступления внеклеточного 
Са * , так и за счет высвобождения ионов Са2 + ИЗ 
внутриклеточного депо [7, 19, 21, 30 ]. Известно, что 
Эт стимулирует высвобождение некоторых гормо-
нов, эйкозаноидов и эндотелийзависимого фактора 
расслабления [22, 34]. Таким образом, N 0 и Эт 
являются вазорегуляторами и нарушение их баланса 
в крови может играть важную роль в патогенезе 
сосудистых расстройств, приводящих к нарушению 
кровообращения и возникновению на этом фоне 
гипоксических состояний [15, 32, 33]. Настоящая 
работа является продолжением исследования меха-
низмов регуляторного, фармакологического и токси-
ческого действия ионов NO2 [1, 10, 12]. В основе 
этих механизмов, как указывалось ранее [10—12], 
лежит реакция восстановления ионов NO2 в N0, 
которая замыкает цепочку метаболического превра-
щения L-аргинина (/) в цикл окиси азота. Согласно 
нашей гипотезе, широкий спектр действия ионов 
NO2 на организм млекопитающих обусловлен не 
только свободнорадикальной природой продуктов 
метаболизма этих ионов, но и тем, что указанные 
выше соединения могут участвовать в регуляции 
систем внутри- и межклеточной сигнализации. По-
этому целью настоящей работы явилось изучение 
взаимосвязи между отдельными компонентами сис-
тем внутри- и межклеточной сигнализации при 
действии ионов NO2 на организм млекопитающих. 
Обнаружение такой взаимосвязи могло бы свиде-
тельствовать в пользу того, что ионы NO2 действи-
тельно участвуют в регуляции этих систем. 

М е т о д и к а . Работа выполнена на крысах-сам-
цах (110 беспородных крыс и 12 крыс линии Вис-
тар). Раствор нитрита натрия вводили внутрибрю-
шинно в объеме 0,5 мл в дозе 5 мг на 100 г массы 
тела. Кровь брали через 1 ч после введения нитрита 
натрия, когда уровень метгемоглобина для данной 
дозы нитрита достигал максимального значения: 
Содержание белка в сыворотке крови определяли по 
методу Лоури [28 ], альбумина — колориметриче-
ским методом с бромкрезоловым зеленым [6], ге-
моглобина и метгемоглобина — унифицированными 
методами [24], суммарного сС -аминоазота — по 
методу Рубинштейна и Прайса [37 ]. Белки и пеп-
тиды сыворотки крови разделяли методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
с ультрафиолетовым детектором при X. = 280 нм на 
приборе фирмы "Waters" (США) [36 ]. 

Кровь для определения содержания Эт и цГМФ 
брали из яремной вены, а для определения содержа-
ния гемоглобина, метгемоглобина, общего белка, 
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альбумина и хроматографического разделения бел-
ков — из хвостовой вены. Образцы крови собирали 
в пробирки, содержащие 7,5 мМ ЭДТА (для опре-
деления цГМФ) и дополнительно 100 kiU/мл 
контрикала (для опреледения Эт). Для получения 
плазмы кровь центрифугировали 10 мин при 2000 g 
и 4°С, хранили до начала анализа при -20°С. Экст-
ракцию и очистку Эт из подкисленной 0,25 мл 2 М 
НС1 плазмы осуществляли последовательным элюи-
рованием 5 мл 0,1% трифторуксусной кислоты 
(ТФК) и 2 мл 80% метанола с 0,1% ТФК на 
колонках Ашргер 500 mg С2 ("Amersham", Англия). 
Последнюю фракцию, содержащую Эт, высушивали 
в атмосфере азота и использовали для определения 
содержания Эт с помощью радиоиммунологических 
наборов фирмы "Amersham". Для определения содер-
жания цГМФ в плазме крови применяли этанольную 
экстракцию с последующим высушиванием под 
струей азота и спсктрофотометрическим определе-
нием приА= 492 нм с помощью иммунофсрментных 
наборов фирмы "Экрос". Концентрацию АКТГ в 
плазме определяли с помощью радиоиммунологиче-
ских наборов фирмы "СЕА SORIN" (Франция). Спек-
тры электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) 
крови измеряли на ЭПР-спектромстре отражательно-
го типа с двойной модуляцией магнитного поля [10]. 
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Рис. 1. Динамика содержания метгемоглобина в крови крыс при 
поступлении нитритов в дозе 5 мг на 100 г массы тела. 
По оси ординат — содержание метгемоглобина, % от общей концентрации 
гемоглобина; по оси абсцисс — время от момента введения NaN02, ч. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Динамика 
уровня метгемоглобина в крови крыс при введении 
нитрита в дозе 5 мг на 100 г массы тела представлена 
на рис. 1. Видно, что поступление ионов NO2 в кровь 
вызывает через 1 ч максимальное для данной дозы 
нитритов образование метгемоглобина. Поэтому и 
гипоксия в это время достигает своего максимально-
го значения. Спектры ЭПР НЬ—NO-комплексов и 
метгемоглобина, образующихся в крови спустя 1 ч 
после введения NaN02, представлены на рис. 2, а, 
б, а оптические спектры поглощения гемоглобина 
крови контрольных животных и животных через 1 ч 
после действия NaN02 — на рис. 2, в. На фоне 
максимального образования в эритроцитах метге-
моглобина и НЬ—NO-комплексов в сыворотке крови 
наблюдается снижение содержания общего белка на 
33% (/><0,001) и альбумина на 49% (/><0,001). В 
эритроцитах содержание гемоглобина снижалось на 
22% (рис. 3). Одновременно с уменьшением содер-
жания белков в сыворотке крови наблюдали повы-
шение на 57% уровня^аминоазота (/><0,001). 

Одной из причин наблюдаемых изменений могли 
явиться активация эндопептидаз и усиление де-
структивных изменений белков под действием сво-
боднорадикальных соединений NO и NO2, образую-
щихся при нитритной гипоксии [1, 8, 10|. Разделе-
ние белков и пептидов методом ВЭЖХ (рис. 4) 

500 бОО 
jhm\ 

700 

Рис. 2. Спектры ЭПР (а, б) и оптические спектры поглощения 
гемоглобина (в) после образования парамагнитных НЬ — NO-
комплексов и метгемоглобина в крови крыс при введении NaN02 
в дозе 5 мг на 100 г массы тела. 
а - спектры ЭПР метгемоглобина с g ~ 6,0, НЬ - NO-комплексов с g « 2,01 и 
гемихромов (отдельные компоненты их спектра отмечены стрелками); б — 
оптические спектры поглощения гемоглобина крови контрольных животных 
(пунктирная линия) и у животных СПУСТЯ 1 ч после введения NaN02 (сплошная 
линия); в - спектры ЭПР НЬ - NO-комплексов, образовавшихся в крови 5 
животных спустя 1 ч после введения NaN02- Условия регистрации: а - мощность 
СВЧ 10 мВт, амплитуда модуляции 5 Гс, усиление 5-10, частота модуляции 100 
кГц, постоянная времени - 0,032 с, микроволновая частота 9,3 ГГц, магнитное 
поле 2200 Гс, диапазон сканирования магнитного поля 4,0 кГс, температура 
регистрации 77°К; в - мощность СВЧ 2 мВт, диапазон сканирования магнитного 
поля 800 Гс, остальные параметры те же, что и на рис. 2, а. 
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Рис. 3. Содержание гемоглобина (7), общего белка (2), альбуми-
на (3) и^-аминоазота (4) в крови крыс через 1 ч после введения 
NaN02 в дозе 5 мг на 100 г массы тела. 
Светлые столбики — контроль; заштрихованные — опыт. Звездочка - р < 0,001. 
По оси ординат — содержание: 1, 2, 5 - в г/л, 4 - в мг/л. 
подтвердило результаты биохимических исследова-
ний, полученные с использованием метода спектро-
фотометрии. Наиболее заметное снижение содержа-
ния белков было отмечено для фракции с молеку-
лярной массой 60—70 кД (альбумин). Напротив, 
содержание пептидов с молекулярной массой 2— 
5 кД повышалось, при этом максимум увеличения 
отмечался для фракции с молекулярной массой 
2,5 кД. В состав этой фракции может входить доста-
точно большое количество физиологически актив-
ных пептидов. Содержание последних может изме-
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2,5 и Д 66 к Д 

Рис. 4. Хроматограмма белков и пептидов сыворотки крови 
контрольных крыс (п = 6, сплошная линия) и у крыс через 1 ч 
после введения NaN02 в дозе 5 мг на 100 г массы тела (п- 6, 
пунктир). 
Условия регистрации: Л- • 280 нм; скорость элюции 0,5 мл/мин. Коэффициент 
усиления сигнала в случаях а, б и в в 2 раза ниже, чем в случаях г, д и е. 

няться в ходе реализации компенсаторно-приспосо-
бительных механизмов при нитритной гипоксии. 
Одним из пептидов, содержание которого могло 
изменяться при нитритной гипоксии, является гипо-
физарный гормон АКТГ. Его молекулярная масса 
составляет ^ 4 , 5 кД. Известно, что основной ответ 
организма на стресс — высвобождение АКТГ из 
гипофиза. Существует предположение, что конт-
роль выделения АКТГ осуществляется семейством 
гипоталамических гормонов [13, 16]. Если действи-
тельно сами ионы N05 или продукты их метаболиз-
ма участвуют в регуляции нейрогуморальных взаи-
моотношений, тогда можно ожидать изменения со-
держания АКТГ в крови. Результаты исследования 
показали, что концентрация этого гормона в плазме 
крови через 1 ч после воздействия NaN02 повыша-
ется на 120% (/><0,01) (см. таблицу). Полученные 
нами данные согласуются с результатами исследо-
ваний, свидетельствующими о вовлечении гипота-
ламо-гипофизарно-адреналовой системы в ответ на 
поступление ионов NO2 в кровь [3, 4 ]. 

Вторым пептидом, содержание которого могло 
изменяться при нитритной гипоксии, является Эт. 
Его молекулярная масса равна 2,492 кД. Этот пеп-
тид, как указывалось выше, обладает вазоконстрик-

торным свойством и высвобождается при гипоксии 
и усилении синтеза NO в организме млекопитающих 
[7, 12, 15, 21, 25, 29]. В плазме крови крыс спустя 
1 ч после введения NaN02 в дозе 5 мг на 100 г массы 
тела выявлено повышение концентрации Эт-1,2 бо-
лее чем в 2 раза по сравнению с таковой у контроль-
ных животных (в опыте 42,34±7,76 пмоль/л, в 
контроле 20,10±1,84 пмоль/л; (р <0,01) . Опреде-
ление концентрации цГМФ в плазме крови одновре-
менно с содержанием Эт-1,2 показало ее повышение 
в 3 раза после введения NaN02 (42,8±12,9 нмоль/л 
в опыте и 14,0±2,77 нмоль/л в контроле; р<0,05). 
Такое изменение содержания цГМФ в плазме кро-
ви крыс могло явиться следствием активации 
окисью азота растворимой гемсодержащей гуани-
латциклазы в клетках тканей организма [11, 12, 
14 ]. В этот период регистрировали образование 
НЬ—NO-комплексов, спектры ЭПР которых пред-
ставлены на рис. 2, я, б. Содержание этих комп-
лексов составляло 10—15% от общего содержания 
НЬ и было равно ~ 2 1 0 М. Следовательно, при 
повышенном поступлении нитритов в организме 
идет интенсивное образование NO и НЬ—NO-ком-
плексов, что в свою очередь может приводить к 
увеличению синтеза Эт-1,2, выявленному в настоя-
щей работе. Недавно было показано, что стимуля-
цию синтеза Эт способен вызвать также и оксиге-
моглобин [31 ]. Последнее обстоятельство может 
быть обусловлено способностью лигандов гемогло-
бина — NO, О2, О? и СО взаимодействовать с 
гемсодержащими белками, в том числе и с раство-
римой гуанилатциклазой, и повышать уровень 
цГМФ. Повышение уровня цГМФ в свою очередь 
может по механизму отрицательной обратной связи 
увеличивать синтез Эт-1,2. Таким образом, можно 
полагать, что не только NO, но и другие активаторы 
растворимой гуанилатциклазы (например, О2, О2Т 
СО и др.) также будут способны повышать синтез 
Эт-1,2. Подтверждением этому, по-видимому, мо-
жет служить факт сосудосуживающего действия по-
вышенного поступления в организм кислорода, ко-
торый, как указывалось ранее [31 ], усиливает син-
тез Эт-1,2. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что нитритная гипоксия и изменение сосудистого 
тонуса по типу вазодилатации, отмеченные многими 
исследователями на фоне действия нитропрепара-
тов, сопровождаются активацией компенсаторных 
систем, одним из действующих элементов которых 
является пептид, обладающий вазоконстрикторным 
свойством — Эт-1,2. Известно, что при связывании 
с пептидергическими рецепторами Эт-1,2 активиру-
ет Са2 * -мобилизующую систему, а вместе с ней и 
синтез окиси азота, которая при взаимодействии с 
растворимой гемсодержащей гуанилатциклазой уве-
личивает ее активность и повышает уровень цГМФ 
[7, 11, 12, 15, 21]. 

Таким образом, выявленное повышение содержа-
ния веществ, оказывающих вазоконстрикторное 

Содержание АКТГ, Эт-1,2 и цГМФ в плазме крови крыс после введения нитрита натрия в дозе 5 мг на 100 г массы тела 

Показатель Контроль NaNOa 

Р 
Показатель 

п М ± ш п М ± ш (У 
Р 

АКТГ, пмоль/л 4 347,2±81,1 140,3 7 . 764,9±50,6 124,0 0,01 

Эт-1,2, пмоль/л 5 20,1 ±1 ,8 3,7 6 42,3 ± 7 , 8 17,4 -£0,01 

цГМФ, нмоль/л 5 14,0±5,5 2,8 6 42,8±12,9 25,9 -<0,05 
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действие (Эт-1,2), приводит к усилению синтеза 
соединений,, способных вызывать вазодилатацию 
(N0 и цГМФ), а усиление образования N0 при 
нитритной гипоксии активирует синтез Эт-1,2. Та-
кое сопряжение регуляторных систем по принципу 
реципрокной комплементарности, по-видимому, не-
обходимо для обеспечения организма эффективной 
регуляцией с участием механизмов отрицательной 
обратной связи. Наличие последних, как известно, 
лежит в основе поддержания гомеостаза живыми 
организмами и осуществляется, как правило, на 
основе мультипараметрического регулирования. 

Одним из элементов системы мультипараметри-
ческого регулирования, как указывалось ранее, яв-
ляется цикл окиси азота. Необходимость существо-
вания этого цикла определяется тем, что для таких 
активных соединений, какими являются нейтраль-
ные свободнорадикальные молекулы N0 и N02, нет 
и не может существовать регулируемых пулов (де-
по) , как это имеет место для ионов Са2 + . Эта 
особенность N0 и NO2 обусловлена их высокой 
проницаемостью через клеточные и субклеточные 
мембраны [1, 9]. В свою очередь высокая проница-
емость N0 и NO2 связана с физико-химическими 
свойствами этих молекул — малыми размерами и 
отсутствием заряда (электронейтральность моле-
кул). Каким же образом может решаться проблема 
регуляции содержания N0 и N02 в клетках? В ходе 
окислительно-восстановительных реакций N0 и 
NO2 могут менять валентность атома азота, перехо-
дя в менее активные соединения — ионы NO2 и NO3. 
При гипоксии, когда гемсодержащие белки перехо-
дят в дезоксиформу, ионы N02 могут вновь превра-
щаться в N0. Тот факт, что существует взаимосвязь 
между концентрацией ионов NO2, N0, цГМФ, 
АКТГ и Эт-1,2, свидетельствует о наличии в орга-
низме механизмов тонкой регуляции содержания 
этих физиологически активных веществ. Причаст-
ность ионов NO2 к внутри- и межклеточной сигна-
лизации обусловлена тем, что они являются депо-
нированной формой N0. Поэтому, если в клетках 
создаются условия, при которых гемсодержащие 
белки (цитохромоксидаза, цитохром Р-450, миогло-
бин и гемоглобин) переходят в дезоксиформу, ионы 
NO2, акцептируя электроны с этих белков, могут 
вновь превращаться в N0. Благодаря этому свойству 
молекула NO, несмотря на короткий период по-
лураспада, может диффундировать из клетки в 
клетку. Если же на этом пути N0 превратится в ион 
N02 или NO3, то благодаря наличию цикла окиси 
азота эти ионы могут вновь восстановиться в N0. 
Другими словами, цикл окиси азота обеспечивает 
ионам NO2 участие в регуляции систем внутри- и 
межклеточной сигнализации. 
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ARE NITRITE IONS REALLY INVOLVED IN REGULATION OF 
INTRA- AND INTERCELLULAR SYSTEMS? 

V. P. Reutov, E. G. Sorokina, V. G. Pinelis, T. S. Korshunova, 
A. A. Rodionov, L. Kh Komissarova, V. B. Koshelev, S. M. Strukova, 
[ZT P. Kayushin, | P. Brake 

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Institute of 
Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, Institute of 
Pediatrics, Institute of Neurology, Russian Academy of Medical 
Sciences, M.V.Lomonosov State University, Moscow, Anry Bofar 
Institute, Paris 

Effect of nitrite ions on content of proteins (hemoglobin, albumin 
and others), peptides (AKTH and endothelin-1,2) of total aC -
aminonitrogen and cGMP was studied in rat blood. The data obtained 
suggest that N01 may be involved in regulation of these physiologically 
active substances because NO2 are the deposited form of nitric oxide 
which may regulate the inter- and intracellular signal systems. 
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В организме млекопитающих окись азота выпол-
няет одну из ключевых функций, которая связана с 
регуляцией Са2 + -мобилизующей системы [12 ]. Не-
которые исследователи относят N 0 наряду с Са2 + , 
цАМФ, цГМФ, инозитол-1,4,5-трифосфатом, диа-
цилглицеролом, арахидоновой кислотой и Н* к 
вторичным мессенджерам [11, 13, 16]. Ранее нами 
было показано, что цепочка, ведущая к образова-
нию N0, нитритов и нитратов, в условиях гипоксии 
или снижения парциального давления кислорода 
может быть замкнута в цикл окиси азота (см. схему 
1). Эта возможность реализуется в организме мле-
копитающих благодаря способности нитритов вос-
станавливаться в N 0 при участии гемсодержащих 
белков [7, 10 ]. Вместе с тем в условиях нормальной 
или повышенной обеспеченности организма кисло-
родом ионы N02, образующиеся из N0, при взаи-
модействии с оксигемоглобином приводят к образо-
ванию супероксидных анион-радикалов, которые в 
свою очередь интенсифицируют процесс образова-
ния ионов NO2 и NO3 [6, 18 J. 

Окись азота и токсикология 

К проблеме воздействия N 0 на регуляцию мета-
болизма клеток тканей млекопитающих мы подо-
шли, изучая механизмы токсического действия нит-
ратов и нитритов [1, 7, 11]. Ранее было показано, 
что нитриты могут оказывать свое токсическое дей-
ствие практически на всех структурно-функцио-
нальных уровнях в организме млекопитающих [1, 
2, 7, 10]. Было также обнаружено, что в основе 
таких универсальных механизмов токсического дей-
ствия лежит реакция превращения ионов NO2 в N 0 
(см. схему 2). Именно это звено (NO2 N0) 

определяет многочисленные токсические свойства 
нитритов: способность ионов N02 окислять гемогло-
бин и образовывать НЬ—NO-комплексы; оказывать 
влияние на активность растворимой гуанилатцикла-
зы и уровень цГМФ, а также на внутриклеточную 
концентрацию ионов Са2 + . Через изменение Содер-
жания ионов Са2 + осуществляется регуляция мета-
болизма клеток многочисленными ферментными си-
стемами, а также вторичными мессенджерами [15]. 
Поскольку вторичные мессенджеры функционируют 
в системах с коэффициентом усиления сигнала 
106—108 [3, 4], роль этого звена в осуществлении 
механизмов токсического действия ионов NO2 труд-
но переоценить. 

Кроме того, было показано, что окись азота, 
окисляясь в присутствии кислорода до двуокиси 
азота (NO2), может взаимодействовать с белками 
(SH-группами цистина и цистеина и ОН-группами 
тирозиновых остатков), а также с ненасыщенными 
жирными кислотами, входящими в состав мембран 
клеток и субклеточных структур [7—9 ]. Свободно-
радикальные продукты — окись и двуокись азота — 
обладают способностью повреждать белки и ненасы-
щенные жирные кислоты; уменьшать активность 
большинства ферментных систем (исключение со-
ставляют растворимая гуанилатциклаза и АДФ-ри-
бозилтрансфераза); нарушать целостность клеточ-
ных и субклеточных мембранных структур; разоб-
щать окислительное фосфорилирование; ингибиро-
вать транспорт электронов по дыхательной цепи 
митохондрий; понижать уровень АТФ в крови и 
клетках тканей млекопитающих; окислять пигмент 
крови и участвовать в образовании R- и Т-конфор-
меров НЬ—NO-комплексов [1, 7, 10]. Кроме того, 
эти вещества обладают мутагенной и тератогенной 
активностью [2 ]. Таким образом, знание механиз-
мов восстановления нитритов в окись азота чрезвы-
чайно важно для понимания причин столь широкого 
спектра токсического действия этих веществ. Поми-
мо токсических свойств, на стадии превращения 
ионов NO2 в N 0 образуются канцерогенные N-нит-
розосоединения (см. схему 2). Умение управлять 
процессами превращения нитритов в окись азота 
может открыть исследователям способы уменьшения 
неблагоприятного воздействия нитратов и нитритов 
на организм человека и животных. 

Нитритредуктазная активность гемсодержащих 
белков и цикл окиси азота 

В связи с важной ролью звена NO2 - ^ N 0 в цепи 
превращений нитратов и нитритов (см. схему 2) 
нами были поставлены 3 основные задачи: 1) лока-
лизовать места восстановления ионов NO2 в N 0 в 
организме млекопитающих; 2) выяснить природу 
ферментов и низкомолекулярных органических ве-
ществ, способных выполнять нитритредуктазную 
функцию в организме млекопитающих; 3) исследо-
вать факторы, влияющие на активацию и ингиби-
рование процессов восстановления нитритов в N0. 

