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Известно, что витамин А необходим для поддерживания роста, зрения, 
размножения и дифференциации эпителиальной ткани. При его недоста-
точности нормальный цилиндрический эпителий, снабженный ресничками 
и образующими слизь клетками (например, в трахее), предохраняющими 
от инфекции и других вредных агентов, заменяется чешуйчатыми клетками, 
лишенными ресничек и не продуцирующими слизь. Степень этой чешуйча-
той метаплазии всегда параллельна тяжести и продолжительности недоста-
точности витамина А. Мета пластические изменения при последней подобны 
тем, которые предшествуют неоплазии эпителия кожи, бронхов, трахеи, 
кишечника, желудка, матки и протока поджелудочной железы 11, 21. Это 
указывает на возможность применения высоких доз витамина А при профи-
лактике и устранении иеопластических изменений 1.3, 41. 

Проведенные опыты показали, что высокие пероральные дозы вита-
мина А (ретинилпальмитата) предупреждали и тормозили развитие у хо-
мяков карциномы желудка 15], у мышей папилломы кожи 16], вызванных 
7,12-диметилбензантраценом, или папилломы Шоппа у кроликов, обуслов-
ленной вирусом [71. Однако высокие дозы витамина А сильно вредят раз-
витию эмбриона 18]. Избыток этого витамина вызывает в эпидермисе повы-
шенную кератинизацию и превращение фолликулов волос в железы, выде-
ляющие слизистые вещества, а также быструю потерю ими гликогена 191. 
В печени крыс с гипервитаминозом повышено содержание гликогена ПО] 
и общих липидов [11]. Токсические явления при избытке витамина А отме-
чены многими исследователями. 

Клинические исследования показали, что пациентов с установленным 
кератозом кожи или карциномой основных клеток можно успешно изле-
чить местным применением витамин А кислоты (ретииоевой кислоты) 112]. 
Процесс кератинизирующей чешуйчатой метаплазии эпителия трахеи и 
бронхов с потерей секретирующих слизь клеток, обнаруживаемый у крыс 
и хомяков с недостаточностью витамина А, также очень близок к вызван-
ному некоторыми химическими канцерогенами 12]. Однако не все эпителии 
реагируют на недостаток витамина А одинаково: эпидермис становится 
ороговевшим, а слизистая оболочка кишечника не проявляет кератиниза-
ции и теряет часть своих бокаловидных клеток. Тем не менее систематиче-
ское введение витамина А восстанавливает способность того и другого эпи-
телия нормально функционировать. 

Значение связи репгиноидов с белкам,и. Д л я проникновения в клетки 
ретиноиды, так же, как и другие витамины и гормоны, требуют связывания 
с рецептором (специфическим белком). Белок, связывающий и транспорти-
рующий ретинол (РСБ), был выделен из сыворотки человека. В свою оче-
редь он образует комплекс с преальбумииом. Молекулярная масса этого 
комплекса оказалась равной 85 ООО, преальбумииа 64 ООО, а белка, свя-
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зывающего ретинол, 21 ООО [13]. Преальбумин стабилизирует РСБ в сы-
воротке [14]. Транспортный белок сыворотки, связывающий ретинол, поч-
ти также эффективно связывал ретиноевую кислоту [15]. В тканях крыс 
тоже был найден специфический РСБ [16]. Он отличался от сывороточного 
РСБ и тканевого белка, связывающего ретиноевую кислоту как по молеку-
лярной массе, так и по распределению в тканях. Молекулярная масса 
тканевого РСБ .14 ООО, а тканевого белка, связывающего ретиноевую кис-
лоту, оказалась равной 14 500. Кишечник, почки, печень, легкое и селезен-
ка содержат РСБ, но лишены белка, связывающего ретиноевую кислоту. 
Конкурентные опыты показали, что ретинол не вытесняет радиоактивной 
ретиноевой кислоты из связанного с белком состояния и наоборот, эта кис-
лота не вытесняет меченого ретинола, связанного со специфическим РСБ 
[16]. Это указывало на различия этих тканевых белков. Установлен парал-
лелизм между способностью цис-изомеров ретинола связываться с клеточ-
ным (тканевым) РСБ и стимулировать рост крыс с недостаточностью вита-
мина А [17]. 

Давно отмечена связь витамина А с образованием и распадом белков. 
Применение тканевых культур для изучения влияния этого витамина на 
обмен нуклеиновых кислот показало, что добавление его к культуре эпи-
дермальных клеток новорожденных мышей резко повышало синтез Р Н К 
[18]. Недостаточность витамина А не только понижала содержание Р И К , 
но и изменяла свойства образованной Р Н К . Например большинство моле-
кул Р Н К , образованных в эпителии трахеи хомяков с недостаточностью ви-
тамина А, имели более высокую электрофоретическую подвижность, чем 
Р Н К трахеи нормальных хомяков [19]. 