В ходе решения этих задач было показано, что 
гемоглобин крови в дсзоксиформе способен восста-
навливать нитриты в N0. Кислород может высту-
пать в качестве ингибитора нитритредуктазной ак-
тивности пигмента крови [7, 10]. В дальнейшем 
было выяснено, что такую же нитритредуктазную 
функцию может выполнять миоглобин, находящий-
ся в дезоксиформе. Восстановление нитритов в N 0 
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Цикл окиси азота в организме млекопитающих, 
у млекопитающих может осуществляться в мито-
хондриях [2, 7 ] и микросомах [19 ]. В митохондриях 
нитритредуктазную функцию выполняет цитохро-
моксидаза [2, 7 ], а в микросомах — цитохром Р-450 
[19]. Таким образом, гемсодержащие белки — ге-
моглобин, миоглобин, цитохромоксидаза и цитох-
ром Р-450, взаимодействуя с кислородом,- могут 

восстанавливать нитриты в N0 и, тем самым, замы-
кать цепочку превращений L-аргинин N0 -> 
NO2/NO3 в единый цикл окиси азота (см. схему 2). 
В связи с тем что восстанавливать ионы NO2 в N0 
могут лишь восстановленные формы гемсодержащих 
белков, нельзя не учитывать роль ферментных и 
неферментных систем, принимающих участие в пе-
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УСЛОВИЯ 

ГИПОКСИЯ, 
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NO: 

Нцтритредунтаоное звено 

+2е NOl 

Схема основных продуктов метаболизма нитратов и нитритов. 

реносе электронов на эти гемсодержащие белки. В 
первую очередь к ним нужно отнести метгемоглобин 
и метмиоглобинредуктазы, а также электронно-
транспортные цепи митохондрий и эндоплазматиче-
ского ретикулума. Среди низкомолекулярных сис-
тем следует отметить роль аскорбиновой кислоты и 
восстановленного глутатиона [2, 7 ]. 

В чем состоит биологический смысл наличия у 
гемсодержащих белков нитритредуктазной способ-
ности? Многие биологически важные функции в 
живых системах сопряжены между собой. Примера-
ми служат сократительная и АТФазная активность 
миозина, процессы окисления и фосфорилирования 
у митохондрий. Широко известна Способность эн-
доплазматического ретикулума и митохондрий уча-
ствовать в регуляции внутриклеточного Са2 + , ко-
торый, как известно, играет важную роль в осуще-
ствлении процессов внутриклеточной сигнализации 
[3, 4, 11, 13, 16]. Значительно менее известно о 
способности вышеупомянутых клеточных структур 
восстанавливать ионы N02 в N0. Анализ собствен-
ных исследований и данных литературы позволил 
выдвинуть гипотезу о том, что биологический смысл 
сопряженности Са2 +-мобилизующей и нитритре-
дуктазной активности у митохондрий и эндоплазма-
тического ретикулума заключается в более эффек-
тивном использовании N0 и продуктов метаболиче-
ского превращения — ионов NO2 и NO3 — в 
регуляции концентрации внутриклеточного Са2 + . 
Эта способность субклеточных структур может 
иметь особое значение при развитии многих пато-
логических процессов, протекающих на фоне ише-
мии и гипоксии клеток тканей человека и животных. 

Известно, что при гипоксии усиливается синтез 
N0, а также нитритов и нитратов. Вместе с тем 
повышается активность ферментов, участвующих в 
восстановлении нитратов и нитритов в N0 [5, 6 ], и 
снижается содержание L-аргинина в сыворотке кро-
ви [24 ]. Имеющиеся данные позволяют предпола-
гать, что механизмы адаптации к гипоксии и разви-
тие резистентности животных к пониженному содер-
жанию кислорода в организме млекопитающих мо-
гут включать системы, связанные с нитритредуктаз-
ной активностью гемсодержащих белков и с усилен-
ной утилизацией L-аргинина. 

Множественность форм существования эндотели-
ального фактора (EDRF) 

Вопрос о химической природе EDRF широко 
обсуждается в литературе [22, 23, 25]. Короткий 
период полураспада N0 (4—6 с) и вместе с тем 
важная роль этого соединения в регуляции активно-
сти растворимой гемсодержащей гуанилатциклазы и 
АДФ-рибозилтрансферазы [20] обращают внима-
ние исследователей на возможность существования 
других, более долго живущих форм EDRF, которые 

бы могли не только участвовать в регуляции внутри-
клеточных процессов, но и распространять свое влия-
ние на межклеточные и межорганные взаимодействия. 
В литературе последних лет N0 рассматривается как 
возможный нейротрансмиттер, участвующий в осуще-
ствлении взаимосвязи между постсинаптическим и 
пресинаптическим нейроном [21 ]. 

Полученные нами данные позволяют по-новому 
взглянуть на проблему, связанную с химической 
природой EDRF, вызывающего релаксацию гладко-
мышечных элементов сосудов. В настоящее время 
существуют по крайней мере две гипотезы о хими-
ческой природе EDRF: 1) EDRF как окись азота 
[23 ]; 2) EDRF — динитрозильные комплексы желе-
за [25]. Вместе с тем известно, что ионы NO2 
постоянно присутствуют во всех биологических 
жидкостях и клетках тканей млекопитающих. Кон-
центрация ионов NO2 может достигать 10"6М, а 
ионов NO3 — 10"5М и выше. На основании анализа 
данных собственных исследований и данных лите-
ратуры мы пришли к выводу о том, что окись азота 
и продукты ее метаболического превращения — 
ионы NO2 и NO3 — в результате окислительно-вос-
становительных превращений могут взаимно пере-
ходить друг в друга, образуя короткоживущую и 
высокоактивную форму EDRF — N0 и формы с 
более длительным периодом существования — нит-
розотиолы, динитрозильные комплексы железа, 
ионы NO2 и NO3. Не отрицая возможности сущест-
вования EDRF в указанных выше двух формах, мы 
предложили новую, более длительно живущую фор-
му EDRF — ионы NO2, которые, как известно, 
также могут активировать растворимую гемсодер-
жащую гуанилатциклазу и повышать уровень 
цГМФ. Не исключено, что эта способность нитритов 
активировать гуанилатциклазу также связана с вос-
становлением ионов NO2 самой гуанилатциклазой 
или другими гемсодержащими белками. 

В условиях гипоксии активируются Мо-содержа-
щие ферменты (ксантиноксидаза/ксантиндегидроге-
наза), которые могут выступать в качестве нитратре-
дуктаз [17 ]. В связи с этим можно ожидать активацию 
процесса восстановления нитратов при гипоксии и 
усиление продукции N0 не только из ионов NO2 
гемсодержащими белками, но и из ионов NO3. Таким 
образом, имеющиеся в настоящее время данные по-
зволяют высказать гипотезу о множественности форм 
существования EDRF, одними из которых могут быть: 
N0, нитрозотиолы, динитрозильные комплексы желе-
за, ионы NO2 и, возможно, ионы NO3. 

Физиологическое значение нитритредуктазной и 
NO-связывающей способности у гемоглобина 

При изучении действия ионов N05 на организм 
млекопитающих было показано, что при восстанов-
лении этих ионов в N0 образуются более стабиль-
ные R-конформеры НЬ—NO-комплексов и менее 
стабильные Т-конформеры НЬ—NO-комплексов [1, 
2, 7, 10]. Соотношение между этими формами за-
висит от степени оксигенации крови, содержания 
ионов NO2, тяжести гипоксического состояния, на-
личия или отсутствия некоторых физиологически 
активных соединений (например, аскорбиновой кис-
лоты) и некоторых других факторов. Показано так-
же, что поступление ионов N05 в кровь может 
приводить к образованию комплексов N0 с гемовым 
и негемовым железом практически во всех клетках 
тканей животных. На основании наших данных 
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высказана гипотеза, что сопряженность кислород-
транспортной, а также нитритредуктазной и N0-
связывающей способности у пигмента крови может 
иметь физиологическое значение, особенно при ги-
поксических состояниях, для осуществления транс-
порта N0 на большие расстояния в виде R-конфор-
меров НЬ—NO-комплексов с последующим перехо-
дом R-конформеров в Т-конформеры и высвобожде-
нием N0. В связи с этим нельзя исключить возмож-
ности переноса N0 в головной мозг и другие ткани, 
а также участия этого соединения в регуляции 
Са2 + -мобилизующей системы в форме N0 или 
ионов N02. В клетках различных тканей млекопи-
тающих ионы N02 могут вновь восстанавливаться в 
N0 в митохондриях и в эндоплазматическом рети-
кулуме. Доказательство участия цитохромоксидазы 
митохондрий в восстановлении ионов N02 в N0 
привело нас к необходимости обратить внимание на 
эндосимбиотическую гипотезу о происхождении ми-
тохондрий и о нитратном дыхании как предшествен-
нике кислородного дыхания [7 ]. 

Таким образом, биологическое значение нитрит-
редуктазной и NO-связывающей способности пиг-
мента крови может заключаться в транспорте N0 в 
клетки тканей, которые находятся в условиях ише-
мии и гипоксии. Известно, что именно в этих усло-
виях в клетках мозга резко повышается уровень 
глутамата, который, взаимодействуя с NMDA-pe-
цепторами, приводит к усилению входа Са2 * внутрь 
клетки, активации системы фосфоинозитидного 
цикла и мобилизации ионов Са2 из депо. В клетках 
ишемизированных тканей возникает острая потреб-
ность в активации систем защиты от избытка ионов 
Са2 + . Окись азота, активируя растворимую гемсо-
держащую гуанилатциклазу, повышает уровень 
цГМФ, который в присутствии инозитолмонофосфа-
та и фосфорилированного белка фосфоламбана в 
свою очередь повышает активность Са2 + -АТФаз, 
осуществляющих транспорт ионов Са2 + внутрь эн-
доплазматического рстикулума. 

Сопряженность кислородаккумулирующей и нит-
ритредуктазной способности у миоглобина 

Интересно также отметить, что миоглобин, обла-
дающий способностью восстанавливать ионы NO2 в 
N0, локализуется в мышечных клетках в непосредст-
венной близости от Са2 + -зависимых систем актин-
миозиновых комплексов. Таким образом, биологиче-
ский смысл сопряженности кислородзапасающей и 
нитритредуктазной способности миоглобина может 
заключаться в обеспечении энергетических систем 
кислородом, а систем аккумуляции ионов Са2+ — 
окисью азота. Последняя через активацию раствори-
мой гуанилатциклазы повышает уровень цГМФ и, тем 
самым, влияет на внутриклеточную концентрацию 
ионов Са2 + . В связи с этим можно предположить, что 
ионы N05 наряду с ионами натрия, калия, кальция, 
водорода и хлора выполняют в организме млекопита-
ющих важную регуляторную роль. 

Итак, на уровне макромолекул (белков) нитритре-
дуктазная активность оказалась сопряженной с кис-
лородтранспортной и кислородаккумулирующей фун-
кциями гемоглобина и миоглобина соответственно, 

Заключение 
Механизм восстановления ионов NO2 в N0 на-

чинает активно действовать в тех условиях, когда 

гемсодержащие белки переходят в дезоксиформу и 
приобретают способность восстанавливать нитриты 
в N0. Таким образом, L-аргинин в условиях гипо-
ксии или снижения парциального давления кисло-
рода перестает быть единственным источником N0. 
В этих условиях начинают использоваться также и 
метаболические продукты — ионы NO2 и NO3. 

Преимущества, которые получает клетка в ре-
зультате работы цикла окиси азота, заключаются в 
следующем. Во-первых, ионы NO2 могут выполнять 
роль альтернативных акцепторов электронов в ус-
ловиях дефицита кислорода. Во-вторых, клетка по-
лучает возможность использовать продукты метабо-
лизма — ионы NO2 для образования NO-антикаль-
циевого агента. В-третьих, цГМФ в тканях может 
играть роль эффектора отрицательной обратной свя-
зи, а увеличение его содержания может ингибиро-
вать интенсивность окислительно-восстановитель-
ных реакций и снижать потребность тканей в кис-
лороде [5]. И наконец, в-четвертых, активация 
молибденсодержащих ферментов (ксантиноксида-
за/ксантиндегидрогеназа) при гипоксии также 
обеспечивает возможность восстановления ионов 
NO3 в N05» Кроме того, следует отметить, что цикл 
окиси азота позволяет внести дополнительные дина-
мические компоненты в систему внутриклеточной 
сигнализации. Действительно, ранее осцилляцию 
ионов Са2 + рассматривали как зависящий от вре-
мени процесс. Ясно также было и то, что от обеспе-
ченности клеток энергией зависит работа системы 
внутриклеточной сигнализации. Однако было неяс-
но, как функциональная нагрузка или изменение 
обеспечения организма кислородом влияет на синтез 
окиси азота. Обнаружение циклического превраще-
ния промежуточных продуктов цикла окиси азота 
(L-аргинина, N0, нитритов и нитратов) и зависимо-
сти между нитритредуктазной активностью и сте-
пенью обеспеченности клеток кислородом позволило 
понять, как системы внутриклеточной сигнализации 
могут быть связаны с функциональной нагрузкой. 
Предложенный нами механизм активации синтеза 
N0 в условиях снижения парциального давления 
кислорода в крови и тканях при функциональной 
нагрузке расширяет представления физиологов о ме-
ханизме функциональной гиперемии органов, сопро-
вождающейся расширением сосудов. Как известно, 
функциональную гиперемию в последнее время фи-
зиологи объясняли усилением синтеза N0 эндотели-
альными клетками вследствие сдвигового напряжения 
на эндотелий, вызванного усилением кровотока [14]. 

Таким образом, цикл окиси азота можно рас-
сматривать как компенсаторный механизм, который 
обеспечивает клеткам различных тканей организма 
меньшую зависимость от нагрузки в условиях дефи-
цита кислорода и энергии. 

Работа выполнена при поддержке Фонда фунда-
ментальных исследований, грант 94-04-11950. 
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A nitric oxide cycle is proposed, which explains numerous 
experimental data demonstrating that under hypoxic conditions 
synthesis of NO was elevated. Two pathways appear to be fundamental 
for activation of NO formation: 1) activation of L-arginine utilization 
as its content was decreased in blood; 2) transfer of hcme-containing 
proteins hemoglobin, myoglobin, cytochrome oxidase and cytochrome 
P-450 into their deoxy-form, where these proteins are able to reduce 
NO2 into NO. This suggests that the nitric oxide cycle may be 
considered as a compensatory mechanism which allowed the various 
cells to acquire reduced dependence on overloading under conditions 
of oxygen and energy deficiency. 
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ИЗМЕНЕНИЯ АТФАЗНОЙ АКТИВНОСТИ ТКА-
НИ И МИТОХОНДРИЙ НЕКОТОРЫХ СТЕРО-
ИДПРОДУЦИРУЮЩИХ ОРГАНОВ КРЫС ПРИ 
АУТОЛИЗЕ 
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Данные литературы об изменениях АТФаз тка-
ней, органов, их ультраструктур при аутолизе 
отличаются чрезвычайным разнообразием, что 
связано как с биохимическими различиями изуча-
емых объектов, так и с условиями и методикой 
проведения эксперимента, предшествующим со-
стоянием организма и многими другими фактора-
ми. В связи с этим интерпретация данных, пол-
учаемых при исследовании аутолитических изме-
нений АТФазной активности, весьма затрудни-
тельна [6]. Как отмечается в ряде исследований 
[5—7], энергетические процессы при аутолизе 
резко ингибируются, что обычно связывают с де-
градацией ультраструктур и угнетением активно-
сти ферментных систем, генерирующих АТФ и 
другие макроэргические соединения. Характер та-
ких изменений имеет определенную органную спе-
цифичность. Наиболее быстро падает активность 
митохондриальных АТФаз в ишемизированном ми-
окарде, почках, медленнее изменяется активность 

фермента в мозге, в котором через 32 ч после смерти 
сохраняется около 50% активности фермента. 

Исследований активности фермента в аутолизи-
рующихся стсроидпродуцирующих органах и их 
ультраструктурах (митохондриях) не проводилось. 
В связи с этим целью настоящей работы явилось 
изучение динамики активности Mg-зависимой АТ-
Фазы в аутолизирующихся тканях, гомогенатах и 
митохондриях надпочечных и семенных желез крыс. 
Такие варианты постановки эксперимента имели 
целью выяснение роли структурной организации в 
аутолитических изменениях АТФазной активности. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на крысах-сам-
цах линии Вистар. Надпочечные и семенные железы 
удаляли после декапитации животных. С целью 
выяснения характера влияния клеточной организа-
ции на изменения активности АТФазы в процессе 
посмертного аутолиза эксперименты ставили в трех 
вариантах: в тканях, гомогенатах, митохондриях. 

Навески выделенных тканей и органов помещали 
на часовые стекла в стерильные чашки Петри, на 
дно которых наливали по 0,5 мл Н2О (стерилизо-
ванная); 10% гомогенат семенников и 2 % гомогенат 
надпочечников готовили на 0,25 М раствора сахаро-
зы, содержащем 1 мМ трис-HCl рН 7,4; фракцию 
изолированных митохондрий получали с помощью 
дифференциального центрифугирования постядер-
ных супернатантов, после чего суспендировали в 2 
мл среды выделения (0,25 М раствор сахарозы, 
содержащий 1 мМ трис-HCl рН 7,4). 

Изучение активности Mg-зависимой АТФазы 
тканей, гомогенатов и митохондрий в ходе посмер-
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Изменения АТФазной активности в аутолизирующихся органах, гомогенаггах и митохондриях семенных желез и надпочечников крыс 
при аутолизе (мкМ Рн/белка/мин; п = 5) 

Время аутолиза, ч 
Семенники Надпочечники 

Время аутолиза, ч 
ткань гомогенат митохондрии ткань гомогенат митохондрии 

О 6,5 ± 0 , 2 9 6,5 ± 0 , 2 6 

4 1,7 ± 0 , 1 2 1,4 ± 0 , 1 6 

% от контроля 26 22 

р <0,05 <0,05 

24 0 0 

% от контроля 
р 

тного аутолиза проводили сразу после умерщвления 
животного, получения гомогенатов или митохонд-
рий, а также через 4 и 24 ч инкубации объектов 
исследования при температуре 24°С. Активность 
фермента определяли модифицированным методом 
с использованием малахитового зеленого Б [4 ]. 

Результаты экспериментов обрабатывали стати-
стически. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Исследованы 
перестройки активности АТФазы надпочечников, 
семенников в ходе аутолиза в целых органах, их 
гомогенатах (рН 7,4) и митохондриальных препара-
тах. Цель такой постановки эксперимента — выяс-
нить роль структурной организации в аутентиче-
ских изменениях АТФазной активности органов, 
гомогенатов и митохондрий. Полученные результа-
ты представлены в таблице. 

Как следует из приведенных данных, исходный 
уровень активности Mg-зависимой АТФазы в ткани 
семенников и их гомогенатах был одинаков, но при-
мерно в 2 раза ниже активности фермента в митохон-
дриальных препаратах. В процессе аутолиза уже к 
4-му часу АТФазная активность резко снижалась во 
всех препаратах практически в одинаковой степени, 
составляя всего 22—26% исходной величины. 

Через 24 ч активность фермента не определялась 
ни в ткани, ни в гомогенате, ни в митохондриях. 
Можно считать, что характер аутолитических изме-
нений АТФазы органа, гомогената и митохондрий 
семенных желез одинаков и не зависит от структур-
ного фактора. Резкое угнетение активности фермента 
в первые 4 ч, очевидно, связано с деградацией АТФаз-
ного комплекса митохондриальных и других структур, 
протекающей, видимо, по единому механизму. 

В надпочечных железах активность АТФазы вы-
ше, чем в семенных железах, в 2,5—3 раза, что, 
вероятно, связано с органной специфичностью и 
наличием определенных гормональных факторов 
(минерал- и глюкокортикоидов, катехоламинов), 
как известно, активирующих фермент [8 ]. 

В процессе аутолиза надпочечников (органный 
уровень) активность фермента резко снижается и 
уже к 4-му часу составляет лишь 30% исходной 
величины, к концу суток активность фермента не 
определяется. В гомогенатах и митохондриальных 
препаратах надпочечников фермент проявлял боль-
шую стабильность. Это может быть связано со ста-
билизирующим действием некоторых гормональных 
факторов на мембранные структуры, в том числе и 
на митохондриальные. В процессе дальнейшей ин-
кубации активность фермента продолжала снижать-
ся, но полностью не инактивировалась. 

Таким образом, выявлены неоднотипные измене-
ния (при общей однонаправленности процесса) ак-
тивности одного из важнейших ферментов фосфор-

11,3 ± 0 , 6 4 

2,8 ± 0 , 2 6 

25 

< 0,05 

0 

15 ,5±0 ,9 

4 , 6 ± 0 , 2 

30 

< 0,05 

0 

15 ,6±0 ,9 

8 , 4 ± 0 , 7 

54 

<С 0,05 

1,4 ±0 ,17 

9,0 

^ 0,05 

32,2 ± 2 , 4 

10,1 ± 0 , 9 

31 

-С 0,05 

4,0 ± 0 , 1 3 

12,0 

0,05 

но-энергетического обмена — Mg-зависимой АТФа-
зы — в ходе посмертного аутолиза стероидпродуци-
рующих органов. В процессе аутолитической дегра-
дации ткани семенников и надпочечников, а также 
гомогената и препарата митохондрий семенных же-
лез в первые 4 ч активность фермента снижалась 
примерно в одинаковых пределах. В гомогенате и 
митохондриях надпочечников ингибированис АТ-
Фазы было менее резким. Это может указывать на 
большую стабильность фермента в них. Можно 
предположить, что дезинтеграция органа (гомогени-
зация) для АТФаз аутолизирующихся ткани и био-
структур надпочечников не является фактором, спо-
собствующим понижению ее активности, поскольку 
на тканевом уровне ингибирование фермента в про-
цессе аутолиза было более выраженным, чем в 
гомогенате. Для семенников, где составляющие их 
ткань клетки более разобщены, структурный фак-
тор, по-видимому, вообще не имеет существенного 
значения для последующих изменений активности 
фермента. В ходе дальнейшего аутолиза (к 24-му 
часу инкубации) в аутолизирующихся тканях, го-
могенате, митохондриях семенников, ткани надпо-
чечников активность фермента уже не выявлялась, 
тогда как в гомогенате и особенно митохондриях 
надпочечников некоторая активность сохранялась 
(причем в митохондриях она была выше, чем в 
гомогенате). Причин этому может быть много. Од-
ной из них, на наш взгляд, является особенность 
липидного состава этих биоструктур. В составе тка-
ни, гомогената и митохондрий надпочечников выяв-
ляются значительные количества эфиров холестери-
на, а в митохондриях — кислых фосфолипидов 
(фосфатидных кислот, полиглицерофосфатидов, 
фосфатидилсеринов) [2, 3]. С другой стороны, мно-
гочисленными исследованиями установлено, что 
различные АТФазы являются липидзависимыми 
ферментами и нуждаются, хотя и не абсолютно, для 
проявления своей активности в наличии отрица-
тельно заряженных молекул фосфолипидов (фосфа-
тидилсеринов, фосфатидных кислот, фосфатидили-
нозитидов), представляющих собой потенциальные 
реактиваторы фермента [1, 9]. 

Исходя из этого, можно заключить, что в ста-
бильности АТФазы ткани, гомогената и митохонд-
рий надпочечников немаловажное значение имеют 
липидный состав и их перестройки в ходе посмерт-
ного аутолиза, наличие соответствующих гормонов, 
вследствие чего данный фермент в надпочечниках 
более защищен от действия ингибиторов и протеаз, 
нежели в семенных железах. 

В целом можно считать, что при аутолизе общая 
направленность процесса — снижение активности 
АТФазы — остается однотипной как в семенниках, 
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так и надпочечниках. Появление лизофосфолипи-
дов, накопление свободных жирных кислот, нару-
шение структуры органов, их мембранных образо-
ваний, имеющее место при аутолизе [2 ], ингибиру-
ют активность фермента. Вместе с тем сохранение 
достаточно высоких количеств кислых фосфолипи-
дов в ряде биоструктур (митохондрий надпочечни-
ков и др.), наличие неповрежденных путей биотран-
сформации некоторых фосфолипидов (фосфатидил-
серины, фосфатидилэтаноламины) могут обеспечи-
вать, возможно и не в полной мере, необходимое для 
проявления АТФазной активности липидное окру-
жение. В тех случаях, когда альтерация биоструктур 
и их молекулярных компонентов является необра-
тимой, наблюдается и необратимое угнетение мно-
гих мембранно-связанных ферментов, в том числе и 
АТФазы. 
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CHANGES IN THE ATPASE ACTIVITY OF TISSUES AND 
MITOCHONDRIA OF SOME RAT STEROID-PRODUCING 
ORGANS DURING AUTOLYSIS 

G. A. Gribanov, A. N. Pankrushina,\I. V. Fedorovsky \ 

Faculty of Biochemistry and Biotechnology, State Universiity, Tver 

The activity of Mg2+-ATPase was studied in the tissues, 
homogenates, specimens of rat spermatic and adrenal glands during 
postmortem autolysis. The initial enzymatic activity was 2-fold higher 
in adrenal tissue, homogenate and mitochondria than in spermatic 
ones. As autolysis proceeded in the tissue and homogenate of the 
adrenal and spermatic glands, and spermatic mitochondria, the 
ATPase activity was drastically decreased, by disappearing completely 
at hour 24 of autolysis. At the same time, the enzyme from adrenal 
mitochondria exhibited a higher stability. Of great importance for this 
can be rearrangements in the phospholipid profile of the corresponding 
membranous structures, as well as hormonal factors. 
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ПОЧЕЧНЫЕ ПРОСТАНОИДЫ ПРИ ЭКСПЕРИ-
МЕНТАЛЬНОМ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ 

НИИ педиатрии РАМН, Москва 

Как известно, одним из наиболее частых и тяже-
лых осложнений сахарного диабета является диабе-
тическая нефропатия. Высокая биологическая ак-

тивность простаноидов (ПН) и их сильное влияние 
на функции почек [2, 7, 11] ставят вопрос о воз-
можном участии ПН в развитии данной патологии. 

Имеющиеся в литературе сведения о состоянии 
почечных ПН при этом заболевании немногочислен-
ны и противоречивы [4, 13, 16, 17 ]. Это обстоятель-
ство побудило нас провести исследование, основная 
цель которого изучить роль ПН почек в развитии 
диабетической нефропатии у крыс с эксперимен-
тальным сахарным диабетом. 

М е т о д и к а . В работе использованы крысы-
самцы линии Вистар—Киото (WKY). Сахарный ди-
абет вызывали в 8-недельном возрасте животных 
однократным внутрибрюшинным введением раство-
ра стрептозотоцина, приготовленного ex tempore из 
расчета 60 мг на 1 кг массы в 0,5 мл цитратного 
буфера рН 4,2 [18 ]. Контрольные животные получа-
ли внутрибрюшинную инъекцию цитратного буфера 
в том же объеме. 

В течение 6 нед у опытных и контрольных живо-
тных измеряли массу тела, артериальное давление 
(АД), содержание глюкозы в крови. В группу крыс 
с развивающимся сахарным диабетом включены жи-
вотные, у которых уровень глюкозы в крови (опре-
деляемый ортотолуидиновым методом) через 1 нед 
после введения стрептозотоцина был равен или пре-
вышал 250 мг /дл [5 ]. 

Накануне забоя животных с диабетом и конт-
рольных помещали в обменные клетки для регист-
рации объема выпитой и выделенной за сутки жид-
кости и суточной экскреции электролитов. В свеже-
собранной порции мочи с помощью индикаторной 
бумаги "Meditest" (США) определяли рН мочи, 
концентрацию в ней глюкозы, наличие белка, кето-
новых тел, азота. Указанные параметры на момент 
забоя представлены в таблице. 

Показатели функций почек у крыс с экспериментальным сахар-
ным диабетом (М + т) 

Показатель 
Крысы линии WKY 

контроль (п • 16) опыт (п - 6 ) 

Количество выпитой 
жидкости, мл 9,64±1,25 19,86±3,88* 

Диурез, мл 8,54±1,05 24,4±5,0* 

Глюкоза крови, мг/дл 100,5 ±6 ,1 320,8 ±36,2* 

Глюкоза мочи, мг/дл Нет 550,0±42,8* 

Белок мочи, мг/сут 17,62±1,8* 

Азот мочи и 62,5% случаев 

Кетоновые тела в моче 
44 50% случаев 

рН мочи 7,21 ±0 ,16 6,43 ±0,14* 

Масса тела, г 252,8 ± 5 , 0 213,0 ±10,1* 

Масса почки, мг на 100 г 711,5 ±118,0 969,8 ±11,4* 
массы тела 

Экскреция натрия 0,402 ±0,07 0,135 ±0,02* 
* р<* 0,05 по сравнению с контролем. 

О состоянии системы ПН почек судили по уровню 
экскреции простагландина — ПГЕ, ПГ¥гсС, тром-
боксана В2 (ТхВ2) — стабильного метаболита ТхА2 
и б-кето-nrFi^ - стабильного метаболита проста-
циклина (ПП2); эндогенному биосинтезу ПГЕ и 
ПГРг^ микросбмальной фракцией медуллярного 
слоя почек; катаболизму экзогенных 3Н-ПГЕ2 и 

корковым и мозговым веществом почек. 
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Животных забивали под легким эфирным нарко-
зом, быстро извлекали почки и отделяли корковый 
слой от медуллярного. Кору и медуллу раздельно 
гомогенизировали в 10 мл 0,05 М ледяного калий-
но-фосфатного буфера рН 7,5. Микросомальную 
фракцию выделяли дробным центрифугированием 
гомогенатов при 9000 g 15 мин и 210 000 g 30 мин 
на центрифуге L8-M "Bekman" (США) при 4°С. 

Высокосортный супернатант использовали в 
дальнейшем как источник ферментов, катаболизи-
рующих 3Н-ПГЕ2 И 3П1Т2/. 

Осадок, содержащий медуллярную микросомаль-
ную фракцию, ресуспендировали в 1,2 мл охлаж-
денного буфера Кребса — Хензеляйта рН 7,5 и 
делили пробу на 3 части: в 0,2 мл определяли белок 
по Лоури, аликвоты по 0,5 мл использовали для 
изучения эндогенного биосинтеза ПГ. 

К одной аликвоте (0,5 мл) добавляли индомета-
цин GO"6 М) [14] для подавления спонтанного 
биосинтеза ПГ и, не инкубируя, тотчас доводили рН 
до 3,5 2 н. муравьиной кислоты; эта проба считалась 
нулевой, отражающей базальное содержание ПН, 
образованных в процессе обработки ткани. 

Вторую аликвоту (0,5 мл) инкубировали при 
37°С в течение 30 мин в атмосфере 4% карбогена. 
Реакцию останавливали снижением рН пробы до 3,5 
— 4,0 муравьиной кислотой. 

Количественное определение синтезированных 
медуллой, а также экскретируемых с мочой ПН 
проводили радиоиммунным методом с помощью на-
боров фирмы "Clinical Assay" (США) и Института 
изотопов (Венгрия) после предварительной органи-
ческой экстракции биологических образцов этило-
вым эфиром уксусной кислоты и разделения их на 
серии методом адсорбционной колоночной хрома-
тографии в системе: бензол — этилацетат — мета-
нол [6 ]. Скорость биосинтеза ПН медуллярной мик-
росомальной фракцией выражали разностью его в 
нулевой и после 30-минутной инкубации пробах (в 
пг /мг белка). Конечный результат экскретируемых 
за сутки ПГ выражали в пг/сут. 

О скорости катаболизма 3Н-ПГЕг и 3Н-ПГР2о6 
судили по количеству оставшихся неметаболизиро-
ванными за время инкубации меченных соединений 
(3Н-ПГЕ2 — 30 мин, 3Н-ПГР2^ — 60 мин) высо-
коскоростным цитозолем коры и медуллы в присут-
ствии НАД* (кора) и НАДФ+ (медулла) соответ-
ственно. 

Пробы по 4,5 мл высокоскоростного цитозоля 
(210 000 g) инкубировали с 3Н-ПГЕ2 (30 000 СРМ) 
и 3H-nrF2^6(30 000 СРМ) при 37°С на воздухе при 
постоянном перемешивании. Реакцию прекращали 
добавлением 2 н. муравьиной кислоты. После орга-
нической экстракции образцы наносили на тонко-
слойные пластины "Silufol" (фирмы "Kavalier", Че-
хо-Словакия) и продукты катаболизма разделяли 
одномерной хроматографией в системе хлороформ 

— метанол — уксусная кислота — вода 
(90:9:0,65:1). Результат рассчитывали в процентах 
оставшегося некатаболизированным ПН от общей 
радиоактивности на хроматографической пласти-
не /100 мг белка ткани. 

Радиоактивность проб подсчитывали на жидкост-
ном сцинтилляционном счетчике "Mark-III" и гам-
ма-счетчике "1175" фирмы "Delta Medical" (США). 
Результаты обрабатывали методом вариационной 
статистики с использованием критерия Фишера— 
Стьюдента. 

Экскретируемые с мочой электролиты определя-
ли методом пламенной фотометрии на приборе FLM-
2 "Radiometer" (Дания). Результат выражали в 
мМ/сут. АД измеряли в хвостовой артерии крыс с 
помощью электросфигмоманометра фирмы "Narco 
Bio-Systems" (США). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . В ответ на 
введение стрептозотоцина снижалась масса тела жи-
вотных, появлялись гипергликемия, глюкозурия, 
кетонурия, ацидурия, полиурия и полидипсия в 
отличие от контроля, что свидетельствует о разви-
тии хронического сахарного диабета и согласуется с 
данными других авторов [3,4 ]. Имели место также 
высокая протеинурия и повышение АД, что указы-
вает на возникновение диабетической нефропатии 
(см. таблицу). При этом установлена прямая зави-
симость потери белка от уровня глюкозы крови. 
Развитие артериальной гипертензии у крыс с сахар-
ным диабетом наблюдали и другие авторы [10, 12, 
15]. 

Выявленные нами изменения в моче крыс с диа-
бетом (см. таблицу) позволяют думать о глубоком 
поражении почек, относя его к IV-й (предтерми-
нальной) стадии диабетической нефропатии [8] с 
характерным для нее снижением скорости клубоч-
ковой фильтрации, осмо- и ионорегулирующей фун-
кций. Снижение в наших опытах выделения натрия 
с мочой у крыс с сахарным диабетом хорошо согла-
суется с установленным [1 ] уменьшением суточной 
экскреции электролитов (натрия, калия, хлора) у 
детей с сахарным диабетом по мере нарастания 
глубины метаболических нарушений 

Какова при всем этом роль ПН почек? Исследо-
вание спектра экскретируемых с мочой ПН у крыс 
с сахарным диабетом выявило снижение выделения 
Г1ГЕ и б - к е т о - n r F i ^ при одновременном повыше-
нии экскреции ПГР2^ и ТхВг (см. рисунок), что 
сопоставимо с данными других авторов [4,9,16,17]. 
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Биосинтез, катаболизм и экскреция с мочой почечных простано-
идов С/7//) у крыс линия WKY с экспериментальным сахарным 
диабетом. 
По осям нг/сут (а): экскреция с мочой: 1 — ПГЕ, 2 — ПП 7 2£ , 3 — б-кето-ИГЕц^, 
4 — ТхВ^; по осям пг/102 мг белка (б): биосинтез микросомальной фракцией 
почечной медуллы: 5 — ПГЕ, 6 - П П ^ ; по осям % общего р-ти/мг Ьслка: (в) 
катаболизма ПН медуллой почек: 7 — ПГЕ, 8 — ПГЕ катаболизм ПН корой 
почек: 9 — ПГЕ, 10 — ШТгХ- Светлые столбики — контрольные животные, 
заштрихованные столбики — крысы с экспериментальным сахарным диабетом. 
• _ р < 0,05 по сравнению с контролем. 

По-видимому, основной причиной, определяю-
щей низкую концентрацию ПГЕ в моче крыс с 
диабетом, является уменьшение его продукции ме-
дуллой почки, где он синтезируется в наибольшем 
количестве. Действительно, образование ПГЕ мик-
росомальной фракцией медуллярного слоя почек 
оказалось в наших исследованиях достоверно ниже 
нормы, тогда как синтез Т1Г¥гсСзначительно выше 
в контрольной группе (см. рисунок). 
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Второй фактор, влияющий на содержание ПН в 
моче, — активность ферментов, катаболизирующих 
эти соединения. Как свидетельствуют полученные 
результаты, скорость катаболизма 3Н-ПГЕ2 в ме-
дулле и коре почек контрольных и опытных крыс 
оставалась без изменений. При этом деградация 
3Н-ПГР2^ была более интенсивной в группе диабе-
тических животных, хотя не настолько, чтобы нор-
мализовать его экскрецию с мочой (см. рисунок). 

Снижение у крыс с диабетом внутрипочечного 
образования ПГЕ и простациклина на фоне увели-
чения тромбоксана и ПГ¥2^С должны вызывать су-
щественные изменения почечной гемодинамики, 
экскреции электролитов, на что указывает прямая 
корреляционная связь экскреции с мочой ПГЕ и 
натрия (г= 0,57, р<^0,05), уровня АД у этих живо-
тных, способствуя тем самым формированию имев-
шейся диабетической нефропатии. Действительно, 
воспроизведение сахарного диабета у крыс WKY 
сопровождалось повышением АД у всех животных, 
что согласуется с данными [10,12] и связано, оче-
видно, с развитием у них диабетической нефропатии 
как таковой, а также с отмеченными при этом 
изменениями синтеза ПН почек (снижение образо-
вания ПГЕ и простациклина, увеличение П Г Р г ^ и 
тромбоксана), характеризующимися резким преоб-
ладанием сосудосуживающих и антинатрийуретиче-
ских (прессорных в целом) ПН. 
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RENAL PROSTANOIDS IN EXPERIMENTAL DIABETES 
MELLITUS 

A. G. Kucherenko, G. F. Zadkova, Kh. M. Markov, V. S. Podeschuk 

Institute of Pediatry, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow 

Participation of renal prostanoids in development of diabetes-
induced nephropathy was studied in rats with strcptozotocine diabetes. 

Development of diabetic nephropathy occurred with simultaneous 
decreases in production of intrarenal natriuretic, depressor 
prostaglandin and prostacyclin as well as with increases in content of 
antinatriuretic, pressor, prothrombogenic ТхАг. The imbalance 
observed in the production of renal prostanoids contributed slightly to 
impairments of hemodynamics, osmo- and ion regulating functions of 
kidney, i.e. to formation of diabetic nephropathy in the experimental 
animals. 
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ВЛИЯНИЕ ЙОДОБРОМНОЙ ВОДЫ НАФТА-
ЛАНСКОГО МЕСТОРОЖДЕНИЯ НА ПЕРЕКИС -
НОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ В ГОМОГЕНАТАХ 
ТКАНЕЙ ВНУТРЕННИХ ОРГАНОВ ИНТАКТ-
НЫХ КРЫС 

НИИ MP и ПЛФ, Баку 

Процесс перекисного окисления липидов (ПОЛ), 
рассматриваемый прежде как патологический, при-
обрел иную значимость в свете современных дан-
ных. Стационарный уровень ПОЛ как ферментатив-
ный процесс характерен для метаболизма всех нор-
мальных тканей, являясь, в частности, одним из 
инструментов быстрой модификации свойств биоло-
гических мембран и мембранозависимых процессов 
[1,10]. 

Многие патологические состояния организма че-
ловека сопровождаются активацией процессов ПОЛ 
[3,4 ]. Интенсификация процессов ПОЛ наблюдает-
ся при атерогенезе и ишемической болезни сердца, 
стрессовых поражениях миокарда, гипоксии и т. д. 
[6,11]. 

Лечебные свойства нафталановой нефти извест-
ны с давних пор [7], однако йодобромная вода 
Нафталанского месторождения (ЙВНМ) до сих пор 
как бальнеофактор не исследована. 

В настоящей работе мы поставили цель изучить 
влияние ЙВНМ из скважины №54 на процессы ПОЛ 
во внутренних органах интактных эксперименталь-
ных животных. С бальнеологической точки зрения 
пластовые воды майкопской свиты Нафталана явля-
ются среднеминерализованными, йодобромно-бор-
ными, хлоридно-гидрокарбонатно-натриевыми. 
Они имеют классификационные индексы Д. б. VIII. 
I и Д. б. VII. I [9 ]. Проведенные нами специальные 
исследования показали, что ЙВНМ оказывает опре-
деленное антиагрегационное действие, хотя и при-
водит к незначительной активации по нескольким 
показателям плазменного гемостаза [2 ]. 

М е т о д и к а . Опыты проводили на 22 белых 
беспородных крысах массой 150—180 г. 10 живо-
тных были подопытными, 6 — контрольными и 6 — 
интактными. Крыс опытной и контрольной групп 
подвергли воздействию 10 общих ванн по методике 
[8] с применением ЙВНМ из скважины № 54 и 
обычной воды соответственно. 6 интактных крыс не 
подвергались воздействию ванн и служили в каче-
стве исходных по показателям ПОЛ во внутренних 
органах. После 10 общих ванн животных опытной и 
контрольной групп забивали и готовили гомогенаты 
из сердца, легких, печени, почек и селезенки, в 
которых ПОЛ изучали по накоплению малонового 
диальдегида (МДА) и гидроперекиси (ГП) тиобар-
битуровым методом [16]. 
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Показатели ПОЛ в гомогенатах тканей внутренних органов крыс под воздействием ЙВНМ из скважины №54 
Показатели 
ПОЛ, ед. Орган Интактные крысы Контрольная группа Опытная группа 

OIIT. п л . 
Опытная группа 

МДА Сердце 

Р 

Легкие 

Р 

Печень 

Р 

Селезенка 

Р 

Почки 

Р 

0,152±0,014 (6) 

0,107 ±0,023 (6) 

0, Ю2 ±0,018 (6) 

0,170 ±0,025 (4) 

0,095 ±0,013 (6) 

0,130 ±0,017 (6) 

>0,1 
0,105 ±0,013 (6) 

>0,1 
0,108 ±0,019 (6) 

> 0 , 1 

0,130 ±0,028 (6) 

>0,1 
0,120 ±0,021 (6) 

>0,1 

0,181 ±0,027 (10) 

> ОД 

0,153 ±0,027 (10) 

>0,1 
0,970±0,410 (8) 

<С 0,01 

0,159±0,034 (10) 

> 0 , 1 

0,180 ±0,042 (10) 

<1 0,01 
ГП Сердце 

Р 

Легкие 

Р 

Печень 

Р 

Селезенка 

Р Почки 

0,102±0,096 (6) 

0,108 ±0,047 (6) 

0,123 ±0,023 (6) 

0,128 ±0,031 (5) 

0,133 ±0,033 (6) 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число крыс. 

Полученные результаты обработаны статистически. 
Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Как видно из 

таблицы, величина МДА в гомогенатах тканей внут-
ренних органов крыс после 10 ванн с ЙВНМ в сердце 
увеличивалась на 19,1% 0,1), в печени — на 
850% (р<0,01), в почках — на 89,5% (/?<0,01), 
в легких — на 43% (р>0,1), а в селезенке умень-
шилась на 6,5% (р > 0,1). Величина ГП в сердце 
увеличивалась на 140% (р >0,1), в селезенке — на 
33,6% (р>0,1) , в печени — на 69,9% (р< 0,1), в 
почках — на 113,5% ( р < 0,001), в легких — на 
67,6% (р>0,1). По данным литературы [12], гомо-
генаты, приготовленные из разных тканей, значи-
тельно различаются способностью к образованию 
радикалов. Липиды в гомогенатах тканей мозга, 
печени и почек легко подвергаются перекисному 
окислению, тогда как липиды в гомогенатах из 
яичника и кишечника не окисляются, и этим можно 
объяснить наш результат, где величины МДА и ГП 
оказались больше именно в гомогенатах тканей 
печени и почек. 

Итак, полученные результаты свидетельствуют, 
что изменения величин МДА в гомогенатах тканей 
сердца, селезенки и легких недостоверны, в гомоге-
натах же тканей печени (в особенности) и почек 
достоверны. При этом величина ГП в гомогенатах 
тканей внутренних органов, кроме селезенки, зна-
чительно увеличена, ПОЛ в гомогенатах тканей 
селезенки происходит медленнее, чем в остальных 
органах. 