Повышение количества Р Н К , Д Н К и белка в культуре эпидермальных: 
клеток мыши и трахеи хомяков, вызванное добавлением витамина А или его 
производных, протекало параллельно уменьшению процента клеток с 
кератином и кератогиалиновыми гранулами в культуре 120]. 

Из трех типов культуры клеток: лимфоцитов человека, эпидермальных 
клеток морской свинки и фибробластов морской свинки ретиноевая кислота 
стимулировала синтез Д Н К только в культуре эпидермальных клеток [21]. 

Специфический белок, связывающий ретиноевую кислоту, был найден 
в ряде нормальных тканей и опухолей. Хотя видовой вариабельности в рас-
пределении такого белка не обнаружено, однако в тканях молодых живот-
ных, особенно в эмбрионах, содержание белка, связывающего ретиноевую 
кислоту, выше, чем в тканях взрослых. Так, белок, связывающий ретиное-
вую кислоту, выявлен в изобилии в мозге эмбрионов и молодых животных, 
но не определяется в мозге взрослых крыс и мышей. Этот белок обнаружен 
в небольших количествах в мочевом пузыре, предстательной железе, мат-
ке, трахее и молочной железе крыс и мышей [22]. 

Хотя белок, связывающий ретиноевую кислоту, в здоровом легком1 

отсутствовал, его находили в карциноме легкого и молочной железы че-
ловека [23]. 

Способностью связываться с этим специфическим белком обладают 
только ретиноевая кислота и ее аналоги со свободной карбоксильной 
группой. На эпителии кожи плюсны 13-дневного эмбриона цыпленка уста-
новлено, что среди аналогов ретиноевой кислоты наиболее активен цикло-
пентениловый, так как он наиболее активно конкурировал за связывающее 
место на белке и обладал наибольшей активностью в предупреждении че-
шуйчатой метаплазии [24]. Менее активные а-ретиноевая кислота и триме-
тилметоксифениловый аналог слабее связывались со специфическим бел-
к о м 125]. Т а к и м о б р а з о м , а н т и о п у х о л е в а я а к т и в н о с т ь з а в и с е л а о т с в я з ы в а -
ния ретиноевой кислоты со специфическим белком. 

Антиканцерогенная активность различных рстиноидов. Снижение у 
крысы содержания витамина А в слизистой оболочке кишечника с транс-
плантированной аденокарциномой ее [26] показывает, что недостаток этого 
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витамина оказывает непосредственное влияние на образование и развитие 
опухоли. 

Несмотря на установленное терапевтическое действие ретиноидов, ис-
пользование их в предупреждении пренеоплазии и иеоплазии ограничено 
вследствие их токсического побочного действия. Это побудило синтезиро-
вать аналоги природных ретиноидов, которые бы эффективно предупрежда-
ли пренеоплазию и были лишены токсичности. В качестве исследуемого объ-
екта использовали культуру органа предстательной железы мыши [27], 
эксплантат эпителия кожи эмбриона цыпленка 128] или пролиферат мыши-
ных Ь2 9 У-клеток [29]. Наиболее приемлемой оказалась культура предста-
тельной железы мыши с гиперплазией, вызванной Ь1-метил-№-нитро-Ы-
нитрозогуаиидином (МННГ), на которой исследовалась антигиперпласти-
ческая активность |3-ретиноевой кислоты и 9 синтезированных аналогов 
(ретиноидов) 127]. Через 8—10 дней, когда большинство трансплантатов 
обнаружило гиперплазию, карциноген удаляли и трансплантат инкубиро-
вали в контрольной среде и среде, содержащей разные концентрации рети-
ноида. Антимитотическую активность ретиноида, введенного в культуру , 
сравнивали с активностью ретиноевой кислоты (табл. 1). Метилкетоцикло-

Т а б л и ц а 1 

Сравнительная антнгиперпластическая активность различных ретиноидов | 27| 

Исследуемое с о е д и н е н и е 
Д о з а , моль 
в промытой 

среде 

Митотимеск а я активность (М ± га) 

Исследуемое с о е д и н е н и е 
Д о з а , моль 
в промытой 

среде 

после введения 
рети ноида 

в контроле, обработанном 
1 мкг МЫЫГ/мл среды 

Исследуемое с о е д и н е н и е 
Д о з а , моль 
в промытой 

среде 
через 

10 дней 
через 

| 1 2 дней 
через 

10 дней 
через 

1 2 дней 

Р-Ретиноевая кислота 1 , 7 X 1 0 - ° 4 4 ± 9 56 ± 6 216±28 216±28 
Мети л кетоци к л опен те и и л о в ы й 

аналог ретиноевой кис-
лоты 6,1 х ю - 7 123—20 62=!= 36 216—28 216—28 

1 -Мстоксиэтилциклопентс-
ниловый аналог ретиное-
вой кислоты 6, IX ю - 7 72—25 166=!= 37 216—28 216—28 

Ретин ил-метиловый эфир 3 , 3 X 1 0 - ° 132— 78 100=!= 40 459=!= 100 554=!= 113 
Т р и мет и л м сто кс и фе и и л ов ы й 

аналог ретиноевой кисло-
ты 3,1 X 10 151=!= 65 83=!= 34 218—45 325=!= 50 

N - а цет и л - рети и ил а м и и 3,1 X К ) - (i 216=?= 28 230=!= 72 459± 109 554±113 
Ре тинала цс1ти лгидр азои 3,1X10-® 206±81 153±49 368±83 312±58 
Ретинальоксим 3 , 3 X 1 0 - ° 92=!= 47 244±62 368±83 312±58 
X лор отр и мети лфе и и л овы й 

аналог ретиноевой кисло-
ты 3,1Х ю - • 202=!= 49 190=!= 78 236=!= 56 318=!= 69 

a-Р ети пила цета т 3,1 х 1 0 - 6 170=!= 45 290—52 283=!= 102 225—27 

пентениловый и 1-метоксиэтил-циклопентениловый аналоги ретиноевой 
кислоты были примерно в 50 раз активнее, чем ретиноевая кислота, в устра-
нении гиперплазии, вызванной №метил-№-нитро-К-нитрозогунидином. 
Триметилметоксифениловый аналог ретиноевой кислоты и ретинилметило-
вый эфир, были значительно более активны, чем ретиноевая кислота. Три 
аналога: N-ацетилретиниламин, ретинилацетилгидразон и ретинальоксим 
обладали одинаковой с ретиноевой кислотой активностью. Хлоротриметил-
фениловый аналог проявил меньшую активность, чем p-ретиноевая кисло-
та, а а -ретинилацетат оказался полностью неспособным тормозить ми-
тоз [27]. 

При оценке антиопухолевой активности аналогов витамина А по тор-
можению дифференциации и кератииизации эпителия кожи плюсны 13-днев-
ного эмбриона цыпленка в культуре ткани (которое можно рассматривать 
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как премалигнизацию) установлено отношение активностей, близкое к 
указанному в табл. I (табл. 2). 

Из всех исследованных ретиноидов метилкетоциклопентениловый ана-
лог ретиноевой кислоты при испытании в обеих культурах (предстательной 
железы мыши и эпителии кожи плюсны эмбриона цыпленка) оказался наи-
более активным, а а-ретинилацетат наименее активным. 

Кроме указанных ретиноидов, синтезированы полностью транс-9-
(4-метокси-2,3,6-триметил-фенил)-3,7-диметил — 2,4,6,8-нонатетраеновая 
кислота и ееэфиры. Этиловый эфир этой кислоты, названный ароматическим 
ретииоидом (RolO-9359), сравнивали по антиопухолевой и гипервитаминоз-
ной (токсической) активности с ретиноевой кислотой [30]. Антиопухолевая 
активность определялась дозой, вызывающей 50% устранение кожных 
папиллом (и карцином), вызванных у мышей смазыванием кожи спины 
7,12-диметилбензантраценом и кротоновым маслом. 

Т а б л и ц а 2 

Торможение премалигиизации кожи плюсны 13-дневного эмбриона цыпленка разными 
perинойдами1281 
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(J-Ретиноевая кислота 4 , 3 X 1 0 - ° 14 57 29 
(З-Ретиноевая кислота 1,7Х 10- 5 0 0 100 100 4 , 3 X 1 0 - 6 

а-Ретиноевая кислота 100 2,2Х 10" ° 
Метилретипоат 100 1 , 1 X 1 0 - ° 
Метилкетоциклопентени-

ловый аналог ретиное-
вой кислоты 100 5 , 5 X 1 0 " 7 

Т р и мети лмето ксифе и и л о -
вый аналог ретиноевой 
кислоты 100 з , о х ю - ° 

(5- Рети и ил ацетат 1 , б х ю - 5 29 — 50 71 1 ,GX 10" 5 

Ретинол 1,8Х Ю - 5 23 54 14 78 1,8Х Ю - 5 

а-Ретинилацетат 3,3X 1 0 " 5 0 1 ,ЗХ 10—4 

Терапевтическая активность ароматического ретиноида оказалась в 
10 раз выше, чем (3-ретиноевой кислоты. 

Отмечено, что этерификация ретиноидов значительно понижает их ток-
сические свойства [31], а следовательно, повышает терапевтическое зна-
чение. Это видно на примере более высокой терапевтической активности 
метилретиноата по сравнению с ретиноевой кислотой, (см. табл. 2) и ме-
тилового или бутилового эфира ретинола по сравнению со свободным 
ретинолом 131]. Однако, как будет указано в следующем разделе, при двух-
стадийном канцерогенезе ретиииловые эфиры оказались слабо активными. 
Терапевтического эффекта не обнаружено также при местном применении 
ретинилпальмитата в период прогрессирующей стадии развития опухоли 
1.32] или при пероральном введении высоких доз ретинилацетата после вве-
дения канцерогена [33]. 