Судя по показателям МДА и ГП, в настоящих 
экспериментах под воздействием ЙВНМ наблюдает-
ся активация ПОЛ, которую можно объяснить сти-
муляцией функции щитовидной железы под воздей-
ствием йодобромной воды, что меняет метаболизм в 
сторону катаболических процессов [5,14,15 ]. 

0,117 ±0,051 (6) 

>0,1 
0,121 ±0,023 (6) 

>0,1 
0,135 ±0,018 (6) 

>0,1 
0,127 ±0,012 (6) 

>0,1 
0,135 ±0,018 (6) 

> 0 , 1 

0,245 ±0,044 (10) 

>0,1 
0,181 ±0,026 (10) 

>0,1 
0,209 ±0,018 (10) 

0,01 
0,171 ±0,024 (10) 

>0,1 
0,284 ±0,039 (10) 

0,001 

ГП и продукты их восстановления обладают вы-
сокой биологической активностью: 5-, 12- и 15-гид-
роперекиси арахидоната являются вазодилататора-
ми, а 13-гидроксилинолеат, синтезируемый с уча-
стием липоксигеназы эндотелия стенки сосуда, пре-
пятствует адгезии и агрегации тромбоцитов [17, 19]. 
В предыдущих исследованиях под воздействием 
ЙВНМ мы наблюдали некоторое снижение агрега-
ции тромбоцитов [2]. Ведущую роль в регуляции 
процессов ПОЛ в организме играют антиоксидант-
ные ферменты, способные утилизировать активный 
кислород, в том числе глутатионпероксидазу, по-
скольку этот фермент контролирует скорость био-
синтеза тромбоксанов в тромбоцитах [18]. Так как 
ЙВНМ несколько снижает агрегацию тромбоцитов 
[2 ], можно предположить, что это происходит за 
счет повышения активности глутатионпероксидазы 
в тромбоцитах, активация же последней приводит к 
ингибиции липогидроперекисей, которые в свою 
очередь подавляют активность простагландинсинте-
тазы [13]. Таким образом, можно предположить, 
что под воздействием ЙВНМ в эндотелии сосудов 
повышается синтез простациклина, что позволяет 
говорить о перспективах лечебного применения 
ЙВНМ при некоторых нарушениях реологических 
свойств крови. 
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EFFECT OF IODINE-BROMINE CONTAINING WATER FROM 
NAPHTHALANE LAYER ON LIPID PEROXIDATION IN RAT 
TISSUE HOMOGENATES 

S.A. Gulieva, L. G. Amrakhova 

Institute of Health Resort and Physical Methods of Treatment, Baku 

Iodine-bromine water from pit-hole of naphthalane layer was used 
in the daily water-bath treatment course of 22 rats within 10 days; 
after decapitation of these animals content of malonic dialdehyde and 
lipid hydroperoxides was estimated in homogenates of heart, lung, 
liver, kidney and spleen tissues. Simultaneous increase in the rate of 
lipoperoxidation was observed in the tissue homogenates of 
experimental animals. The treatment course with iodine-bromine water 
appears to activate the prostacyclinc synthesis in vessel endothelium, 
thus suggesting the promising efficiency of the water in treatment of 
some blood rheology-related pathological states. 
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УТОЧНЕНИЕ КРИТЕРИЕВ ОБЕСПЕЧЕННОСТИ 
ОРГАНИЗМА ВИТАМИНОМ В2 

Институт питания РАМН, Москва 

Для оценки обеспеченности организма витами-
ном В2 используют величины экскреции рибофла-
вина с мочой, концентрации свободного рибофлави-
на в плазме крови и общего в эритроцитах, а также 
функциональный тест — коэффициент активации 
экзогенным флавинадениндинуклеотидом (ФАД) 
глутатионредуктазы эритроцитов (ФАД-эффект). 
Ранее нами было подтверждено, что эти показатели 
отражают действительное поступление витамина Вг 
с пищей и насыщенность организма этим витамином 
(по содержанию его в печени) [7 ]. Однако до сих 
пор нет единого мнения о критериях, т. е. о конк-
ретных минимальных величинах каждого показате-
ля, соответствующих нормальной обеспеченности 
организма рибофлавином. Так, по мнению одних 
авторов, об адекватной обеспеченности организма 
рибофлавином свидетельствуют величины ФАД-эф-
фекта менее 1,20, по мнению других — менее 1,25 
[10,12,13,15,16 ]. Невозможность установления кри-
териев нормального содержания рибофлавина в 
плазме (сыворотке) крови до недавнего времени 
объяснялась отсутствием высокоспецифичных и до-
статочно простых методов определения уровня ри-

бофлавина. Отчасти это же послужило причиной 
недостаточно широкого применения для оценки 
обеспеченности организма этим витамином величин 
экскреции рибофлавина с мочой. В последние годы 
в нашей лаборатории был разработан высокочувст-
вительный избирательный метод определения содер-
жания рибофлавина в моче и плазме крови с по-
мощью титрования рибофлавинсвязывающим апо-
белком [1,2,17 ]. С использованием этого метода были 
изучены зависимости экскреции рибофлавина с мочой 
от его содержания в плазме и эритроцитах, величины 
ФАД-эффекта и было показано, что все исследован-
ные показатели коррелируют между собой, что дока-
зывает их взаимозаменяемость при оценке обеспечен-
ности организма витамином В2 [3,6,7 ]. В то же время 
критерии нормальной обеспеченности организма ри-
бофлавином были оценены лишь приблизительно, в 
силу того что полученные в наших работах [3,6 [ 
кривые взаимозависимости показателей обеспечен-
ности имеют нелинейный характер. 

В данной работе в связи с накоплением большого 
количества данных по обследованию витаминной 
обеспеченности представлены результаты матема-
тического анализа вышеуказанных кривых для де-
тей и взрослых и интерпретации вариационных 
кривых распределения величин ФАД-эффекта и 
концентрации рибофлавина в плазме крови после 
дополнительной витаминизации в течение 2—4 нед, 
в ходе которой были использованы поливитаминные 
препараты " У нде в ит", "Гексавит ", "Гендевит", 
"Ревит", "Доувит" (KRKA, Словения), обогащение 
вторых и третьих готовых блюд поливитаминными 
премиксами фирмы "Хоффманн-Ла Рош" (Авст-
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рия). Были использованы результаты обследования 
следующих групп населения: школьников 14—16 
лет Литвы (1988 г.), детей, поступивших на лечение 
в подмосковный санаторий им. А. И. Герцена 
(1991—1992 гг.), детей из детского сада г. Славутич 
(1992 г.), пациентов, находившихся на лечении в 
клинике лечебного питания Института питания 
РАМН (1991—1993 гг.), здоровых добровольцев — 
доноров крови (1988—1993 гг). 

М е т о д и к а . Обеспеченность витамином В2 
оценивали по экскреции с утренней порцией мочи, 
собранной за 1 ч натощак, концентрации рибофла-
вина в плазме крови и эритроцитах и степени 
активации глутатионредуктазы эритроцитов экзо-
генным ФАД (ФАД-эффект). 

Содержание рибофлавина в моче и плазме крови 
определяли титрованием рибофлавинсвязывающим 
апопротеином [1,2] с использованием внутреннего 
стандарта, в эритроцитах — люмифлавиновым ме-
тодом [11 ]. Интенсивность флюоресценции измеря-
ли на спектрофлюориметре "Perkin Elmer MPF-
43А". Активность глутатионредуктазы эритроцитов 
и величину ФАД-эффекта определяли, как описано 
ранее [10]. 

Уравнения, описывающие зависимости между 
показателями обеспеченности организма рибофла-
вином, рассчитывали по методу наименьших квад-
ратов [8 ] с использованием программы "Quattro". В 
качестве показателей вариационного ряда рассчиты-
вали доверительный интервал, моду и среднее квад-
ратичное отклонение [9 ]. 
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Рис. 1. Зависимость между величиной ФАД-эффекта и содержа-
нием общего рибофлавина в эритроцитах для взрослых здоровых 
людей. 
По оси абсцисс (х) - величина ФАД-эф4>скта, по оси ординат (у) - концентрация 
общего рибофлавина в эритроцитах (в нг/мл). Линеиные участки описываются 
уравнениям: 1 - У1 - -513,07х+727,01; 2 - у2 =-.15,87х +137,49. На рис. 1 - 4 в 
скобках рядом с точкой указано количество обследованных. Светлые символы — 
показатели детей, темные — взрослых. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . На рис. 1 
представлена зависимость между концентрацией 
рибофлавина в эритроцитах взрослых здоровых лю-
дей и величиной ФАД-эффекта. Через совокупность 
точек методом наименьших квадратов можно прове-
сти две прямые. Первый линейный участок, очевид-
но, отражает ситуацию, когда организм и соответ-
ственно глутатионредуктаза эритроцитов насыщены 
витамином В2, дополнительное внесение ФАД in 
vitro практически не вызывает активации фермента. 
Содержание общего рибофлавина в эритроцитах при 
изменении величины ФАД-эффекта в диапазоне от 
1,20 до 1,00 возрастает. Второй участок соответст-
вует недостаточной обеспеченности организма вита-
мином В2, когда глутатионредуктаза эритроцитов не 
насыщена коферментом, и дополнительное внесение 

ФАД in vitro вызывает существенную активацию 
фермента. В диапазоне величин ФАД-эффекта от 
2,2 до 1,2 концентрация рибофлавина в эритроцитах 
практически не изменяется. Точка пересечения этих 
прямых (х= 1,19, 119), по-видимому, соответст-
вует нижнему пределу адекватной обеспеченности 
организма витамином Вг. Другими словами, вели-
чина ФАД-эффекта ниже 1,19 отражает нормаль-
ную обеспеченность организма рибофлавином, при 
этом его содержание в эритроцитах превышает 119 
нг/мл. 
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Рис. 2. Зависимость между величиной ФАД-эффекта и экскре-
цией рибофлавина с мочой для детей 5 — 7 лет. 
По оси абсцисс (х) — величина ФАД-эффекта, по оси ординат (у) — часовая 
экскреция рибофлавина (в мкг/ч). Линейные участки описываются уравнениями: 
1 _ У1«-146,01х+186,28; 2 - у 2 - -26,45х+41,97. 

На рис. 2 представлена зависимость между вели-
чиной ФАД-эффекта и часовой экскрецией рибоф-
лавина с мочой для детей 5—7 лет. И в этом случае 
зависимость характеризуется двумя линейными 
участками. Возрастание величины ФАД-эффекта от 
1,03 до 1,20 сопровождается резким уменьшением 
экскреции рибофлавина с 36 до 11 мкг/ч . В ходе 
дальнейшего увеличения величины ФАД-эффекта 
вплоть до 1,43 экскреция снижается более медленно 
до 4—5 мкг/ч . Таким образом, первая ветвь отра-
жает хорошую насыщенность организма витамином 
В2, вторая — соответствует недостаточной обеспе-
ченности. Точка пересечения этих прямых, харак-
теризующая нижний предел адекватной обеспечен-
ности организма витамином Вг, равна величине 
ФАД-эффекта 1,21, экскреции рибофлавина с мочой 
— 10 мкг/ч. 
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Рис. 3. Зависимость между величиной ФАД-эффекта и содержа-
нием рибофлавина в плазме крови для взрослых и детей 5—7 лет. 
По оси абсцисс (х) - величина ФАД-эффекта, по оси ординат (у) - конце»гграция 
рибофлавина в плазме (в нг/мл). Линейные участки описываются уравнениями-
1 _ у 1 * -31,47x^ 44,73; 2 - у 2 - -3,40х + 9,53. 
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В соответствии с данными рис. 3 совокупность 
точек, отражающая зависимость между концентра-
цией рибофлавина в плазме крови * и величиной 
ФАД-эффекта, является общей для взрослых и де-
тей 5—7 лет и также может быть представлена 
двумя линейными участками. Увеличение величины 
ФАД-эффекта от 1,07 до 1,25 сопровождается зна-
чительным снижением содержания рибофлавина с 
11 —12 до 5 нг/мл плазмы. Дальнейшее изменение 
величины ФАД-эффекта вплоть до 1,55 практически 
не сопровождается снижением содержания рибофла-
вина в плазме. Точка пересечения этих прямых 
равна 1,25 и 5,3. Это означает, что нормальной 
обеспеченности организма рибофлавином соответст-
вует величина ФАД-эффекта ниже 1,25, а содержа-
ние рибофлавина в плазме выше 5,3 нг/мл. 
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Рис. 4. Занисимость между содержанием рибофлавина в плазме 
и эритроцитах для взрослых здоровых людей и дегей 9—13 лет. 
По оси абсцисс (х) — концентрация рибофлавина в плазме (в нг/мл); по оси 
ординат (у) — концентрация общего рибофлавина в эритроцитах (в нг/мл) . 
Линейный участки описываются уравнениями: 1 — yi - 2 , 9 9 х +113,14; 2 — 
У2 - 1,02х+127,63. 

Совокупность точек, отражающая зависимость 
между содержанием рибофлавина в плазме и эрит-
роцитах для детей 9—13 лет и взрослых, разложен-
ная по методу наименьших квадратов на два прямо-
линейных участка, представлена на рис. 4. В этом 
случае координаты точки пересечения двух прямых 
равны 7,3 и 135. Исходя из этого, минимальная 
концентрация рибофлавина в плазме крови, соот-
ветствующая адекватной обеспеченности организма 
этим витамином, составляет 7,3 нг/мл, а его кон-
центрация в эритроцитах — 135 нг/мл. 

Резул ьтаты математического определения крите-
риев, соответствующих нормальной обеспеченности 
организма витамином Вг, суммированы в таблице. 
Величина ФАД-эффекта, соответствующая нор-
мальной обеспеченности организма витамином Вг, 
полученная при анализе трех зависимостей, дает 
хорошо совпадающие величины, варьируя от 1,19 до 
Критерии нормальной обеспеченности организма витамином Вг 

Зависимость, используемая для 
расчетов (возраст) 

ФАД-
эффект 

Рибофлавин 
Зависимость, используемая для 

расчетов (возраст) 
ФАД-

эффект плазма, 
н г / м л 

эритроциты, 
нг/ м л 

экскреция, 
мкг/ч 

ФЛД-эффскт — эритроциты 
(взрослые) 1,19 — 119 — 

ФЛД-эффскт — плазма 
(взрослые и дети) 1,25 5,3 — — 

ФЛД-эффскт — экскреция 
(дети 5—7 лет) 1,21 — — К) 

Плазма — эритроциты 
(взрослые и дети) 7,3 135 

100 1,27 7 , 4 2 7,63 8,0 7 6,0 24,0 нг/мл 
Рис. 5. Гистограмма распределения частот встречаемости (в%) 
данной величины ФЛД-эффекта (а) для 191 человека и данной 
концентрации рибофлавина в плазме крови (б) для 221 человека 
после Вг-витаминизации. 
Сплошной вергикальной линией отмечена средняя по группе обследованных 
величина, пунктирными вертикальными линиями на рис. 5, а - доверительный 
интервал, на рис. 5, б — медиана (1) и мода (2). 

1,25. В качестве еще одного подхода к установлению 
этой величины были проанализированы частоты 
встречаемости величин ФАД-эффекта у людей, прй-
нимавших в течение довольно длительного времени 
(от 2 нед до 1 мес и более) дополнительно к 
основному рациону витамин В2 в том или ином виде, 
которые, по нашему мнению, с достаточной сте-
пенью допущения могут быть приняты за лиц, 
хорошо обеспеченных этим витамином. 

На рис. 5,а представлена гистограмма распреде-
ления частот встречаемости (в%) данной величины 
ФАД-эффекта (с рассчитанным для выборки из 191 
человека интервалом 0,07 [8 ]) после витаминиза-
ции. Гистограмма представляет собой фрагмент 
(правая часть) нормального распределения. Отсут-
ствие левой части этой кривой обусловлено тем, что 
при максимальном насыщении организма витами-
ном В2 глутатионредуктаза эритроцитов полностью 
насыщена коферментом и, таким образом, степень 
ее активации ФАД равна 1,0 и теоретически не 
может быть ниже этой величины. Средняя по группе 
величина ФАД-эффекта в данной выборке составля-
ет 1,12, среднее квадратичное отклонение равно 
0,13, доверительный интервал составляет от 0,99 до 
1,25. Как видно из рис. 5,а, величина ФАД-эффекта 
в этом диапазоне обнаруживается у 83,8% обследо-
ванных, дополнительно получавших витамин. Это 
можно рассматривать как дополнительное свиде-
тельство в пользу принятия в качестве нижней 
границы нормальной обеспеченности организма ви-
тамином В2 величину ФАД-эффекта меньше 1,25. 
Если принять за норму величину 1,20, то доля 
людей, обеспеченных витамином В2, снизится до 
77,6%. 

Полученные четырьмя способами максимальные 
величины (1,19, 1,21, 1,25, 1,25) ФАД-эффекта для 
людей, нормально обеспеченных этим витамином, 
достаточно хорошо совпадают между собой и с кри-
терием, принятым в литературе [10,12,13 ]. Таким 
образом, мы склонны считать, что адекватной обес-
печенности витамином В2 соответствуют значения 
ФАД-эффекта в диапазоне от 1,00 до 1,25. 

При установлении концентраций рибофлавина в 
плазме крови, характерных для нормальной обеспе-
ченности организма этим витамином, использовать 
кривые зависимости часовой экскреции рибофлави-
на с мочой от его содержания в плазме оказалось 
невозможным, поскольку эти кривые не имеют вы-
раженных точек перегиба |3,6J. Концентрации ри-
бофлавина в плазме, рассчитанные из кривых зави-
симости между этим показателем и величиной ФАД-
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эффекта или содержанием рибофлавина в эритро-
цитах, довольно близки и составили 5,3 и 7,3 нг /мл 
(см. таблицу). Анализ данных по обследованию 
взрослых и детей, принимавших наряду с основным 
рационом от 2 нед до 3 мес поливитаминные препа-
раты или продукты, обогащенные витаминами, 
включая рибофлавин, послужил еще одним спосо-
бом определения нормального его содержания в 
плазме крови. На рис. 5,6 представлена гистограмма 
распределения частот встречаемости (в%) концент-
рации рибофлавина в плазме крови людей после 
витаминизации тем или иным способом с рассчитан-
ным для выборки из 221 человека интервалом 4,0 
нг /мл [8 ]. Гистограмма представляет собой асим-
метричное распределение. Средняя по группе (М) 
концентрация рибофлавина в плазме крови в данной 
выборке составляет 11,4 нг/мл. Поскольку среднее 
квадратичное отклонение, равное 7,5, достаточно 
хорошо совпадает с параметром 0,6267 М =7,1, 
полученное эмпирическое распределение следует 
закону Максвелла [91. В этом случае для характе-
ристики распределения используют такие пара-
метры, как медиана и мода. Медиана — величина, 
относительно которой вся совокупность делится на 
2 равные части, равна 9,5 нг /мл. Таким образом, 
50% всех обследованных имеют концентрацию 
рибофлавина в плазме крови ниже этой величины 
и 50% — выше. По-видимому, концентрации ри-
бофлавина, превышающие 9—10 нг на 1 мл плаз-
мы, характерны для людей, оптимально обеспе-
ченных этим витамином, поскольку маловероятно, 
что дополнительный прием витамина В2 привел к 
повышению содержания рибофлавина в плазме 
крови до нормального уровня только у половины 
обследованных. Если предположить, что в резуль-
тате витаминизации содержание витамина В2 в 
крови повысилось до нормального уровня не менее 
чем у 80% обследованных, то в качестве мини-
мальной нормы в соответствии с представленной 
гистограммой следует принять величину 4—5 
нг /мл. Любопытно, что концентрация, равная 4,9 
нг /мл (мода), наиболее часто встречается в дан-
ной популяции. 

Наконец, дополнительным подтверждением при-
нятия в качестве критерия нормальной обеспечен-
ности организма витаминов В2 его концентрации в 
плазме крови более 5 нг /мл являются полученные 
нами ранее данные о том, что при более низких 
концентрациях наблюдаются нарушения обмена ви-
тамина Вб и ниацина, что обусловлено участием в 
их метаболизме витамин Вг-зависимых ферментов 
[ 4 - 7 ] . 

Таким образом, совокупность всех данных позво-
ляет нам рекомендовать в качестве нижней границы 
нормы концентрацию рибофлавина в плазме крови 
5 нг/мл. Такая же величина была получена при 
определении концентрации рибофлавина в плазме 
крови адекватно обеспеченных этим витамином лю-
дей методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии [14]. 

Полученные при анализе двух зависимостей (см. 
таблицу) концентрации рибофлавина в эритроци-
тах, соответствующие нормальной обеспеченности 
организма витамином В2, составили 119 и 135 
нг/мл, в среднем 127 нг/мл, что хорошо согласу-
ется с данными литературы [11 ]. 

Величина экскреции рибофлавина с мочой для 
детей 5—7 лет, соответствующая нормальной обес-

печенности организма витамином Вг, составила 10 
мкг /ч (см. таблицу). 

В целом на основе применения математического 
анализа кривых взаимозависимости показателей 
обеспеченности витамином В2, а также построения 
математической интерпретации вариационных кри-
вых распределения этих показателей для людей 
после дополнительной витаминизации мы склонны 
рекомендовать в качестве критерия нормальной 
обеспеченности организма витамином В2 величину 
ФАД-эффекта, не превышающую 1,25, концентра-
цию рибофлавина в плазме крови более 5 нг/мл, в 
эритроцитах более 130 нг / мл. В качестве критерия 
нормальной обеспеченности витамином В2 детей 
5—7 лет, по-видимому, следует принять часовую 
экскрецию рибофлавина более 10 мкг/ч. 
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REFINEMENT OF CRITERIA FOR THE BODY S VITAMIN B2 

REQUIREMENTS 

O. A. Vrzhesinskaya, У.М. Kodentsova, L. A. Kharitonchik, 
/ . A. Alexeeva, V. V. Risnik, V. B. Spirichev 

Institute of Nutrition, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow 

The following patterns should be recommended as a criterion of 
normal vitamin B2 requirements: the FAD-effect is no more than 1.25, 
the levels of riboflavin, more than 5 ng/ml in the plasma and more 
than 130 ng/ml in the erythrocytes. At the same time, the hourly 
urinary riboflavin excretion more than 10 g/h may be used as a 
criterion of normal vitamin B2 requirements in children of 5—7 years 
old. These values were obtained while analysing the many-year 
experimental data on riboflavin treatment and using the mathematical 
analysis of the dependence curves for the urinary riboflavin excretion, 
its levels in plasma and erythrocytes, and the value of the FAD effect, 
as well as deriving and mathematically interpreting the variation 
curvers for the distribution of the given value of the FAD effect and 
the plasma riboflavin levels for human beings after additional vitamin 
therapy. 
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УТОЧНЕНИЕ КРИТЕРИЕВ ОБЕСПЕЧЕННОСТИ 
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Благодаря своей доступности определение экс-
креции витаминов или их метаболитов с мочой 
может служить удобным тестом для оценки обеспе-
ченности организма детей этими нутриентами. Ра-
нее нами было показано, что часовая экскреция 
витаминов группы В и их метаболитов коррелирует 
с их содержанием в крови и степенью насыщенности 
соответствующими коферментными формами 
(ФАД, ТДФ, ПАЛФ) витаминзависимых ферментов 
эритроцитов [5,6,10 ]. До последнего времени суще-
ственным препятствием для практического исполь-
зования величин экскреции являлось отсутствие 
критериев нормальных величин этих показателей 
для детей различного возраста. По нашим данным, 
величины, соответствующие нормальной обеспечен-
ности витаминами Bi и В2 для детей 5—7 лет, 
существенно ниже, чем для взрослых, и составляют 
9 мкг /ч рибофлавина против 14 мкг /ч для взрос-
лых и 10—11 мкг /ч тиамина против 15 мкг /ч для 
взрослых [10]. 

При обследовании 31 здорового ребенка обоего 
пола 9—13 лет было установлено, что при нормаль-
ной обеспеченности организма витаминами Bi и В2 
часовая экскреция этих витаминов с мочой превы-
шает 11 —12 и 10—11 мкг соответственно [5]. Важ-
но отметить, что обследуемая группа детей охваты-
вала достаточно широкий возрастной диапазон, при-
чем большинство детей (64%) были в возрасте 
10—11 лет, 12% — в возрасте 9 лет и 24% — в 
возрасте 12—13 лет. Для уточнения критериев обес-
печенности детей более старшего возраста в данной 
работе на основании исследования зависимостей 
экскреции витаминов от их содержания в плазме 
крови и активности витаминзависимых ферментов 
были определены величины часовой экскреции с 
мочой тиамина и рибофлавина для 20 детей обоего 
пола в возрасте 12—14 лет с диагнозом вегетососу-
дистой дистонии, поступивших на лечение в подмо-
сковный санаторий "Клязьма". Первое обследова-
ние было проведено в сентябре. Второе обследование 
тех же детей проводили после 2 нед ежедневного 
приема 50 г экструдированного продукта — завтра-
ка на зерновой основе (смесь пшеничной и ржаной 
муки), обогащенного молочным белком и витамина-
ми ("Нутритек", Россия). Это обеспечивало допол-
нительное поступление по 0,5 мг витаминов Bi и В2, 
0,4 мг пиридоксина, 15 мг витамина С, 1,9 мг 
витамина Е, 0,1 мг витамина А и 0,38 м г - к а р о -
тина. 

Кроме того, для уточнения критериев обеспечен-
ности витамином Bi, в частности величины ТДФ-
эффекта, отражающего насыщенность организма 
этим витамином, были использованы результаты 
обследования обеспеченности и дополнительной ви-
таминизации следующих групп населения: детей, 
поступивших на лечение в подмосковный санаторий 
им. А. И. Герцена (1991—1992 гг.), детей из детско-

го сада г. Славутич (1992 г.), пациентов, находив-
шихся на лечении в клинике лечебного питания 
Института питания РАМН (1991—1993 гг.), здоро-
вых добровольцев (доноры крови, 1991—1993 гг.). 
Для дополнительной витаминизации были исполь-
зованы поливитаминные препараты "Ундевит", 
"Дуовит" (KRKA, Словения), обогащение вторых и 
третьих готовых блюд, крекеров поливитаминным 
премиксом 730/4 фирмы "Рош" (Австрия), безал-
когольный напиток "Золотой шар" ("Валетек-
ЛТД", Россия). 

М е т о д и к а . Обеспеченность витаминами оце-
нивали по их экскреции с мочой, собранной за 1 ч 
натощак, и концентрации рибофлавина в плазме 
крови. 

Рибофлавин в моче и плазме крови определяли 
титрованием рибофлавинсвязывающим апопротеи-
ном [1,3], тиамин в моче — тиохромным методом 
[8 ]. Во всех флюоресцентных методах использовали 
соответствующий внутренний стандарт. Интенсив-
ность флюоресценции измеряли на спектрофлюори-
мстре "Perkin Elmer MPF-43A". 

Активность транскетолазы эритроцитов и вели-
чину ТДФ-эффекта в качестве показателей обеспе-
ченности обследуемых тиамином определяли после 
предварительной инактивации трансальдолазы 
[10,13]. 

В эксперименте использовали крыс-самцов ли-
нии Вистар с исходной массой тела 120—150 г, в 
течение 4 нед получавших полноценный полусинте-
тический рацион, содержащий 20% казеина, отмы-
того от водорастворимых витаминов, 42,7% крахма-
ла, 20% глюкозы, 9% подсолнечного масла с добав-
ленными витаминами А и D в количестве 300 и 20 
ME соответственно на крысу в день, 4% солевой 
смеси, 0,2% холинхлорида и 0,1% смеси водораст-
воримых витаминов, что обеспечивало поступление 
100 мкг тиамина на крысу в день. 

Коэффициент ранговой корреляции между содер-
жанием витаминов в крови и экскрецией их с мочой 
рассчитывали по Спирмену [2 ]. Уравнения, описы-
вающие зависимость между величиной ТДФ-эффек-
та и экскрецией тиамина с мочой, рассчитывали по 
методу наименьших квадратов [7]. В качестве по-
казателей вариационного ряда рассчитывали дове-
рительный интервал и стандартное квадратичное 
отклонение [9]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Для анализа 
данных результаты представляли в виде кривых 
зависимости экскреции рибофлавина от его содер-
жания в плазме крови (рис.1) или тиамина от 
величины ТДФ-эффекта (рис.2), как описано ранее 
[4,5,11 ]. Для сравнения были использованы анало-
гичные кривые, полученные при обследовании 35 
здоровых взрослых обоего пола [10 ]. 

Как следует из рис. 1, совокупность точек харак-
теризующих экскрецию и содержание рибофлавина, 
для детей с вегетососудистой дистонией 12—14 лет 
и здоровых взрослых ложится на одну кривую. Это 
означает, что критерии обеспеченности витамином 
В2 детей этого возраста не отличаются от соответст-
вующих показателей для взрослых. Отсутствие воз-
растных отличий в содержании рибофлавина в плаз-
ме крови при нормальной обеспеченности этим ви-
тамином отмечалось ранее [12]. Между экскрецией 
рибофлавина с мочой и его содержанием в плазме 
крови обнаруживается хорошая корреляция 
(табл.1), что подтверждает возможность использо-
вания величин экскреции этого витамина с мочой 
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Рис. 1. Зависимость часовой экскрсции рибофлавина от его 
концентрации в плазме для взрослых и детей. 
По оси абсцисс — концентрация рибофлавина, нг/мл; по оси ординат — экскрсции 
рибофлавина, мкг/ч. Здесь и на рис. 2 в скобках рядом сточкой указано количество 
обследованных. Светлые символы — показатели детей, темные — взрослых. 
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Рис. 2. зависимость между величиной ТДФ-эффекта и экскре-
цией тиамина с мочой для детей и взрослых. 
По оси абсцисс — ТДФ-эффект; по оси ординат — экскреция тиамина, мкг/ч. 
для оценки обеспеченности им организма детей. При 
концентрации рибофлавина в плазме более 6 нг /мл 
его экскреция превышает 14 мкг/ч. Таким образом, 
полученные нами ранее данные о том, что для детей 
9—13 лет часовая экскреция при нормальной обес-
печенности витамином В 2 составляет 10—11 мкг 
[5], преимущественно относятся к детям 9—11 лет. 

Т а б л и ц а 1 
Коэффициенты корреляции между показателями обеспеченно-
сти витаминами группы В здоровых взрослых и детей 12 — 14 
лет с вегетососудистой дистопией 

Параметр 

Рибофлавин в плазме — 
экскреция рибофлавина 
с мочой: 

взрослые 0,603 
дети 0,571 

ТДФ-эффект — экскреция 
тиамина с мочой: 

взрослые -0,529 
дети -0,648 
П р и м е ч а н и е . 0,01. 

35 
22 

23 
23 

На рис. 2 представлены данные, отражающие 
зависимость экскреции тиамина от величины ТДФ-
эффекта. Расчет коэффициентов ранговой корреля-
ции демонстрирует выраженную зависимость между 
этими двумя показателями обеспеченности витами-
ном Bi в случае как взрослых, так и детей (см. 
табл. 1). Через совокупность точек для детей 12—14 
лет и взрослых методом наименьших квадратов 
можно провести две прямые: пологую и крутую. 
Первая описывается уравнением у\ = -7,74х + 21,40 
и соответствует недостаточной обеспеченности орга-
низма витамином Bi , когда транскетолаза эритроци-
тов не насыщена коферментом и уменьшение величи-
ны ТДФ-эффекта не сопровождается значительным 
увеличением экскреции тиамина. Вторая прямая, опи-
сывающаяся уравнением у2 = -69,80JC + 98,62, очевид-
но, отражает ситуацию, когда организм и соответ-
ственно транскетолаза уже насыщены витамином 
Bi, дополнительное внесение ТДФ in vitro практи-
чески не вызывает активацию фермента и сопровож-
дается значительным увеличением выброса тиамина 
с мочой. Точка пересечения этих прямых (х = 1,24, 
у =11,77), по-видимому, соответствует нижнему 
пределу адекватной обеспеченности организма ви-
тамином Bj и является общей для взрослых и детей 
этого возраста. Другими словами, величина ТДФ-
эффекта ниже 1,24 отражает нормальную обеспе-
ченность организма тиамином, при этом его экскре-
ция с мочой превышает 12 мкг/ч. Ранее вследствие 
недостаточного количества людей с величинами 
ТДФ-эффекта, превышающими величину 1,3 [10], 
кривая, отражающая зависимость между величиной 
ТДФ-эффекта и экскрецией тиамина с мочой, была 
представлена практически одной восходящей вет-
вью, что не позволило нам уточнить величину ТДФ-
эффекта, характерную для нормальной обеспечен-
ности организма витамином Вь 

Полученные нижние пределы часовой экскреции 
тиамина на 20% ниже, а величина ТДФ-эффекта на 
9% выше принятых в отечественной литературе [8 ]. 
Это может быть обусловлено различиями методов 
определения активности транскстолазы, подробный 
анализ которых был проведен нами ранее |10|. Ос-
новные отличия использованного нами метода заклю-
чаются в предварительной термоинактивации транс-
альдолазы, расщепляющей образующийся в ходе 
транскетолазной реакции седогептулозо-7-фосфат, а 
также в использовании более чувствительного коло-
риметрического метода его определения. С другой 
стороны, это различие может отражать неодинаковый 
смысл, вкладываемый разными авторами в понятие 
"достаточность" витамина для организма. Скорее 
всего, ранее используемые величины характеризуют 
оптимальное насыщение организма витамином Bi. 

Дополнительное подтверждение этого заключе-
ния было получено при анализе данных по обследо-
ванию взрослых и детей, принимавших дополни-
тельно к основному рациону в течение от 2 нед до 
3 мес поливитаминные препараты или продукты, 
обогащенные витаминами (табл. 2). По нашему 
мнению, этих людей с достаточным основанием 
можно принять за хорошо обеспеченных витамином 
Bj. На рис. 3 представлена гистограмма распределе-
ния частот встречаемости (в процентах) величины 
ТДФ-эффекта (с интервалом 0,05) для 192 человек 
после витаминизации тем или иным способом. Гис-
тограмма представляет собой фрагмент (правая 
часть) нормального распределения. Отсутствие ле-
вой части этой кривой обусловлено тем, что при 
максимальном насыщении организма витамином Bi 
транскетолаза эритроцитов полностью насыщена ко-
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Т а б л и ц а 2 
Величина ТДФ-эффекта у крыс, получавших стандартный полусинтетический рацион, и людей после витаминизации различными 
препаратами, содержащими тиамин 

Препарат, срок 
(доза тиамина) 

Обследуемые ТДФ-эффект 

4 нед 
(100 мкг/сут) 
"Дуовит": 

3 нед (2 мг) 

4 нед (1 мг) 

4 нед (1 мг) 
"Ундевит": 

2 нед (4 мг) 

4 нед (6 мг) 

Компот, обогащенный 
премиксом 730/4, 
3 нед (2,1мг) 

МОЛОКО, обогащенное 
премиксом 730/4, 
4 нед (1мг) 

Крекеры и напиток, 
обогащенные витаминами, 
3 нед (1 мг) 

Экструдаты из ржаной 
и пшеничной муки, 
обогащенные витаминами, 
2 нед (0,5 мг) 

Крысы 
(8) 

Взрослые 
(10) 

Дети 9—13 лет 
(14) 

Дети 5—7 лет 
(11) 

Взрослые 
(11) 

Дети 9—13 лет 
(9) 

Взрослые 
(9) 

Дети 9—13 лет 
(26) 

Взрослые 
(19) 

Дети 12—14 лет 
(9) 

1,27 ±0 ,10 

1,09 ±0 ,04 

1,14 ±0,02 
1,13±0,01 

1,17 ±0,02 
1,27 ±0,07 

1,17 ±0 ,04 

1,17 ±0,02 

1,17 ±0 ,04 

1,25 ±0 ,10 

(1,13—1,63) 

(1,00—1,33) 

(1,00—1,25) 

(1 ,00-1 ,24) 

(1 ,04-1 ,35) 

(1,08—1,51) 

(1,08—1,35) 

(1,02—1,39) 

(1,00—1,44) 

(1,04—1,31) 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число обследованных и пределы колебаний. 

ферментом и, таким образом, степень ее активации 
ТДФ равна 1,0 и не может быть ниже этой величи-
ны. Средняя по группе величина ТДФ-эффекта в 
данной выборке составляет 1,17. Если в качестве 
минимальной нормы принять обычно используемую 
отечественными исследователями величину менее 
или равную 1,15, то в соответствии с гистограммой 
в результате дополнительной витаминизации коли-
чество оптимально обеспеченных витаминов Bi лю-
дей составит менее половины (47,8% от всех обсле-
дованных) . Эти и нижеприведенные данные позво-
ляют думать, что принятый в литературе критерий 
нормальной обеспеченности витамином Bi нуждает-
ся в уточнении. 

Нормальное распределение характеризуется па-
раметрами.Jtf — математическое ожидание и <Г*— 

% 

75 

10 

7 , 0 7,7 7 ,2 7 , 3 7 , 4 
ТДФ - эффект 

Рис. 3. Гистограмма распределения частот встречаемости (в %) 
данной величины ТДФ-эффекта (с интервалом 0,05) для 192 
человек после Bi-витаминизации тем или иным способом. 
Сплошная вертикальная линия — средним по группе обследованных величина 
ТДФ-эффсктя; пунктирная вертикальная линия — доверительный интервал для 
математического ожидания. 

среднее (стандартное) квадратичное отклонение, 
характеризующие положение центра распределения 
и степень рассеяния данной величины ТДФ-эффек-
та относительно этого центра [9]. В нашем случае 
(Т^равна 0,11, доверительный интервал для матема-
тического ожидания составляет 1,17±0,11. Как вид-
но из рис. 3, величина ТДФ-эффекта от 1,06 до 1,28 
обнаруживается у 66,5% обследованных людей. Ес-
ли учесть и долю людей, заведомо обеспеченных 
тиамином, т. е. людей с величиной ТДФ-эффекта 
от 1,00 до 1,06, то доля людей, обеспеченных этим 
витамином, составит 82,6% от всех дополнительно 
получавших витамин. Это можно рассматривать как 
дополнительное свидетельство в пользу принятия в 
качестве нижней границы нормальной обеспеченно-
сти организма витамином Bi величину ТДФ-эффек-
та меньше или равную 1,28. Хотя средние по выбор-
кам величины ТДФ-эффекта у принимавших тиа-
мин несколько варьируют (см. табл. 2), все они 
находятся в пределах доверительного интервала для 
математического ожидания, что отражает свойства 
функции, имеющей нормальное распределение [9 ]. 

Полученная путем таких расчетов максимальная 
величина (1,28) ТДФ-эффекта для людей, нормаль-
но обеспеченных этим витамином, достаточно хоро-
шо совпадает с рассчитанной из кривой зависимости 
экскреции тиамина с мочой от степени активации 
транскетолазы эритроцитов ТДФ (1,24). 

Еще одним подтверждением могут служить резуль-
таты эксперимента на крысах, получавших дозу тиа-
мина, обеспечивающую физиологическую потреб-
ность, в течение 4 нед. Средняя по группе величина 
ТДФ-эффекта составила 1,27 ±0,10 (см. табл. 2). 

Таким образом, на основании анализа многолет-
него опыта проведения витаминизации населения 
тиамином, в хо^е которой средние по группам вели-
чины ТДФ-эффекта не всегда снижались до величи-
ны** 1,15, и применения двух способов математиче-
ской обработки экспериментальных данных мы 
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склонны рекомендовать в качестве критерия нор-
мальной обеспеченности организма витамином Bi 
использовать величины ТДФ-эффекта, не превыша-
ющие 1,25. Принятая в нашей литературе величина 
1,15 скорее характеризует оптимальный уровень 
обеспеченности этим витамином. В соответствии с 
представленными данными в качестве критерия нор-
мальной обеспеченности витамином Bi для детей 
старше 12 лет и взрослых, по-видимому, следует 
принять часовую экскрецию тиамина более 12 мкг. 
Критерии обеспеченности витамином В2 для детей 
этого возраста не отличаются от соответствующих 
показателей для взрослых: минимальная концентра-
ция рибофлавина в плазме составляет 6 нг/мл, а 
его экскреция с мочой — 14 мкг/ч. 
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IMPROVEMENT OF THE CRITERIA OF VITAMINS Bi AND B2 

CONSUMPTION IN ADULT PERSONS AND IN CHILDREN OF 
12-14 YEARS OLD 

V. M. Kodentsova, L. A. Kharitonchik, O. A. Vrzhesinskaya, 
E. I. Abramova, S. L. Shumilova, V. B. Spirichev 

Institute of Nutrition, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow 

Analysis of many-year people vitaminization with thiamine showed 
that middle values of the TDP-effect were not always decreased down 
to the level o f £ l . l 5 . The TDP-effect not exceeding 1.25 value should 
be recommended as a criterion of normal vitamin Bi consumption as 
followed from mathematical analysis of the correlation between 
excretion of thiamine with urine and the TDP-effect value as well as 
from plotting and mathematical interpretation of the variation curves 
involving distribution of the TDP-effect value among people with 
additional vitaminization. The literature available data equal to 1.15 
appears to exhibit the optimum rate of the vitamin consumption. 
Excretion of thiamine with urine more than 12J4g/h should be also 
considered as a normal consumption of vitamin Bi in children of 12 
years old and older and in adults. The criteria of vitamin B2 
consumption in children of this age were similar to corresponding 
patterns of adults: minimal concentration of riboflavin in blood plasma 
was about 6 ng/ml and its excretion with urine — about 14 
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Т. И. Мжельская, И. А. Иванова-Смоленская, 
И. В. Коробова 

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА КОНЦЕНТРА-
ЦИЮ СЫВОРОТОЧНОГО ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА 
ПРИ БОЛЕЗНИ ВИЛЬСОНА-КОНОВАЛОВА 

НИИ неврологии РАМН, Москва 

Важная роль меди в обеспечении различных 
этапов биологического окисления обусловливает на-
личие в организме человека и животных специаль-
ной системы белков, контролирующих состояние и 
перенос меди. Важнейшим компонентом транспорт-
ной системы меди является церулоплазмин (ЦП) 
сыворотки крови [9]. Этот белок секретируется в 
кровоток печеночными клетками и обладает анти-
оксидантной и оксидазной активностью [9]. ЦП 
обусловлена почти вся парафенилендиаминоксидаз-
ная активность сыворотки крови. Определение кон-
центрации сывороточного ЦП представляется необ-
ходимым при установлении или подтверждении ди-
агноза болезни Вильсона—Коновалова (БВК, гепа-
толентикулярная дегенерация). Это относительно 
редкое моногенное наследственное заболевание, па-
тогенез которого связан с накоплением токсических 
концентраций меди в печени (преневрологическая 
стадия), а после ее насыщения — и в других орга-
нах, главным образом в мозговой ткани (неврологи-
ческая стадия) [4, 9, 12, 22]. БВК — одно из 
немногих наследственных заболеваний, успешно 
поддающихся патогенетическому лечению, и, следо-
вательно, выявление больних на возможно более 
ранней стадии болезни представляется особенно 
важным. Отсутствие конкретных сведений о физио-
логической функции ЦП затрудняет определение 
роли этого белка в патогенезе БВК. Получен ряд 
данных, свидетельствующих о том, что, хотя ЦП не 
является первичным продуктом гена БВК, посколь-
ку ген его расположен на другой хромосоме, роль 
его в патогенезе болезни весьма существенна [9, 22, 
23]. 

Установлено, что в гепатоцитах больных БВК 
понижено содержание мРНК, кодирующей ЦП, сни-
жена скорость транскрипции гена ЦП и имеются 
другие нарушения его экспрессии [9,10,23 ]. В лите-
ратуре высказываются предположения о том, что 
при БВК в сыворотке крови больных присутствует 
аномальный ЦП-подобный белок, который авторы 
рассматривают как патогномоничный признак носи-
тельства "вильсоновского" гена. Представлены дан-
ные о том, что ЦП желчи при БВК приобретает 
нехарактерные для него в норме функции секретор-
ного сывороточного ЦП и попадает в кровяное русло 
[10]. В то же время именно отсутствие этого белка 
в желчи больных может оказаться ответственным за 
нарушение транспорта меди из клеток печени в 
желчь и удаление меди из организма [19]. 