Механизм антиопухолевого действия ретиноидов. Местное применение 
ретиноидов вызывает через 2 дня в опухолях кожи (кератоакантоме) обра-
зование соединений клеточных полостей, которое затем расширяется. Сое-
динение полостей наступает, когда увеличено количество грубых поверх-
ностей эндоплазматического ретикулума и цистерн Гольджи. Это раннее 
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появление соединительных полостей облегчает метаплазию слизистой обо-
лочки и способствует ей 134]. 

Цистерны Гольджи служат местом образования веществ, создающих 
слизь [351, и синтеза гликопротеинов. Количество слизи ограничено в 
нормальном эпителии и очень заметно в опухоли. В кишечнике ретиноиды 
требуются для образования бокаловидных клеток, секретизирующих 
слизь [36]. 

Биохимические исследования метаплазии кератоакантомы уха кролика 
показали, что местное применение ретиноевой кислоты через 48 ч стимули-
ровало в 2—3 раза включение С14-глюкозамина и в 10 раз включение 
Н3-фукозы в гликопротеины [37]. Синтез содержащих фукозу гликопротеи-
нов особенно важен, так как фукоза характерна для секретируемых глико-
протеинов и не обменивается с другими сахарами 1381. В то же время 
уменьшение размеров папилломы при внутрибрюшинном введении аромати-
ческого ретиноида приписывают потере отростков и образованию некрозов 
в опухоли. В противоположность неспособности повышать синтез Д Н К 
в папилломе ароматический ретиноид стимулировал синтез Д Н К в нор-
мальной коже [39]. 

Наиболее приемлемым механизмом антиопухолевого действия ретино-
идов является торможение активности ориитиндекарбоксилазы (КФ4,1, ], 17), 
образующей токсический диамин — путресцин 140]. Предпосылками для 
этого служат следующие факты. В клетках и тканях с вызванной пролифе-
рацией активность энзимов, образующих полиамины, повышена [41, 42]. 
Малигнизация повышает активность этих энзимов и содержание продуктов 
их деятельности: путресцина, спермидина и спермина [431. 

Известно, что кротоновое масло служит хорошим активатором кожных 
опухолей, вызванных низкими дозами канцерогена 1441. Из этого масла 
выделены 12,13-диэфиры форбола [45], из которых 12-0-тетрадеканоилфор-
бол-13-ацетат наиболее активно стимулировал образование кожной опу-
холи 146] и в то же время синтез Р Н К , белка и Д Н К в эпидермисе кожи 
мыши 147]. В то же время активация энзимов, образующих полиамииы, и 
увеличение их концентрации в клетках являются необходимой особен-
ностью пренеоплазии кожи мыши 148]. Однократное местное приме-
нение 12-0-тетрадекаиоилфорбол-13-ацетата вызывало быстрое и значи-
тельное (примерно в 250 раз) повышение активности ориитиндекарбоксила-
зы, тогда как активность другого фермента биосинтеза полиаминов -
5-аденозил-1-метиоииндекарбоксилазы возрастала слабо и медленно [49]. 
Установлена хорошая согласованность между способностью форболовых 
эфиров активировать опухоли кожи in vivo и стимулировать синтез Д Н К , 
а также индуцировать активность ориитиндекарбоксилазы в клетках эпи-
телия in vi t ro [50]. Высокие канцерогенные дозы углеводородов вызывали 
такую же высокую активность ориитиндекарбоксилазы и слабо влияли на 
Б-аденозил-Ьметиониндекарбоксилазу, как и 12-0-тетрадеканоилфорбол-13 
ацетат. Наоборот, гиперпластические агенты почти не повышали актив-
ности ориитиндекарбоксилазы, но увеличивали активность Б-адеиозил-Ьме-
тиониндекарбоксилазы [49]. Местное применение ретиноевой кислоты при-
водило к сильному торможению активности ориитиндекарбоксилазы в эпи-
телии мыши, вызванной 12-0-тетрадекаиоилфорбол-13-ацетатом. Степень 
торможения зависела от дозы и длительности применения ретиноевой кис-
лоты. При этом активность 5-аденозил-1-метиоииндекарбоксилазы не угне-
талась. Испытание других ретиноидов показало, что наибольшей эффектив-
ностью как в снижении активности ориитиндекарбоксилазы, так и в тормо-
жении образования папиллом у мышей обладала ретиноевая кислота и 
наименьшей — ретиниловые эфиры [40]. 