У больных БВК отмечается значительная вариа-
бельность концентрации сывороточного ЦП. Она 
колеблется от величин, не поддающихся измерению, 
до субнормальных, а иногда и нормальных значе-
ний. Четкая связь между содержанием этого белка 
и клиническими показателями при БВК не установ-
лена. Отмечено лишь повышение концентрации ЦП 
под действием эстрогенов и при активизации воспа-
лительных и деструктивных процессов в печени, в 
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связи с чем среди больных с печеночной формой 
БВК процент имеющих нормальный уровень ЦП 
выше, чем среди больных с первичными неврологи-
ческими симптомами [22 ]. В то же время у здоровых 
людей отмечен ряд факторов (в том числе возраст, 
пол и прием гормонов), влияющих на уровень этого 
белка [15]; концентрация сывороточного ЦП может 
снижаться в результате повышенной его потери из 
организма и при снижении абсорбции меди [3,7 ]. 

Исследование закономерностей изменения кон-
центрации ЦП в сыворотке крови больных БВК 
способствует усовершенствованию диагностики это-
го заболевания и раскрытию его внутренних биохи-
мических механизмов. Оно способствует также вы-
яснению механизмов обмена меди в норме и их 
нарушений при патологических состояниях организ-
ма. Цель данной работы — установление связи 
между концентрацией ЦП в сыворотке крови и 
рядом клинических показателей при БВК. 

М е т о д и к а . Материал для исследования был 
накоплен нами на протяжении 2 десятилетий, с 1969 
по 1992 г., и включает анализ более 300 случаев. 
Концентрация ЦП до начала специфического меде-
гонного лечения определена у 335 больных БВК в 
возрасте от 5 до 47 лет (средний возраст 23,3±0,4 
года; здесь и далее приведены среднее ± стандартная 
ошибка среднего значения). Обследовано 177 муж-
чин и 158 женщин. Диагноз БВК установлен в 
отделении нейрогенетики НИИ неврологии РАМН 
по общепринятым критериям [4,22]. На основании 
детального клинико-лабораторного и функциональ-
ного исследования [4 ] у 34 больных была выявлена 
преневрологическая стадия БВК, у 301 больного — 
неврологическая стадия. Среди пациентов не было 
беременных женщин и женщин, принимавших 
оральные контрацептивы, поскольку в этих случаях 
концентрация ЦП в крови возрастает [15]. 

По возрасту больные разделены на группы: груп-
па 1 — дети от 5 до 12 лет, группа 2а — подростки 
от 13 до 16 лет, группа 26 — подростки от 17 до 20 
лет, группа За — взрослые от 21 года до 30 лет, 
группа 36 — взрослые от 31 года до 40 лет, группа 
Зв — взрослые от 41 года до 50 лет [6,15 ]. Для более 
подробного изучения динамики концентрации ЦП 
больные были разделены на 6 возрастных групп с 
5-годичными интервалами. 

В состав контрольной группы вошли 827 больных 
нейрогенетического отделения с наследственными 
экстрапирамидными или мозжечковыми заболева-
ниями (кроме БВК), а также их фенокопиями. 
Концентрация ЦП в сыворотке крови этих больных 
существенно не отличалась от нормы. Детальный 
анализ возрастной динамики уровня ЦП у больных 
этой группы и здоровых людей представлен в нашем 
предыдущем исследовании [6 ]. Содержание сыворо-
точного ЦП определено также у 116 родителей 
больных БВК. 

Оксидазную активность ЦП сыворотки крови 
определяли относительно парафенилендиамина. С 
1969 по 1988 г. активность ЦП определяли по методу 
O.Houchin [18], с 1988 г. — по методу H.Ravin [21 ]. 
Детальное описание методов представлено в пре-
дыдущих публикациях [5,6 ]. Для выражения актив-
ности ЦП в единицах концентрации в методе 
Houchin прирост оптической плотности инкубаци-
онной среды при 530 нм за 15 мин при 37°С 
умножали на коэффициент 1750, определенный на-
ми экспериментально [6]. При анализе по методу 
Ravin для количественного определения ЦП прирост 

оптической плотности при 530 нм за 1 ч при той же 
температуре умножали на коэффициент 818. По 
причинам, обсуждаемым ниже, введение этих коэф-
фициентов позволило сопоставить данные исследо-
вания всего периода (1969—1992 гг.). 

В работе использованы коммерческие препараты 
ЦП Ленинградского предприятия по производству 
бактерийных препаратов при Институте им. Л.Пас-
тера. Удельную оксидазную активность препаратов 
ЦП (прирост оптической плотности при 530 нм на 
1 мг белка за 1 ч) оценивали по методу [8 ]. 

Результаты обрабатывали методом вариацион-
ной статистики с использованием критерия t Стью-
дента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Точность ме-
тода определения концентрации ЦП в сыворотке 
крови ограничена отсутствием референтного стан-
дарта этого белка. Согласно нашим эксперименталь-
ным данным, коммерческие препараты ЦП имели 
удельную оксидазную активность от 7 до 12, 5 ед. 
Дополнительная очистка повышала это значение до 
21,1 ед. (определено экспериментально совместно с 
О. Б. Сивериной, цит. [6]). Препараты ЦП исполь-
зовались нами для определения количества этого 
белка в образцах сыворотки крови по калибровоч-
ному графику, который представляет собой зависи-
мость оптической плотности при 530 нм от концен-
трации ЦП в исходных анализируемых растворах с 
известной его концентрацией. 

Оказалось, что этот способ непригоден в качестве 
эталона для клинико-диагностической работы, по-
скольку с повышением удельной активности препа-
ратов ЦП происходило кажущееся снижение опре-
деляемого с их помощью уровня этого белка в 
сыворотке крови. При использовании наиболее ак-
тивного препарата сравнения средняя концентрация 
ЦП в сыворотке крови здоровых людей составила 
175 мг / л , что явно не соответствует данным, по-
лученным другими методами [6 ]. 

Иммунохимичсские подходы также не обеспечи-
вают стандартизации количественного определения 
ЦП, поскольку, как правило, дают завышенные 
величины [7 ]. Учитывая сказанное выше, коэффи-
циент для пересчета единиц оптической плотности 
в концентрацию ЦП определен нами по содержанию 
меди в сыворотке крови [6 ]. Для метода Houchin он 
составил 1750. Соответствующий коэффициент для 
метода Ravin вычислен после того, как нами экспе-
риментально была установлена величина, определя-
ющая соотношение прироста оптической плотности 
при 530 нм для метода Houchin к соответствующему 
значению для метода Ravin ( H 0 n / R o n ) . Это соотно-
шение оказалось равным 0,4675±0,0077 при анали-
зе сывороток крови 63 больных с разными заболе-
ваниями. Коэффициент пересчета в единицы кон-
центрации для метода Ravin, таким образом, ока-
зался равен 1750^0,4675 = 818. Для подтверждения 
справедливости этого соотношения нами были по-
строены дополнительно графики зависимости при-
роста оптической плотности при 530 нм от концен-
трации очищенного ЦП с помощью обоих методов 
(Houchin и Ravin). Соотношение H0n/Ron было 
определено равным 0,4710±0,0084. Расхождение 
между установленными нами значениями коэффи-
циента пересчета с использованием двух указанных 
подходов не превышает 0,754%. 

Измеренные таким образом значения концентра-
ций ЦП у здоровых людей равны 315±7 мг /л . 
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Т а б л и ц а 2 
Распределение концентрации сывороточного ЦП у больных БВК и гетерозигот по БВК 

Концентра-
ция ЦП, мг/л 

Больные Гетерозиготы Контрольная группа 
Концентра-

ция ЦП, мг/л мужчины женщины оба пола мужчины женщины оба пола оба пола * 
Концентра-

ция ЦП, мг/л 
абс. % абс. % абс. 1 % абс. 1 * абс. 1 * абс. 1 % абс. 1 % 

0 17 9,61 12 7,60 29 8,66 — — — — — 

1 - 4 9 75 42,37 32 20,25 107 31,94 — — — — — — — — 

5 0 - 9 9 44 24,86 53 33,54 97 28,96 — — — — — — — — 

100—149 27 15,25 34 21,52 61 18,21 — - — 1 1,32 1 0,86 — — 

150—199 13 7,35 18 11,39 31 9,25 1 2,50 4 5,26 5 4,31 14 1,70 
200—249 — — 5 3,17 5 1,49 6 15,00 11 14,47 17 14,66 91 11,00 
250—299 1 0,56 3 1,90 4 1,19 15 37,50 16 21,05 31 26,72 168 20,31 
300—349 — — 1 0,63 1 0,30 11 27,50 25 32,90 36 31,03 226 27,33 
350—399 — — — — — — 4 10,00 13 17,11 17 14,66 179 21,64 
400—449 — — — — — — 2 5,00 6 7,89 8 6,90 90 10,89 
450—499 — — — — — — — — — — — — 43 5,20 
5 0 0 - 5 4 9 — — — — — — - 1 2,50 — — 1 0,86 10 1,21 
5 5 0 - 5 9 9 — — — — — — — — — — — — 3 0,36 
6 0 0 - 6 4 9 — — — — — — — — — — — — 3 0,36 
И т о г о . . . 177 100 158 100 335 100 40 100 76 100 116 100 827 100 

Как показали исследования, концентрация ЦП у 
больных БВК была снижена в среднем до 74,4±3,3 
мг /л . У мужчин уровень ЦП был ниже, чем у 
женщин (62,1 ±4,0 и 88,2±5,0 м г / л соответственно; 
р< 0,001). Значение концентрации ЦП в 200 м г / л 
было повышено лишь у 2,98% больных БВК 
(табл. 1). Нормальные концентрации ЦП чаще 
встречались у женщин, чем у мужчин (5,7 и 0,56% 
соответственно). При этом ни в одном случае БВК 
уровень ЦП не превышал 300 м г / л у мужчин и 350 
м г / л у женщин. Снижение концентрации ЦП до 
величин ниже 100 м г / л отмечено у 76,84% мужчин 
и 61,39% женщин. В то же время в контрольной 
группе концентрация ЦП ниже 200 м г / л встреча-
лась лишь в 1,7% случаев и ни в одном случае не 
была ниже 150 мг /л . Обращает на себя внимание 
сходство структуры распределения концентраций 
ЦП в контроле и при БВК (см. табл. 1). 
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Концентрация сывороточного ЦП у пациентов разного возраста 
с БВК (кривые У и 2) по сравнению с аналогичными данными 
для пациентов контрольной группы (кривые 3 и 4). 
По оси абсцисс — возраст, годы; по оси ординат — концентрация ЦП, мг/л. 1 и 
3 — пациенты мужского пола; 2 и 4 — пациенты женского пола. 

На рисунке представлено распределение концен-
траций ЦП у детей, подростков и взрослых с БВК 
(кривые 1 и 2) и в соответствующих контрольных 
группах (кривые 3 и 4). Между двумя парами 
кривых имеется определенное сходство: все точки 

кривых, отражающие уровень ЦП у женщин, рас-
положены в зоне более высоких концентраций ЦП, 
чем у мужчин; наимболее низкая концентрация ЦП 
отмечается в подростковом возрасте. Отличие же 
заключается в том, что при БВК самый низкий 
уровень ЦП у мужчин и женщин отмечается в одном 
и том же возрасте (от 13 до 16 лет), а в контроле 
концентрации ЦП особенно резко снижены у жен-
щин в возрасте от 13 до 20 лет, а у мужчин в возрасте 
17—20 лет. 

При разделении больных на группы с 5-годичны-
ми интервалами (табл. 2, группы — 16—21) во всех 
возрастных группах (за исключением групп детей 
от 5 до 9 лет с небольшим числом обследованных) 
отмечается более высокая концентрация ЦП у жен-
щин. Разница достоверна для мужчин и женщин, 
взятых в целом (при р ^ 0,001), и для старших 
возрастных групп (р<0,05). Период снижения кон-
центрации ЦП у мужчин ограничивается возраст-
ной группой от 15 до 19 лет, а у женщин уровень 
ЦП минимален в возрасте от 5 до 9 и от 10 до 14 
лет. Как следует из сравнения возрастных групп 
16—21, статистически достоверные различия в 
уровне сывороточного ЦП отмечены при сравнении 
больных в возрасте от 15 до 19 лет с группой больных 
от 30 лет и старше (р 18—21^ 0,01 для мужчин и 
«<0,01 для женщин), а также больных в возрасте от 
20 до 24 лет с более старшими возрастными группа-
ми ( p i 9 — 2 1 < 0,05 для мужчин и женщин). 

Зависимость концентрации ЦП от стадии болез-
ни представлена в табл. 2. На более ранней пренев-
рологической стадии (при среднем возрасте установ-
ления диагноза 15,7 ±1,0 года) концентрация ЦП 
превышала соответствующую величину для боль-
ных с первичными неврологическими проявлениями 
болезни (средний возраст 24,2 ±0,4 года) и составила 
86,4±11,9 и 73,1 ±3,3 м г / л соответственно (разли-
чие недостоверно). Для раздельно взятых групп 
мужчин и женщин различия также не достигали 
уровня значимости. Соответственно малому числу 
больных, которым диагноз БВК был поставлен на 
печеночной стадии, при разделении по полу и воз-
расту группы были малы и большой разброс концен-
траций ЦП отражался в высоких значениях стан-
дартной ошибки (см. табл. 2). Вместо снижения 
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концентрации ЦГТ в подростковом периоде отмеча-
лись даже более высокие значения ее у мужчин 
15—19 лет, превышающие соответствующие вели-
чины у женщин. 

В группе больных с неврологической стадией 
БВК (группы № 8—14) отмеченные выше законо-
мерности в зависимости уровня ЦП от пола и воз-
раста, свойственные контролю, соблюдались. В объ-
единенной группе мужчин и женщин наиболее низ-
кая концентрация ЦП наблюдалась в возрасте 15— 
19 лет. Наибольшее снижение концентрации ЦП у 
мужчин отмечалось в той же возрастной подгруппе, 
а у женщин — в более раннем возрасте. В возрасте 
от 10 до 14 лет (при ограниченном числе наблюде-
ний) концентрация ЦП была выше в группе мужчин 
(отличие недостоверно). 

При неврологической стадии БВК процент боль-
ных с уровнем сывороточного ЦП, превышавшим 
границу нормы, был приблизительно таким же, как 
в общей группе больных БВК, — 2,33. В то же время 
у больных с преневрологической стадией болезни 
нормальная концентрация ЦП встречалась значи-
тельно чаще (8,82%) и чаще у женщин (15,79%), 
чем у мужчин (0%, табл. 3). 

Концентрация сывороточного ЦП на разных стадиях БВК 

Определенные нами значения концентрации ЦП 
у здоровых людей соответствуют величинам, приня-
тым основными группами, занимающимися исследо-
ванием БВК [1,2,15,22]. Способ калибровки по 
сыворотке крови с известной концентрацией меди 
применен одной из самых авторитетных научнЬ-ис-
следовательских групп, занимающихся проблемой 
БВК [22 ]. При этом содержание сывороточного ЦП 
в норме в среднем составило 305 ±35 мг /л . При 
диагностике БВК пограничное нормальное значение 
концентрации ЦП принято равным 200 м г / л 
[22,23]. 

В целом же сообщения о средней концентрации 
ЦП и меди в сыворотке крови весьма разноречивы 
[6,8,23]. Неточности при определении ЦП могут 
быть выявлены, когда при расчете количества меди, 
входящей в состав ЦП (0,3% от массы белка), 
получают результат, который превышает величину 
общего количества меди в сыворотке крови. В норме 
разница между общей и церулоплазминовой медью 
(так называемая свободная медь) не превышает 100 
мкг /л [17]. 

Описанные нами колебания концентраций ЦП в 
контроле совпадают с данными других авторов 

Т а б л и ц а 2 

№ Возраст, Концентрация ЦП, м г / л 
группы годы мужчины женщины оба пола 

П р е н е в р о л о г и ч е с к а я с т а д и я 
1 15 ,7±1 ,0 80,33±14,54 (15) 91 ,13±18Д8 (19) 86,36±11,88 (34) 
2 5 - 9 69,03 ±23 ,34 (3) 24 ,70±4,70 (2) 51 ,30±16,84 (5) 
3 10—14 72,50 ±45,37 (3) 93,32±48,54 (5) 85,51 ±32 ,82 (8) 
4 15—19 94,18 ±25,68 (6) 90,43 ±26,27 (8) 92 ,04±17,92 (14) 
5 20—24 71,77 ±34,31 (3) 139,50 ±69 ,50 (2) 98,86±33,34 (5) 
6 25—29 — 149,0 (1) 149,0 (1) 
7 30 и старше — 64,0 (1) 64,0 (1) 

Н е в р о л о г и ч е с к а я с т а д и я 
8 24,2 ± 0 , 4 60,46 ±4 ,09 (162) 87,81 ±5 ,28 (139)*** 73,09±3,37 (301) 
9 5 - 9 — 109,0 (1) 109,0 (1) 

10 10—14 58,00±16,94 (9) 41,80 ±16,41 (5) 52,21 ±12 ,16 (14) 
11 1 5 - 1 9 35 ,88±7,32 (33) 64,73 ± 8 , 6 2 (32) 50,08 ±5 ,88 (65) 
12 20—24 50,87 ± 7 , 1 9 (44) 77,76±8,61 (44)* 64 ,32±5,76 (88) 
13 25—29 74,50±8,68 (37) 102,64±11,75 (31) 87 ,33±7,29 (68) 
14 30 и старше 79,30±8,84 (39) 123,53±13,28 (26)** 96 ,99±7,92 (65) 

В с е б о л ь н ы е 
15 23,3 ± 0 , 4 62,14±3,95 (177) 88,21 ±5 ,11 (158)*** 74,43 ±3 ,26 (335) 
16 5 - 9 69,03 ±23 ,34 (3) 52,93 ±28 ,36 (3) 60,98 ±16 ,82 (6) 
17 10—14 61,62±15,93 (12) 67,56 ±25 ,64 (10) 64,32±14,18 (22) 
18 1 5 - 1 9 44,85±7,94 (39) 69,87 ± 8 , 6 5 (40) 57,52±6,01 (79) 
19 20—24 52,20 ±7 ,01 (47) 80 ,45±8,72 (46)** 66,18 ± 5 , 7 4 (93) 
20 25—29 74,50±8,68 (37) 104,05 ±11,47 (32) 88 ,22±7,24 (69) 
21 30 и старше 79,30±8,84 (39) 121,33±12,97 (27)** 96,49±7,81 (66) 

Р 1 1 - 1 4 < 0 , 0 0 1 / > 1 1 - 1 4 < 0 , 0 0 1 / > 1 8 - 2 1 < 0 , 0 0 1 

/ > 1 1 - 1 3 С 0 , 0 1 / > 1 0 - 1 4 -<0,001 Р 1 1 - 1 3 С 0 , 0 0 1 

/ 7 1 2 - 1 4 < 0 , 0 5 / > 1 8 - 2 1 -et 0 , 0 1 р и - 1 4 ^ 0,001 
/ > 1 9 - 2 1 ^ 0 , 0 5 / 7 1 2 - 1 4 - ^ 0 , 0 1 / 7 1 0 - 1 4 -С 0 , 0 1 

Р 1 8 - 2 1 < 0 , 0 1 / > 1 9 - 2 1 *U),05 / > 1 2 - 1 4 < 0 , 0 1 

/ > 1 2 - 1 4 < 0 , 0 5 Р 1 8 - 2 0 < < 0 , 0 5 /718 — 20 <С 0,01 
/ > 1 9 - 2 1 < 0 , 0 1 

рю-13 < 0,05 
/519 — 20 0,05 

П р и м е ч а н и е . Представлены среднее ±стандартная ошибка среднего значения, в скобках — число обследованных. Достоверность 
различий между мужчинами и женщинами: одна звездочка — /7<С0,05, две звездочки — р<0,01, три звездочки — р<0,001 . 
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Т а б л и ц а 2 
Распределение концентрации сывороточного ЦП в зависимости от стадии БВК 

Концентра-
ция ЦП, мг /л 

Преневрологическая стадия Неврологическая стадия 
Концентра-

ция ЦП, мг /л мужчины женщины оба пола мужчины женщины оба пола 
Концентра-

ция ЦП, мг /л 
абс. % абс. 1 * абс. 1 * абс. | % абс. 1 % абс. 1 % 

0 — — 3 1 5 , 7 9 3 8 , 8 2 1 7 1 0 , 4 9 9 6 , 4 8 2 6 8 , 6 4 

1 — 4 9 7 4 6 , 6 7 3 1 5 , 7 9 1 0 2 9 , 4 1 6 8 4 1 , 9 8 2 9 2 0 , 8 6 9 7 3 2 , 2 3 

5 0 - 9 9 3 20 , (Ю 6 3 1 , 5 8 9 2 6 , 4 7 4 1 2 5 , 3 1 4 7 3 3 , 8 1 8 8 2 9 , 2 3 

1 0 0 — 1 4 9 3 2 0 , 0 4 2 1 , 0 5 7 2 0 , 5 9 2 4 1 4 , 8 1 3 0 2 1 , 5 8 5 4 1 7 , 9 4 

1 5 0 - 1 9 9 2 1 3 , 3 3 — — 2 5 , 8 8 11 6 , 7 9 1 8 1 2 , 9 5 2 9 9 , 6 3 

2 0 0 — 2 4 9 — — 2 1 0 , 5 3 2 5 , 8 8 — — 3 2 , 1 6 3 1 , 0 0 

2 5 0 — 2 9 9 — — 1 5 , 2 6 1 2 , 9 4 1 0 , 6 2 2 1 , 4 4 3 1 , 0 0 

3 0 0 — 3 4 9 — — — — — — — — 1 0 , 7 2 1 0 , 3 3 

В с е г о . . . 1 5 100 1 9 100 3 4 1 0 0 162 1 0 0 1 3 9 100 3 0 1 100 

[1,11,22]. Так, по данным [22 ], концентрация ЦП 
в норме колеблется в пределах 185—659 мг/л . В 
работе [ 11 ] сообщается о еще более низких грани-
цах нормальной концентрации ЦП (от 90 до 510 
мг/л) . На фоне столь значительного разброса кон-
центраций ЦП в контрольных группах неудивитель-
но, что у больных БВК содержание этого белка 
варьируется весьма значительно. 

Приведенный нами материал показывает, однако, 
что нулевые и резко сниженные уровни ЦП среди 
больных БВК встречались относительно редко. Так, 
по сообщениям ряда исследователей, обобщенным 
недавно [22 ], уровень ЦП в сыворотке, не превышав-
ший 50 мг/л, отмечался у 52—64% больных, в то 
время как по нашим данным, — не более чем у 40,6% 
больных. Точно так же, по данным этих исследований, 
приблизительно 25% больных не имеют детектируе-
мого ЦП, в то время как по нашим данным (см. табл. 
1), эта величина существенно ниже — 8,66%. 

Частично такое расхождение можно объяснить 
различиями в методах определения концентрации 
ЦП. Американские и канадские исследователи, на-
пример, пользовались кинетическими методами, ко-
торые, безусловно, являются более точными 
[14,22]. Повышение точности связано с тем, что 
учитывается лаг-период, который при анализе сы-
воротки крови некоторых больных БВК с низкой 
концентрацией ЦП может достигать 10 мин и более 
(собственные наблюдения, [15]). С другой стороны, 
чувствительность кинетических методов ниже, чем, 
к примеру, метода Ravin, где используется длитель-
ная (60 мин) инкубация; при их применении актив-
ность ЦП может не выявляться полностью. 

Второй и, по нашему мнению, более веской 
причиной являются этнические особенности иссле-
дованных больных. Сведения о связи отдельных 
клинических вариантов БВК с этническими группа-
ми населения земного шара приведены в работе 
[14]. Ими выделены три генетических типа БВК: 
"славянский", ювенильный и атипичный. Третья 
форма получила название атипичной, так как отме-
чено отчетливое снижение содержания ЦП в сыво-
ротке крови у облигатных гетерозигот — родите-
лей больных БВК, признаки заболевания у кото-
рых никогда не выявлялись. Первый тип был 
характерен для выходцев из Восточной Европы, 
второй — для семей, происходящих из Западной 
Европы и с Востока, третий был характерен в 
основном для Западной Европы. Обращает на себя 
внимание то, что самая высокая концентрация ЦП 
была обнаружена именно у больных со "славян-
ским" вариантом болезни (в среднем 109 м г / л при 

значениях для двух других типов 80 и 35 м г / л 
соответственно) [14]. 

Таким образом, можно предположить, что отно-
сительно меньшее снижение уровня ЦП объясняется 
преобладанием в исследованной группе больных со 
"славянским" типом БВК. Косвенным подтвержде-
нием тому могут служить данные о распределении 
ЦП у гетерозигот. Как видно из табл. 1, концентра-
ция ЦП у них была ниже 200 м г / л только в 5,1% 
случаев и ни в одном случае не снижалась ниже 100 
мг/л , в то время как по данным работы [22], 
дефицит ЦП отмечается у 20% гетерозигот, наибо-
лее низкая концентрация этого белка (от 10 до 99 
мг/л) — у 2,2% гетерозигот. 

Как показано выше, у здоровых индивидуумов 
наблюдаются значительные вариации уровня ЦП в 
крови. Среди факторов, ответственных за такие 
колебания, отмечаются как генетические, так и 
внешнесредовые [13,16 ]. У гетерозигот по БВК на-
личие мутантного гена (при статистической обра-
ботке данных) сказывается в небольшом снижении 
концентрации ЦП в сыворотке крови. Однако суще-
ственную роль в вариабельности содержания этого 
белка играют семейные факторы, независимые от 
гена БВК. Такими факторами могут быть наследст-
венные вариации в локусе ЦП и аддитивные по-
лигенные эффекты [13,16]. Одним из важных фак-
торов, ответственных за колебания уровня ЦП, 
является возраст [15,16 ]. Зависимость концентра-
ции ЦП от возраста и пола изучалась неоднократно, 
и большинством исследователей отмечено, что уро-
вень ЦП более высок у женщин и с возрастом 
повышается. Уровень ЦП очень мал при рождении, 
остается низким в течение первого года жизни [22 ] 
и быстро нарастает в раннем детстве (сводные дан-
ные работы [3]). У детей до 12 лет концентрация 
ЦП выше, чем у взрослых, в подростковом возрасте 
она снижается [15]. Особенно четкие половые раз-
личия в концентрации ЦП были найдены в подро-
стковом возрасте, когда у больных мужского пола в 
возрасте 17—19 лет в отличие от больных женского 
пола продолжается снижение концентрации ЦП 
[15]. О более высокой концентрации ЦП у женщин 
и о повышении концентрации ЦП с возрастом сви-
детельствуют известные данные литературы [20 ]. 

Итак, анализ данных, касающихся концентрации 
ЦП в однородных по возрастно-половому составу 
группах больных БВК, позволил сделать вполне 
определенные выводы о том, что у этих больных 
отмечаются те же закономерности, что и у здоровых 
людей и у больных с другими неврологическими 
заболеваниями. Таким образом, можно думать, что 
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у больных БВК, несмотря на резкое снижение кон-
центрации ЦП в крови, его секреция из гепатоцитов 
печени, где он синтезируется, подвержена тем же 
воздействиям, которые происходят в процессе роста 
и развития здорового организма. 

В литературе этот вопрос почти не обсуждался. 
Единственным упоминанием является исследование 
В. Bonne-Tamir и соавт. [13 ], в котором подчеркнуто 
отсутствие различий в концентрации ЦП при БВК 
между мужчинами и женщинами. Однако приведен-
ные авторами данные о концентрации меди указы-
вают на существенно более высокий ее уровень в 
плазме крови женщин, чем мужчин (283 и 156 
мкг /л соответственно), и, возможно, на существен-
но более высокий уровень ЦП у женщин (на 42 
мг /л , если принять равными концентрации свобод-
ной меди у мужчин и женщин). 

Полученные нами данные о возрастно-половой 
зависимости концентрации ЦП имеют, помимо 
теоретического, и практическое значение при об-
следовании больных с подозрением на БВК. Осо-
бенно большое значение следует придавать возра-
сту детей. 

Возрастную динамику концентрации ЦП следует 
учитывать также при анализе концентрации ЦП у 
больных БВК в процессе многолетнего лечения ти-
оловыми препаратами. Полученные нами результа-
ты и данные литературы [22] свидетельствуют о 
том, что концентрация ЦП при таком лечении 
меняется, и в течение первого года большинству 
больных свойственно резкое ее снижение, в то время 
как при длительном многолетнем лечении часто 
наблюдается ее повышение до субнормальных и 
нормальных величин. Несомненно, что в случаях 
длительного лечения (20—30 лет) следует учиты-
вать возраст пациента при характеристике уровня 
ЦП. 

Учет возраста и пола может оказаться важным и 
при сравнении уровня ЦП при разных неврологиче-
ских формах БВК, поскольку возраст проявления 
болезни в этих случаях существено варьирует. 

У больных с преневрологической стадией болезни 
более часто, чем при неврологической, встречаются 
субнормальные и нормальные концентрации ЦП 
(см. табл. 3). Повышение уровня ЦП объясняется 
разными причинами: активностью процессов, проте-
кающих в печени (с воспалением и некрозом), 
недостаточностью ее обезвреживающей функции по 
отношению к эстрогенам [22 ]. Последующее улуч-
шение функций печени сопровождается снижением 
концентрации ЦП [22 ]. 

Таким образом, хорошо известный факт сниже-
ния концентрации ЦП при БВК может быть допол-
нен новыми данными о его возрастно-половых раз-
личиях, возрастной динамике (в сравнении со здо-
ровыми лицами), а также различиями у больных с 
первичными преневрологическими и неврологиче-
скими формами. Полученные результаты могут сыг-
рать определенную роль в дальнейших исследовани-
ях, направленных на уточнение функциональной 
роли ЦП в организме, а также будут способствовать 
совершенствованию диагностики БВК, особенно в 
преклинической стадии. 

Выражаем благодарность Е.В.Готовцевой за уча-
стие в подборе больных с БВК, проф. А.А.Болдыреву 
за участие в обсуждении полученных данных и 
подготовке статьи к печати и О.Н.Коваленко за 

помощь в сопоставлении двух методов оценки окси-
дазной активности церулоплазмина. 
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FACTORS AFFECTING THE CONTENT OF BLOOD SERUM 
CERULOPLASMIN IN WILSON-KONOVALOV DISEASE 

T.I.Mzhelskaya, I.A.Jvanova-Smolenskaya, N.V.Korobova 

Institute of Neurology, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow 

An oxidase activity of ceruloplasmin was studied in blood serum 
of 335 patients with Wilson-Konovalov disease before specific 
copper-obviating treatment. Coefficient for calculation of 
concentration units depending on optic density was estimated by 
means of copper content measurement in ceruloplasmin. The well-
known fact of ceruloplasmin content decrease in the Wilson-
Konovalov disease was supplemented by the new data involving 
age-sex differences and the age-dependent dynamics as compared 
with healthy persons and with a group of 827 patients with other 
neurological diseases. Under conditions of the pathology 
concentration of ceruloplasmin was minimal in teenagers and in men 
it was lower than in women (62.1 ±4 .0% and 88.2±5.0%, 
respectively, P<0.001). Statistically distinct differences in content 
of ceruloplasmin were found in the patients of 15-19 years old and 
20-24 years old as compared with the older age groups. Higher 
content of ceruloplasmin, exceeding the normal level about 200 
mg/1, was most often detected at the preneurological step of the 
disease as compared with the neurological period (8.8% and 2.3%, 
respectively). 
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РОЛЬ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ В ПАТОЛОГИИ 
ТОЛСТОЙ кишки 
НИИ проктологии Минздрава Республики Армения, Ереван 

За последние годы накопилось достаточно дан-
ных, свидетельствующих о важном патогенетиче-
ском значении нарушений каталитических функций 
моноаминоксидаз (МАО) при многих заболеваниях 
центральной нервной, сердечно-сосудистой систем и 
желудочно-кишечного тракта [17,19]. 

МАО (1.4.3.4-амин:кислород оксидоредуктаза де-
аминирующая) широко представлены во всех орга-
нах человека и млекопитающих [21 ], однако свой-
ства ферментов этой группы в органах и различных 
клетках одного органа значительно различаются 
[16]. 

Функции МАО в организме не ограничены уча-
стием в регуляции внутриклеточного уровня биоген-
ных моноаминов, в обезвреживании токсичных ами-
нов, поступающих в кровоток из кишечника. Наря-
ду с этим продукты дезаминирования биогенных 
аминов, катализируемые МАО (альдегиды, спирты), 
участвуют в регуляции активности ряда окислитель-
ных ферментов и физиологических процессов 
[18,22]. 

В литературе имеются данные, свидетельствую-
щие о наличии прямой корреляционной связи между 
интенсивностью обмена биогенных аминов в клеточ-
ных структурах и степенью активности патологиче-
ского процесса в различных органах [7,9,13]. 

При патологических состояниях возможны не 
только количественные (ингибирование или актива-
ция, иногда с изменением соотношения скоростей 
окисления различных аминов), но и качественные 
нарушения функций МАО, характеризующиеся тем, 
что они приобретают свойства катализировать деза-
минирование азотистых соединений, которые не яв-
ляются субстратами МАО [7 ]. 

Исходя из изложенного выше, мы поставили цель 
изучить активность МАО при функциональных, в 
частности синдроме раздраженной толстой кишки 
(СРТК) [3,15], воспалительных и опухолевых забо-
леваниях толстой кишки. 

Диагнозы больных установлены на основании 
клинических, инструментальных и лабораторно-
морфологических исследований. Обследовано 88 
больных мужчин и женщин в возрасте от 20 до 60 
лет: 24 больных с СРТК, 31 с воспалительными (18 
с неязвенным колитом, 13 с неспецифическим яз-
венным колитом — НЯК) и 33 с опухолевыми (21 
с аденокарциномой, 12 с аденомой) заболеваниями 
толстой кишки. Контролем служили 12 практически 
здоровых лиц. 

М е т о д и к а . Для выделения тромбоцитов к 0,5 
мл цитрата натрия добавляли 4,5 мл исследуемой 
крови, затем центрифугировали в течение 10 мин 
при 200 g и 5°С. Верхнюю фракцию отбирали 
автоматической пипеткой, а эритроциты снова про-
мывали дважды 2 мл 0,15 М NaCl, центрифугируя 
в тех же условиях. Объединенные надосадки цент-
рифугировали еще раз в течение 10 мин при 200 g, 
далее из надосадка осаждали тромбоциты, центри-
фугируя в течение 20 мин при 650 g. Осадок опола-
скивали 0,01 М К-фосфатным буфером рН 7,4 и 

суспендировали в 1 мл 0,01М 2-фосфатного буфера. 
Активность МАО определяли по методике С. 
McEwen, J. Cohen в модификации [5 ]. Для опреде-
ления активности фермента пробирки со шлифован-
ной пробкой, содержащие 0,3 мл 0,4М К, Na-фос-
фатнош буфера рН 7,4, 0,1—0,5 мг белка тромбо-
цитов и 0,1мл 45 мМ бензиламингидрохлорида, 
инкубировали в течение 1 ч при 37°С. Фермента-
тивную реакцию останавливали добавлением 0,2 мл 
1М НС1. Затем к пробам добавляли 3 мл гексана и 
закрытые пробирки встряхивали в шюттель-аппара-
те в течение 4 мин. Верхнюю фазу отбирали авто-
матической пипеткой и при длине волны 241 нм 
спектрофотометрировали. Удельную активность 
(Уд.акт.) выражали числом единиц ферментативной 
активности на 1 мг белка, количество которого 
определяли по методу Лоури [20] и рассчитывали 
по формуле 

296,3-ОП241 
Уд.акт. = — 

где t —время инкубации (в мин); С — количество 
белка в пробе (в мг) ; ОП241 — изменение оптиче-
ской плотности в опыте. Результаты исследований 
обработаны статистически методом Фишера—Стью-
дента [11]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Результаты 
проведенных исследований, характеризующие из-
менения активности МАО тромбоцитов у больных с 
изучаемой патологией толстой кишки, представле-
ны в табл. 1 и 2. 

Т а б л и ц а 1 
Удельная активность МАО тромбоцитов (в нмоль субстрата на 
1 мг белка в 1 мин) больных с функциональными и воспали-
тельными заболеваниями толстой кишки в динамике 

Заболевание 
Активность МАО 

Заболевание 
при поступлении | при выписке 

СРТК (п = 24) 0,6 ±0 ,1 0,85 ±0 ,02 

Р < 0,01 > 0 , 0 5 
Неязвенный колит (п = 8) 0,87 ±0,01 0,90 ±0,01 

Р > 0 , 0 5 >-0,05 
НЯК (л= 13) 1,31 ±0 ,13 0,98 ±0,01 

Р < 0,01 ^ . 0 , 0 5 
Контроль (л = 12) 0,91 ±0 ,03 

Т а б л и ц а 2 
Удельная активность МАО тромбоцитов (в нмоль субстрата на 
1 мг белка в 1 мин) больных с новообразованиями толстой кишки 
в динамике 

Заболевание 
Активность 

Заболевание 
при поступлении перед операцией при выписке 

Аденома (л =12) 0,77 ±0,07 0,88 ±0 ,04 

Р > 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
Аденокарцинома 

(/1 = 21) 1,74 ±0 ,15 1,2 ±0 ,12 1,0 ±0 ,03 

Р < 0 , 0 0 1 <0,001 < 0 , 0 5 
Контроль (л =12) 0,91 ±0 ,03 

По данным 12 анализов, у контрольной группы 
лиц активность МАО тромбоцитов составляла 
0,91 ±0,03 нмоль субстрата на 1 мг белка в 1 мин, 
что близко к величинам, представленным в литера-
туре [5,14]. Как видно из табл. 1, удельная актив-
ность МАО у больных с СРТК при поступлении в 
активной стадии болезни достоверно понижается на 
34% при сравнении с данными контрольной группы. 
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Сравнительное содержание биогенных аминов и активность МАО у больных с функциональными, воспалительными 
и опухолевыми заболеваниями толстой кишки до и после лечения. 
По оси абсцисс — время исследования, нед; по оси ординат — величины соответствующих показателей, % от контроля, принятого за 100%. 
а — СРТК; б — НЯК; в — аденокарцинома; г — аденома. А — адреналин; НА - норадреналин; Сер — ссротонин. 

Анализ полученных данных показывает, что при 
воспалительных заболеваниях толстой кишки, в ча-
стности неязвенном колите и НЯК, наблюдаются 
разнонаправленные сдвиги в активности МАО: при 
неязвенном колите активность фермента колеблется 
в пределах контрольных величин или отмечается 
небольшое ее понижение — на 4% по сравнению с 
данными контрольной группы, а у больных с НЯК 
активность МАО тромбоцитов превышает уровень 
контроля на 44%. 

При сопоставлении данных, полученных при 
изучении активности МАО у больных с функцио-
нальными и воспалительными заболеваниями тол-
стой кишки, обнаруживается зависимость активно-
сти МАО от изменения функциональных свойств 
клеток до появления выраженных морфологических 
признаков — нарастание активности фермента от 
0,6 — 0,87 до 1,31 нмоль субстрата на 1 мг белка в 
1 мин. 

Особый интерес представляло изучение динами-
ки активности МАО и выявление эффективности 
применяемых методов лечения с помощью улучше-
ния указанных показателей, а также на основе 
ведущего значения клинических признаков в комп-
лексе с различными лабораторными и инструмен-
тальными исследованиями. 

Недостаточная эффективность традиционных 
методов лечения СРТК, увеличение числа ал-
лергических реакций при фармакотерапии обуслов-
ливают актуальность поиска новых методов лечения 
указанного заболевания. 

Известен положительный опыт применения игло-
терапии, однако инвазивность этого метода, болезнен-
ные реакции, которыми сопровождается введение игл 
у больных с СРТК, у которых даже нормальные 
импульсы воспринимаются как боль, побудили кли-
ницистов апробировать метод воздействия на биоло-

гически активные точки ультразвуком, что явилось 
более эффективным методом лечения. 

В другой серии исследований больные с СРТК 
были разделены на две группы. Больные 1-й группы 
на фоне базисной терапии получали токи перемен-
ного магнитного поля (ПМП), а 2-й группы — 
вместо ПМП-терапии синусоидальные модулиро-
ванные токи (СМТ), применение которых оказалось 
более эффективным. 

В процессе лечения больных при динамическом 
наблюдении за показателями активности МАО от-
мечается тенденция к их нормализации — как при 
СРТК, так и при неязвенном колите активность, 
повышаясь, достигает 0,90±0,01 и 0,98 ±0,01 нмоль 
на 1 мг белка в 1 мин соответственно. 

При НЯК с наступлением клинической ремиссии 
отмечается понижение удельной активности МАО, 
однако нормальных значений она не достигает. 

Следующим этапом наших исследований явилось 
изучение активности МАО тромбоцитов больных с 
новообразованиями толстой кишки — аденокарци-
номой и аденомой. 

Обследование больных со злокачественными 
опухолями толстой кишки в день госпитализации 
выявило повышение активности МАО на 91% по 
сравнению с контрольной группой, что, по сред-
ним данным 21 исследования, составляет 
1,74±0,15 нмоль субстрата на 1 мг белка в 1 мин 
(см. табл. 2). 

При динамическом наблюдении за изменениями 
активности МАО тромбоцитов в период предопера-
ционной подготовки было отмечено заметное ее 
понижение, что совпадало с некоторым улучшением 
клинической картины заболевания. У оперирован-
ных больных перед выпиской активность МАО имеет 
тенденцию к понижению, 'однако нормальных зна-
чений она не достигает. 
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Т а б л и ц а 2 
Содержание биогенных аминов в крови больных с функциональными, воспалительными и опухолевыми заболеваниями толстой кишки 
в динамике 

Заболевание 
Адреналин, нмоль/л Норадреналин, нмоль/л Серотонин, мкмоль/л 

Заболевание 
до лечения после лечения до лечения после лечения до лечения после лечения 

СРТК (п = 56) 14,74 ±0,25 12,88 ±0,07 13,06 ±0,03 15,96 ±0,1 0,28 ±0,02 0,22 ±0,01 
Р < 0,001 ^0,05 <0,001 < 0,001 < 0,001 > 0,05 

НЯК (п = 25) 15,82±0,3 13,2±0,2 11,23 ±0 ,2 14,43 ±0 ,3 0,13 ±0,02 0,19 ±0,03 
Р <0,001 < 0,001 <0 ,001 ^ 0,001 <0,001 >0 ,05 

Аденокарцинома (п = 30) 22,3 ±0 ,5 13,4±0,2 12,0 ±0 ,4 10,5±0,3 0,32 ±0,05 0,21 ±0,04 
Р 0,001 <,0,001 -10,001 <:o,ooi -£,0,001 >0,05 

Аденома (п=20) 15,6 ±0 ,2 13,5±0,3 16,2 ±0 ,3 17,1 ±0 ,3 0,24 ±0,03 0,21 ±0,02 
Р -<0,001 <0 ,01 <0,001 <.0,01 >0 ,05 >0 ,05 

Контроль (п= 20) 12,5 ±0,1 18,5±0,3 0,20 ±0,02 

Как показывают данные табл. 2, активность МАО 
тромбоцитов у больных с аденомами толстой кишки 
понижается на 15% по сравнению с контрольными 
значениями. После аденомэктомии она нормализу-
ется. 

В исследованиях, проведенных по изучению ак-
тивности МАО тромбоцитов при опухолевых пора-
жениях толстой кишки в зависимости от структуры 
опухоли, статистически достоверных сдвигов не ус-
тановлено. Во всех группах больных с аденомами 
(легкая, умеренная и тяжелая дисплазии) и адено-
карциномой (высокая, умеренная и низкая диффе-
ренциации) активность фермента колеблется в пре-
делах 0,70—0,84 и 1,59—1,89 нмоль субстрата на 
1 мг белка в 1 мин соответственно. 

Из заболеваний толстой кишки, вызывающих 
вторичные изменения ферментативной активности, 
наиболее часто встречаются язвенные колиты и рак 
[4]. 

Своими исследованиями по определению актив-
ности МАО мы попытались частично объяснить не-
которые механизмы регуляции обмена катехолами-
нов и серотонина при патологии толстой кишки. 