Применение ретиноидов в профилактике и терапии опухолей. Профи-
лактику и терапию опухолей кожи, вызванных канцерогенами, успешно 
проводили ретиноевой кислотой и ее аналогами [51]. Применение фторураци-
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ла в комбинации с ретиноевой кислотой вызывало более активное разруше-
ние кожной опухоли, чем раздельное их использование [52]. 

Д л я устранения раздражения кожи при местном применении ретинои-
дов и токсичности их в высоких дозах разработан метод создания п о в ы ш е н -
ных отложений витамина А в организме. Это достигалось ежедневными инъ-
екциями взрослой крысе по 50 ООО ME ретинилпальмитата в течение 12 дней 
[53]. Крысы с таким высоким запасом витамина А, отложенным в печени, 
были устойчивы к воздействию 7,12-диметилбензантрацена на кожу. Эпи-
дермальиая гистология после воздействия ретинилпальмитата и 7,12-ди-
метилбензантрацена была подобна таковой в областях, подверженных дей-
ствию одного ретинилпальмитата. Кератинизация оказалась заторможен-
ной, клеточной атипии и повреждения клеток с метаплазией слизи не от-
мечено [54]. 

Ретиноиды тормозят возникновение не только опухолей кожи и эпите-
лия , но и новообразований других органов, в частности молочной железы. 
Экспериментальные злокачественные опухоли молочной железы возникают 
в 100% случаев при внутрибрюшинном введении 20 мг 7,12-диметилбенз-
антрацена 50—65-дневной крысе-самке. Включение в рацион ежедневно по 
2,5 мг ретинилацетата крысам, начиная с 7-го дня после внутрибрюшинной 
инъекции 2,5,5 или 15 мг 7,12-диметилбензантрацена снижало частоту воз-
никновения доброкачественной опухоли молочной железы соответственно 
на 37, 30 и 31%. Частота заболеваний аденокарцииомой молочной железы, 
индуцируемой 7,12-диметилбензантрацеиом, снижалась с введением 2,5 мг 
ретинилацетата на 52% [551. Однако последний обладал большой токсич-
ностью, поэтому был синтезирован менее токсичный метиловый эфир ре-
тинола, который можно применять в более высоких дозах 156]./ 

3 а к л ю ч е н и е 

Антиопухолевое противодействие ретиноидов химическим канцероге-
нам и их активаторам не дает основания считать это действие конкурент-
ным или цитостатическим. Установлено, что ретинилметилат более активен 
и менее токсичен, чем ретииилацетат, хотя оба эфира имеют одинаковый 
ретиниловый остаток. Неясно также, почему циклопентениловые аналоги 
ретиноевой кислоты сильнее тормозят кератинизацию эпителия кожи и ги-
перплазию предстательной железы, чем сама ретиноевая кислота, и почему 
антиопухолевая активность триметилметоксифенилового аналога ретиное-
вой кислоты и его этилового эфира (ароматического ретиноида) выше, чем 
самой кислоты. В данном случае структурное родство имеет мало отноше-
ния к антиопухолевой активности. А-витаминная активность также не кор-
релирует с антиопухолевой, поскольку ароматический ретиноид, в кото-
ром р-иононное кольцо заменено бензольным, лишен витаминной, но обла-
дает сильной антиопухолевой активностью, а ретиноевая кислота, не спо-
собная поддерживать зрение и размножение, обладает более сильной анти-
опухолевой активностью, чем ретинол. 

Связан ли механизм антиопухолевого действия ретиноидов с торможе-
нием активности ориитиндекарбоксилазы или с устранением другого фак-
тора — в настоящее время еще не выяснено. 
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THE ANTITUMORAL EFFECT OF RETINOL AND ITS DERIVATIVES (RETINOIDS) 

A. V. Trufctnov 

Institute of Experimental Pathology and Therapy, Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Sukhumi 

Morphologic alterations in epithelium', caused by incompetency of retinoids in a diet, 
were similar to those, obtained after treatment with chemical carcinogens. This suggests to 
use various derivatives of nature retinoids for treatment of epithelial tumors in skin and other 
tissues. Cultures of mouse prostatic gland and skin epithelium from metatarsus of chicken 
embryo were used For study of ялtitumoral activity of various synthetic retinoids. The most 
active preparations proved to be cyclopentenyl- and trimcthyl methoxyphenyl ethyl ester de-
rivatives of retinolic acid. The antitumoral-effect of retinolic acid and its derivatives appears 
to involve a tight -binding of the preparations with specific protein and inhibition of ornithine 
decarboxylase in tumor. The enzyme is well known to be related to synthesis of DNA, RNA 
and protein. 
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ПАТОЛОГИЧЕСКИХ состояниях 
Кафедра биологической химии и кафедра факультетской терапии лечебного факультета 

Крымского медицинского института, Симферополь 

Представлены результаты изучения физико-химических свойств у-глобулиповой 
фракции и иммуноглобулинов G сыворотки крови методом дифференциальной темпера• 
турно-пертурбационной спектрофотометрии и ионообменной хроматографии на 
ДЭАЭ-целлюлозе у двух групп больных. Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что при токсическом зобе и хронической пневмонии наблюдаются уменьшение 
числа пертурбируемых температурой тирозинов и увеличение доли щелочной субфрак-
ции иммуноглобулинов G, более выраженные при нар у шен и и Цлфу акции щитовидной 
железы. 