На рисунке представлены изменения активности 
МАО и содержания биогенных аминов в зависимости 
от заболеваний толстой кишки. Для повышения 
информативности рисунка дана табл. 3, где сумми-
рованы данные по изучению содержания биогенных 
аминов при патологии толстой кишки, зарегистри-
рованные в наших прежних исследованиях [1 ]. 

Анализ результатов, представленных на рисунке, 
показывает, что у больных с СРТК повышение 
уровня адреналина и серотонина в крови сопровож-
дается понижением активности МАО, свидетельст-
вующим о том, что высокое содержание биогенных 
аминов зависит не только от увеличения выброса в 
кровь, но и от нарушения их метаболизма. 

При НЯК и адренокарциноме толстой кишки [2 ] 
высокое содержание адреналина сопровождается 
значительным повышением активности МАО. По-
видимому, здесь процессы анаболизма превалируют 
над процессами катаболизма, т. е. увеличение со-
держания адреналина, а при аденокарциномах и 
серотонина происходит благодаря активации ключе-
вых ферментов, отвечающих за их биосинтез, — 
тирозин- и триптофангидроксилазы соответственно. 
Известно, что катехоламины и серотонин могут 
активировать циклазные реакции, направленные на 
биосинтез циклических нуклеотидов [12]. Послед-
ние могут участвовать в реакциях фосфорилирова-
ния ферментов, задействованных в биосинтезе био-

активных аминов — тирозин- и триптофангидрок-
силаз. 

В работе [8 ] показано значительное повышение 
содержания серотонина в крови при аденокарцино-
мах, обусловленное не только нарушением процес-
сов инактивации, но и их поступлением из тканей, 
подвергшихся действию бактериальных токсинов, в 
частности за счет разрушения тучных клеток брю-
шины. 

Сопоставление полученных нами результатов с 
данными литературы позволяет подтвердить, что 
окислительное дезаминирование с участием МАО не 
единственный путь биотрансформации биогенных 
аминов, в частности серотонина и норадреналина 
[б]. 

Результаты наших исследований по изучению 
активности МАО и содержания норадреналина в 
крови при функциональных и опухолевых заболе-
ваниях толстой кишки не позволяют однозначно 
интерпретировать причину пониженного уровня но-
радреналина. 

По данным ингибиторного анализа, один тромбо-
цит взрослого здорового человека содержит пример-
но 900 молекул МАО типа Б, но не содержит МАО 
типа А. Поэтому на основании сведений об актив-
ности МАО тромбоцитов нельзя оценивать состоя-
ние в организме МАО типа А, которым принадлежит 
важная роль в обмене нейромедиаторов, в частности 
норадреналина [7]. 

В настоящем исследовании измерялась суммар-
ная активность МАО тромбоцитов человека. По-
скольку известна гетерогенность МАО [10] , можно 
предположить, что при патологии толстой кишки, 
по всей видимости, происходят изменения в соотно-
шении множественных форм МАО тромбоцитов, а 
не суммарной, что представляется целесообразным 
для дальнейших исследований. Подводя общий итог 
исследования, можно полагать, что выявленные из-
менения активности МАО отражают характер кли-
нических проявлений патологического процесса в 
толстой кишке. 
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The activity of monoamine oxidase (MAO) was studied during 
functional, inflammatory and tumoral diseases of the large intestine. 
In the patients with the irritable colon syndrome, the enzymatic activity 
was decreased by 34% at the acute stage of the disease and in those 
with nonspecific ulcerative colitis it was increased by 44%. Follow-ups 
of MAO activity may serve as an indicator of the adequacy and 
efficiency of the treatment performed. 
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A. A. Савченко, С. А. Догадин, К. Г. Ноздрачев 
АКТИВНОСТЬ НАД (Ф)-ЗАВИСИМЫХ ДЕГИД-
РОГЕНАЗ ЛИМФОЦИТОВ И СОДЕРЖАНИЕ 
ГОРМОНОВ В КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ И 
ЛИЦ, ЧАСТО БОЛЕЮЩИХ ОРЗ 

Институт медицинских проблем Севера СО PAMII, Красноярск 

Иммунная система вместе с нервной и эндокрин-
ной формируют гомсостатическую систему организ-
ма, которая, осуществляя постоянный контроль, 
обеспечивает оптимальное состояние для выполне-
ния той или иной функции. Изменение любого звена 
этой гомеостатической системы приводит к проявле-
нию патологии человека. 

Известно, что при многих инфекционных процес-
сах в крови меняется содержание и соотношение 
гормонов и медиаторов. Например, в разгар заболе-
вания острым вирусным гепатитом у детей в крови 

увеличивается содержание кортизола, альдостерона, 
тироксина, снижается концентрация пролактина 
[1 ]. 

В последние годы исследованы некоторые меха-
низмы гормональной регуляции клеточного метабо-
лизма. Так, к гормонам щитовидной железы обна-
ружены рецепторы, расположенные на внешней ци-
топлазматической мембране и непосредственно на 
ДНК [8,9 ]. При этом инкубация клеток с тирокси-
ном (Т4) или трийодтиронином (Тз) приводит к 
увеличению синтеза митохондриальной глицерол-3-
фосфатдегидрогеназы (Г-З-ФДГ) и малик-фермен-
та, усиливается дыхание митохондрий |9—12 ]. Воз-
действие инсулина in vitro на гепатоциты повышает 
образование СО2 в митохондриях, стимулирует син-
тез аминокислот из сукцината, активирует гликолиз 
и липогенез [9,10]. 

В то же время иммунореактивность организма во 
многом определяется состоянием обмена веществ в 
лимфоцитах. Такой иммунодефицит, как гипогам-
маглобулинемия характеризуется снижением ак-
тивности лактатдегидрогеназы (ЛДГ), малатдегид-
рогеназы (МДГ) и кислой фосфатазы [4 ]. Врожден-
ный дефицит глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-
ФДГ) приводит к учащению инфекционных заболе-
ваний, при этом наблюдается снижение розеткооб-
разующей способности лимфоцитов человека с эрит-
роцитами барана [5]. 

Целью данного исследования явилось изучение 
активности НАД (Ф)-зависимых дегидрогеназ в лим-
фоцитах и взаимосвязи ее с содержанием гормонов 
в крови здоровых людей и лиц, часто и длительно 
болеющих ОРЗ. 

М е т о д и к а . Обследованы 2 группы людей в 
возрасте 18—45 лет: 1-я — практически здоровые 
(35 мужчин и 38 женщин) без хронической патоло-
гии, болеющие ОРЗ не чаще 2 раз в год; 2-я — 
здоровые на момент обследования (26 мужчин и 27 
женщин), но болеющие ОРЗ не реже 3 раз в год 
общей продолжительностью не менее 1 мес. Группы 
были составлены на основании результатов анкет-
ного опроса, осмотра врачей-специалистов, данных 
медицинской документации. 

Выделение общей фракции лимфоцитов из веноз-
ной крови осуществляли по общепринятому методу 
в градиенте плотности фиколл—верографин с после-
дующей очисткой от прилипающих клеток [2 ]. Оп-
ределение активности НАД (Ф)-зависимых дегидро-
геназ лимфоцитов проводили биолюминесцентным 
методом [6]. Для этого использовали ферментный 
препарат НАД (Ф) Н: ФМНоксидоредуктаза-люци-
фераза из Photobacterium leognathi (получен в Инс-
титуте биофизики СО РАН, Красноярск). Данным 
методом определяли следующие показатели: актив-
ность Г-6-ФДГ, Г-З-ФДГ, прямую и обратную ре-
акции ЛДГ, прямую и обратную реакции МДГ, 
активность НАДФ- и НАД-зависимых глутаматде-
гидрогенез (НАДФ-ГДГ и НАД-ГДГ). Активность 
дегидрогеназ выражали в ферментативных едини-
цах (1 Е = 1 мкмоль/ мин по [8 ]) на 10 000 клеток. 

Концентрацию гормонов в сыворотке крови —Т4, 
Тз, тиреоглобулина (ТГ), кортизола, инсулина, со-
матотропина (СТГ) — определяли радиоиммунохи-
мическими методами с использованием коммерче-
ских тест-наборрв. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е . Данные об 
активности НАД (Ф)-зависимых дегидрогеназ лим-
фоцитов и содержании гормонов в сыворотке крови 
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Т а б л и ц а 2 
Активность Н АД (ф)-зависимых дегидрогеназ лимфоцитов и содержание гормонов в крови здоровых людей и лиц, часто и длительно 
болеющих ОРЗ (М* т) 

Показатель Здоровые (п - 73) 
Часто и длительно болеющие ОРЗ 

(п - 53) 

Г-6-ФДГ "Ч 6,57 ±1 ,23 3,25 ±0,45** 
Г-З-ФДГ 1,78 ±0,17 1,65 ±0 ,18 
Прямая реакция: 

ЛДГ l мкЕ/10 ООО клеток 28,58 ±2 ,53 20,39 ±2,23** 
МДГ > 82,93±9,31 55,91 ±6,26** 

НАДФ-МДГ 17,55 ±1 ,65 15,84 ±1 ,60 
НАДФ-ГДГ J 4,85 ±0,61 3,61 ±0 ,48 
НАД-ГДГ J 10,14±1,28 5,13 ±0,64*** 
Обратная реакция: 

ЛДГ 193,96 ±17,03 146,89±18,91* 
МДГ 306,64 ±18,04 265,34 ±21,71 

T4, нмоль/л 131,03 ±3,41 133,60 ±4 ,14 
Тз, нмоль/л 1,64 ±0 ,05 1,63 ±0 ,06 
ТГ, нг/мл 35,86 ±4,49 23,86±3,71** 
Кортизол, нмоль/л 469,99 ±22,43 440,58 ±29,89 
СТГ, нг/мл 5,44 ±1,37 2,52 ±0,42** 
Инсулин, пмоль/л 181,65 ±11,91 173,77 ±114,30 

П р и м е ч а н и е . Одна, две и три звездочки — статистическая достоверность различий при 90, 95 и 99% уровнях значимости 
соответственно. 

представлены в табл.1. Обнаруженные различия в 
активности исследуемых ферментов лимфоцитов пе-
риферической крови у здоровых людей и лиц, часто 
и длительно болеющих ОРЗ, позволяют оценить 
физиологическое состояние иммунокомиетентных 
клеток. Так, снижение активности Г-6-ФДГ — клю-
чевого фермента пентозофосфатного цикла — мо-
жет привести к меньшему образованию НАДФН и 
рибозо-5-фосфата — важных компонентов для мно-
гих синтетических процессов (синтеза РНК, ДНК, 
липидов и др.) 18,9]. Ингибирование прямой и 
обратной реакции ЛДГ, с одной стороны, свидетель-
ствует об ослаблении способности иммунокомпетен-
тных клеток у лиц, часто и длительно болеющих 
ОРЗ, метаболизировать эндогенный лактат при 
аэробном дыхании, с другой — о снижении возмож-
ности окисления цитоплазматического НАДН, что 
может вести к постоянному ингибированию глико-
лиза на уровне гексокиназы и фосфофруктокиназы 
[8,13]. Нарушение обмена веществ в цитоплазме 
может отражаться на внутримитохондриальных 
процессах, ингибирование которых и выявляется 
через понижение уровня прямой реакции МДГ. О 
недостаточной активности внутримитохондриаль-
ных процессов дополнительно свидетельствует ин-
гибирование окислительного дезаминирования глу-
тамата НАД-ГДГ. Необходимо отметить, что окис-
ление глутамата и малата влияет на процессы окис-
лительного фосфорилирования [8 ]. Следовательно, 
изменение метаболических реакций в лимфоцитах 
у лиц, часто и длительно болеющих ОРЗ, ведет к 
изменению синтетических и энергетических процес-
сов, в результате нарушается общее физиологиче-
ское состояние клеток. 

Содержание гормонов в крови у обследованных 
находилось в пределах физиологической нормы (см. 
табл. 1). Однако у лиц, часто и длительно болеющих 
ОРЗ, выявлена более низкая концентрация ТГ и 
СТГ. 

Для изучения взаимосвязи между содержанием 
гормонов и активностью НАД (Ф)-зависимых дегид-

рогеназ лимфоцитов использовалась модель множе-
ственной линейной регрессии (табл. 2). Уравнения 
регрессии рассчитывали для каждого фермента (за-
висимая переменная), в качестве влияющих пере-
менных — концентрация гормонов в сыворотке 
крови. Статистическую достоверность коэффициен-
тов множественной регрессии подсчитывали с по-
мощью критерия Фишера [7 ]. Наиболее значимым 
показателем регрессионной модели принимался тот 
показатель, у которого коэффициент регрессии по 
критерию Фишера имел максимальный статистиче-
ский вес. 

Анализ уравнений регрессии показал, что наи-
большее влияние на активность исследованных фер-
ментов оказывают гормоны щитовидной железы (см. 
табл. 2). Возможно, это связано с тем, что воздей-
ствие Т4 и Тз на процессы обмена веществ многооб-
разно: модуляция углеводного, липидного и белко-
вого обмена [9,10]. Однако на активность одного и 
того же фермента у здоровых людей и лиц, часто и 
длительно болеющих ОРЗ, наибольшее влияние 
оказывают разные гормоны. Только при обратной 
реакции ЛДГ в качестве зависимой переменной Тз 
является основным влияющим показателем и у здо-
ровых людей, и у лиц, часто и длительно болеющих 
ОРЗ. Но в данном случае у последних наблюдается 
инверсия знака коэффициента регрессии. Следова-
тельно, если у здоровых людей регрессионная мо-
дель выявляет ингибирующее влияние Тз на актив-
ность обратной реакции ЛДГ, то у лиц, часто и 
длительно болеющих ОРЗ, с увеличением концент-
рации гормона в крови уровень данной реакции в 
лимфоцитах возрастает. Анализ зависимостей ак-
тивности НАД (Ф) -зависимых дегидрогеназ лимфо-
цитов от содержания гормонов в крови позволяет 
обнаружить и другие случаи изменения знака коэф-
фициентов множественной регрессии. Например, 
уровни МДГ, НАДФ-МДГ, обратных реакций ЛДГ 
и МДГ у здоровых людей и лиц, часто и длительно 
болеющих ОРЗ, изменяются противоположно под 
влиянием Т4, Тз и ТГ. Константу модели множест-
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Т а б л и ц а 2 
Регрессионная зависимость активности дегидрогеназ лимфоцитов от уровня гормонов в крови у здоровых людей (в числителе) и лиц, 
часто и длительно болеющих ОРЗ (в знаменателе) 

Показатель Во 
«ш 

Показатель Во т4 1 тз 1 тг кортизол стг инсулин 

Г-6-ФДГ 15,02 0,02 - 4 , 4 2 0,03* -0 ,01 - 0 , 0 2 - 0 , 0 2 
—1,65 0,06* —2,39 0,03 0,01 0,18 - 0 , 0 1 

Г-З-ФДГ 7,88 - 0 , 0 1 — 0,17 —0,02 — 0,01* - 0,03 — 0,01 
0,66 0,01 —1,34* 0,01 0,01 0,20 0,01 

Прямая реакция: 
ЛДГ 98,07 — 0,05 —18,15* —0,07 0,01 - 0 , 5 8 - 0,08 

—4,00 0,25* —16,65 0,55 одю 3,51 - 0 , 0 3 
МДГ 177,03 - 0 , 0 7 * 68,12 - 0 , 1 9 —0,19 0,61 - 0 , 0 6 

112,18 0,17 —38,10] 1,21 - 0 , 0 3 4Д)8 - 0 , 2 0 * 
НАДФМДГ 54,34 - 0 , 2 3 * 11,86 - 0 , 0 6 0,01 — 0,38 - 0 , 0 4 

30,81 0,07 - 2 4 , 3 4 * 0,13 0Д)2 3,40 - 0 . 0 2 
НАДФ-ГДГ 9,38 —0,01 —0,14 - 0 , 0 1 0,00 - 0 , 0 5 - 0 , 0 2 * 

- 0 , 4 5 0,00 3,63 - 0 , 1 2 * о7о7 1,55 - 0 , 0 1 
ИАД-ГДГ 87,54 0,04 — 9,50 —0,25 —0,06* — 0,24 - 0 , 0 4 

—1,97 (йм 6,00* —0,05 - 0 , 0 1 0,99 0,01 
Обратная реакция: 

ЛДГ 600,1 1,93 — 266,3* —0,34 —0,20 — 1,80 —0,79 
153,6 —1,30 152,1* 1,55 —0,26 6,66 —0,13 

МДГ 501,0 1,6* - 1 6 3 , 6 * — 0,41 •—0,09 —2,78 — 0,41 
573,8 - 1 , 4 4 21,63 1,49 —0,32* - 4 , 5 6 - 0 , 2 3 

П р и м е ч а н и е . Во — константа регрессии; Вщ — коэффициент множественной регрессии. Звездочкой отмечены наиболее значимые 
показатели в рс!рессионной модели. 

венной регрессии можно трактовать как исходный 
уровень активности ферментов при отсутствии ре-
гуляторных воздействий исследуемых гормонов. В 
этом случае у лиц, часто и длительно болеющих 
ОРЗ, начальный уровень активности ферментов 
лимфоцитов ниже, чем у здоровых людей (за иск-
лючением обратной реакции МДГ). 

Выявленный нами характер влияния исследуе-
мых гормонов на активность НАД (Ф)-зависимых 
дегидрогеназ лимфоцитов у лиц, часто и длительно 
болеющих ОРЗ, не всегда соответствовал описанно-
му в литературе. Известно, что под воздействием Тз 
возрастает экспрессия генов НАДФ-МДГ и митохон-
дриальной Г-З-ФДГ (ФАД-зависимой), участвую-
щей -глицерофосфатном водородном шунте ми-
тохондрий [10—12]. При этом если отрицательные 
коэффициенты регрессии между Тз и Г-З-ФДГ у 
здоровых людей и лиц, часто и длительно болеющих 
ОРЗ, отражают физиологически нормальный ответ 
клеток на воздействие (активация ^-глицерофос-
фатного шунта происходит за счет повышения уров-
ня восстановления диоксиацетонфосфата до глице-
рол-3-фосфата цитоплазматической Г-З-ФДГ и ин-
гибирования реакции окисления глицерол-3-фосфа-
та [8 ], по которой определяли активность фермента 
в исследовании), то отрицательная регрессия между 
Тз и НАДФ-МДГ у лиц, часто и длительно боле-
ющих ОРЗ, выражает нефизиологическую взаимо-
связь данных показателей, так как увеличение экс-
прессии гена должно приводить к активации фер-
мента, что и определяется у здоровых людей поло-
жительным знаком коэффициента регрессии. Даль-
нейший анализ уравнений множественной регрессии 
позволит выявить и другие примеры различий мо-
дулирующего влияния исследуемых гормонов на 
активность НАД (Ф) -зависимых дегидрогеназ лим-

фоцитов у здоровых людей и лиц, часто и длительно 
болеющих ОРЗ. По этому поводу можно высказать 
два предположения. Во-первых, к настоящему вре-
мени на лимфоцитах выявлены рецепторы практи-
чески ко всем гормонам и медиаторам организма 
[3,9]. В то же время в нашем исследовании для 
построения регрессионной модели использовано со-
держание лишь нескольких основных гормонов. Во-
вторых, частая антигенная стимуляция лимфоцитов 
вызывает изменения их метаболизма, что и выявля-
ется, в частности, при исследовании активности 
НАД (Ф)-зависимых дегидрогеназ. Возможно, что 
выявленные и невыявленные нарушения в обмене 
веществ иммунокомпетентных клеток у лиц, часто 
и длительно болеющих ОРЗ, и приводят к неадек-
ватному ответу на воздействие гормонов (в сравне-
нии со здоровыми людьми). К сожалению, данное 
исследование не позволяет дифференцировать тот 
участок функциональной системы гормон—рецеп-
тор—вторичный мессенджер—эффектор—метабо-
лический ответ, где могут быть нарушения, изменя-
ющие ответ клеток на гормональные воздействия. 

Таким образом, у здоровых людей и лиц, часто 
и длительно болеющих ОРЗ, обнаружены различия 
в величине некоторых гормональных показателей 
крови и в уровнях активности НАД (Ф)-зависимых 
дегидрогеназ лимфоцитов. С нашей точки зрения, 
снижение уровней исследуемых НАД (Ф)-зависи-
мых дегидрогеназ иммунокомпетентных клеток у 
лиц, часто и длительно болеющих ОРЗ, может быть 
отражением нарушений обмена веществ как в клет-
ках иммунной системы в частности, так и в организ-
ме в целом. Прй помощи уравнений множественной 
регрессии выявлены нарушения гормональной регу-
ляции активности НАД (Ф)-зависимых дегидрогеназ 
лимфоцитов, что отражает нарушение взаимосвязей 
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между иммунной и эндокринной системой. Измене-
ние обмена веществ иммунокомпетентных клеток и 
регуляторных влияний эндокринной системы явля-
ется, возможно, основной причиной снижения им-
мунореактивности (увеличивается склонность к ча-
стым ОРЗ у обследуемых). Поэтому для повышения 
иммунореактивности организма лиц, часто и дли-
тельно болеющих ОРЗ, необходимо не только ис-
пользовать иммунокорригирующие методы, опреде-
ляющие выброс в кровь дополнительного числа ме-
таболически слабых лимфоцитов, но и проводить 
терапию, активирующую обменные процессы в ор-
ганизме. 
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The activity of NAD (P)-dependent lymphocyte dehydrogenases 
and their correlation with the blood levels of hormones was studied in 
healthy individuals and patients with frequently recurrent acute 
respiratory diseases. There were decreases in the activity of glucose-
6-phosphate-, malate-, NAD-dependent glutamate dehydrogenases 
and direct and reverse reactions catalyzed by lactate dehydrogenase. 
In the blood of the examinees, the content of the hormones was similar 
to the physiological values; however, a decrease in content of 
thyroglobulin and somatotropin was found in the patients with acute 
respiratory disease. A model of multiple linear regression was applied 
to study the interrelationships between the content of hormones and 
the activity of the NAD (P)-dependent lymphocyte dehydrogenases. 
Dissimilar alterations in the activity of these enzymes and in their 
correlation with the content of hormones as compared with those in 
healthy persons suggest that decreased rates of immunoreactivity in 
the patients with acute respiratory disease determined by impairments 
in immunocompetent cell metabolism and in relationships between the 
immune and the endocrine systems. 