Ранее нами были обнаружены изменения структурных характеристик 
7-глобулиновой фракции белков сыворотки крови при нарушении функции 
щитовидной железы и сахарном диабете [1—51. Эти изменения заключались 
в увеличении спектрополяриметрической константы уравнения Моффита 
Ь0 161 до значения -M32d=22 (Р<0 ,001 ) при патологии, в то время как у 
Y-глобулиновой фракции сыворотки крови здоровых людей эта величина 
была близка к нулю. Исследование изоэлектрических фракций иммуногло-
булина G (IgG) человека и животных в норме показало значительные отли-
чия дисперсии оптического вращения отдельных фракций по сравнению с 
суммарным IgG. Эти отличия наблюдались как при исследовании дисперсии 
оптического вращения в видимой части спектра, так и в дальнем УФ-свете 
в области эффекта Коттона. Так, например, величина Ь{) для отдельных 
фракций варьировала от —50 до -1-60 [7—101, но в среднем Ь0 была рав-
на d=20. Положительные величины Ь0 были характерны для фракций со 
щелочными изоэлектрическими точками, а отрицательные — для фракций 
с кислыми изоэлектрическими точками. Исходя из полученных данных, 
ранее обнаруженные изменения структурных характеристик у-глобулино-
вой фракции при патологии только частично можно было объяснить изме-
нением субфракционного состава и приходилось допустить изменения 
структуры иммуноглобулинов. Предположение это имеет тем больший ин-
терес, что известную роль в развитии некоторых заболеваний щитовидной 
железы играет тиреостимулирующий IgG 111]. 

В данной работе нами проведено изучение субфракциоиного состава 
и дальнейшей характеристики структурных изменений у-глобулиновой 
фракции и IgG, выделяемых электрофорезом и ионообменной хроматогра-
фией в норме и при некоторых патологических состояниях (нарушениях 
функции щитовидной железы и хронических воспалениях легких). Д л я ха-
рактеристики возможных структурных изменений иммуноглобулинов ис-
пользован метод дифференциальной температурно-пертурбационной спектро-
фогометрии (ДТПС), который оказался весьма чувствительным к измене-
нию доступности хромофоров, особенно тирозина и триптофана 112—16], 
что позволяет оценивать жесткость или лабильность структуры этих бел-
ков в области, соответствующей антигенсвязывающему центру 117—18]. 

М е т о д и к а 

Получение у-глобулиповой фракции, у-Глобулин из сыворотки крови получали 
методом препаративного электрофореза в 1% агаровом геле. Разделение белков про-
водили в 0,075 М вероналовом буфере рН 8,6 при силе тока 10 мА/см в течение 
ЗУ2- 4 ч I 19|. 
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Получение IgG и его субфракций методом ионообменной хроматографии. ДЭАЭ-
целлюлозу (фирма «Whatman», Англия) уравновешивали 0,005 М фосфатным буфером 
рН 8,0. Сыворотку крови диализировали против этого же буфера. Собирали две 
фракции: щелочную, не адсорбирующуюся на ДЭАЭ-целлюлозе в 0,005 М фосфатном 
буфере рН 8,0, и кислую, элюируемую 0,0175 М фосфатным буфером рН 6,3. В каж-
дой фракции спектрофотометрически определяли содержание белка по поглощению 
при 280 им, принимая /1 i ^ , равной 14,0. Соотношение субфракций рассчитывали 
в процентах. 

Контроль гомогенности. Гомогенность выделенных препаратов проверяли 
диск-электрофорезом в среднепористом полиакриламидном геле (7,5%) при рН 8,6 
по методу Раймонда и Дэвиса, пользуясь рекомендациями Маурера [20]. Д л я исследо-
вания применяли только гомогенные в полиакриламидном геле препараты (у-глобу-
лины, IgG). 

Дифференциальные температурно-пертурбационные спектры, записывали на 
двухлучевом спектрофотометре «Specord UV VIS» (фирма «Carl Zeis», ГДР) в односанти-
метровых термостатируемых кюветах при концентрации белка 0,106% в 0,01 М фос-
фатном буфере рН 7,35 в интервале температур 10—27 и 38—50°С. Известно, что мо-
дельный спектр тирозина [15, 16J имеет максимум при 287 нм. Длинноволновое сме-
щение максимума поглощения IgG по сравнению с модельной смесыо может быть свя-
зано с определенным вкладом хромофоров, находящихся в среде с низкой поляр-
ностью. Поэтому в качестве модели мы использовали раствор тирозина в 40% этилен-
гликоле с максимумом поглощения епектра при 280 нм и раствор триптофана в 60% 
этиленгликоле с максимумом при 295 нм. Исследуемые спектры имели два абсорб-
ционных максимума при 294 и 287 им. Для количественной оценки доступности хро-
мофоров использовали предложенный Демченко и Зима инкремент экстинкции 
115, 16]: 

_ L_ 
Х* ЕШ) ' At' ' 

где К = 285—288 или 2 9 3 - 2 9 5 им. 
Инкремент экстинкции не зависит от температурного интервала и абсолютной 

абсорбции для £.280 ^ ^ ' Инкремент экстинкции зависит от полярности окружения 
хромофора [16|. Расчет числа остатков тирозина и триптофана, доступных раствори-

Х2 88 
телю, производили по следующим формулам: % доступных тирозинов = — у — ; 

%288 
ytgG 
А 2 95 

% доступных триптофаиов = — т Т р " -
Л/205 

Характеристика обследуемых групп. Обследовано 118 больных с нарушением 
функции щитовидной железы, находившихся на лечении в эндокринологическом от-
делении Областной больницы им. Семашко. У 60 больных была среднетяжелая форма 
диффузного токсического зоба, у 33 больных — тяжелая форма, 25 больных страдали 
гипотиреозом. Больные были преимущественно в возрасте 30—50 лет. Продолжитель-
ность заболевания составляла от 1 года до 5 лет. Диагноз токсического зоба и гипо-
тиреоза подтверждался, помимо клинических данных, исследованием функции щито-
видной железы по поглощению радиоактивного йода (J31I), основного обмена (методом 
спирографии), холестерина крови, электрокардиографией. При среднетяжелой фор-
ме тиреотоксического зоба поглощение 13Ч через 24 ч в среднем по группе составило 
—51,2% при основном обмене-|-36%. Тяжелая форма заболевания характеризовалась 
58% поглощения 1311 через 24 ч и основным обменом + 4 5 % . У больных гипотиреозом 
содержание : ,3,1 в щитовидной железе через 24 ч составило 5%. Из 28 больных хрони-
ческой пневмонией у 18 регистрировался броихоепастичеекий синдром, у 8 — брон-
хоэктазы, у 2 — врожденная гипоплазия легких. Больные были в возрасте от 22 до 
67 лет. Активность воспалительного процесса подтверждалась общеклиническими 
данными и инструментально-лабораторными исследованиями. Рентгенологически 
выявлялись интерстициальные и инфильтративно-деструктивные изменения в легких. 
При бронхологическом обследовании обычно наблюдалась картина деформирующего 
бронхита, эндобронхита различной степени интенсивности воспаления, бронхоэктазы. 
Наиболее часто встречающейся патогенной флорой были стрептококки и стафилокок-
ки. Дыхательная недостаточность развивалась преимущественно по обструктив-
ному типу. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 

Результаты исследования у-глобулиновой фракции и субфракций IgG 
здоровых доноров методом Д Т П С представлены в табл. 1 и 2. Как видно 
из табл. 1, доступность хромофоров у-глобулиновой фракции составила для 
тирозина 37 ,2%, для триптофана — 52 ,8%, или в расчете на число доступ-
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иых хромофоров для тирозииа — 20,8, для триптофана — 15,4, исходя из 
того, что в среднем в IgG содержится 56 остатков тирозина и 22 остатка 
триптофана [21]. Изучение щелочной субфракции IgG здоровых доноров ме-
тодом Д Т П С позволило обнаружить следующее число доступных хромо-
форов: тирозины 39 ,3%, триптофаны 61 ,8%. При этом число доступных 
остатков тирозина и триптофана соответственно было равно 22,9 и 14,1. 

Т а б л и ц а 1 
Сравнение доступности тирозинов и триптофанов по данным ДТПС для у-глобулиновой 
фракции из сыворотки крови здоровых доноров и больных с нарушением функции 

щитовидной железы и хронической пневмонией 

Обследуемые 

С
та
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ст

и-
че

ск
и

й 
по

-
к

аз
ат

ел
ь 

Д О С Т У П И О С Т ! > тирозином Д о с т у п н о с т ь 
триптофанов 

Обследуемые 

С
та
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ст
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и
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-
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% 
абсолютное ко-
личество остат-

ков 
% 

абсолют-
ное коли-
чество ос-

татков 

Здоровые м 37,2 20,8 52,8 15,4 Здоровые 
— пг 2,03 1,15 3,73 1,47 

Б о л ьн ы е д и ффуз и ы м М 27 А 15,4 45,3 10,0 
токсическим зобом — т 2,8 1,6 6,8 0,9 

Р < 0 , 0 5 > 0 , 0 2 < 0 , 0 5 > 0 , 0 2 > 0 , 1 > 0 , 1 
Больные гипотиреозом М 35,6 20,0 54,8 12,0 Больные гипотиреозом 

— т 2,3 1,3 3,6 0,8 
Р > 0 , 1 > 0 , 1 > 0 , 1 > 0 , 1 

Б о л ь и ы е хронической М 29,3 16,44 39,7 8,96 
пневмонией — т 3,3 1,8 9,0 1,8 

Р <0,01 <0 ,01 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

Результаты исследования IgG и субфракций методом ионообменной 
хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе представлены в табл. 3. Как видно 
из табл. 3, содержание IgG в сыворотке крови составило 1 1 , 8 ± 0 , 7 мг/мл, 
что соответствует данным литературы 122]. Соотношение субфракций было 
следующим: щелочная 5 6 , 4 ± 1 , 2 % , кислая 43,6ч= 1,2%. 

Т а б л и ц а 2 
Сравнение доступности тирозинов и триптофанов по данным ДТПС для щелочной субфракции 
IgG из сыворотки крови здоровых доноров и больных диффузным токсическим зобом 

и хронической пневмонией 

Обследуемые 
Ч и ело 

обследо-
в а и и ы х 

Д о с т у п пост ъ тирозинов Доступность триптофанов 

Обследуемые 
Ч и ело 

обследо-
в а и и ы х % 

абсолютное 
количество 

остатков 
% 

абсолютное 
количество 

остатков 

Здоровые 50 39,3 22,0 61,8 13,6 
Больные диффузным то-

ксическим зобом 10 28 ,4±2 ,9 15,9± 1,9 47 ,9±4,0 10,4=1=0,9 
Бол ы 1 ые х р о и и чес кой 

пневмонией 9 35,1 ± 5 , 1 19,7=1=2,8 44 ,2±5,9 9 ,7±1 ,3 

П р и м е ч а и и е. Цифры для здоровых доноров относятся к объединенным фрак-
циям всех обследованных, так как содержание щелочной субфракции у отдельных лиц 
невелико. При статистической обработке видна существенная разница между токсическим 
зобом и хронической пневмонией по доступности тирозина. 

При исследовании Д Т П С у-глобулиновой фракции больных диффузным 
токсическим зобом (см. табл. 1) оказалось, что доступность хромофоров 
уменьшается для тирозина до 2 7 , 4 % , для триптофана до 45 ,3%, что соот-
ветствует числу доступных остатков 15,4 и 10,0. У больных гипотиреозом 
процент доступных остатков составлял 35,6 для тирозина и 54,8 для трип-
тофана, а число доступных остатков было равно 20 и 12 соответственно. 

124! 



Анализ результатов исследований доступности хромофоров щелочной 
субфракции IgG у больных диффузным токсическим зобом практически сов-
падает с данными, полученными для у-глобулиновой фракции: процент 
доступных тирозинов равен 28,4, триптофанов — 47,9, что соответствует 
следующему числу аминокислотных остатков: тирозина 15,9, триптофа-
на 10,4. 

Т а б л и ц а 3 
Соотношение кислой и щелочной субфракций IgG у здоровых доноров и больных с нарушением 

функции щитовидной железы и хронической пневмонией 

I g О 

Статисти- с о д е р ж а н и е , % 
Обследуемые ческий пока- абсолютное 

затель количество, щелочной кислой 
мг/мл фракции фракции 

Здоровые М 11,8 56,4 43,6 
— т 0,7 1,2 1,2 

Больные диффузным токсическим 
зобом: 

тяжелой формы М 10,6 82,7 17,3 тяжелой формы 
— /П 0,6 0,8 0,8 

Р > 0 , 1 <0 ,01 <0 ,01 
среднетяжелой формы М 9,8 72,7 23,7 

— т 0,44 0,65 0,65 
Р > 0 , 1 < 0 , 0 1 <0 ,01 

Больные гипотиреозом М 11,5 71,2 28,8 Больные гипотиреозом 
— т 0,9 1,65 1,65 

Р < 0 , 3 > 0 , 2 < 0 , 0 1 <0 ,01 
Больные хронической пневмонией М 10,56 71,0 29,0 Больные хронической пневмонией 

— т 1,0 1,7 1,7 
Р < 0 , 4 <0 ,01 <0 ,01 

П р и м е ч а и и е. Количество белка определяли по поглощению при 280 им, при-
нимая ^280 ' Р а и н о и 14,0. 

Изучение IgG и субфракций методом ионообменной хроматографии у 
больных диффузным токсическим зобом обнаружило изменение соотноше-
ний субфракциониого состава, находящееся в зависимости от степени тя-
жести заболевания (см. табл. 3). Закономерно наблюдающееся увеличение 
щелочной субфракции IgG (достоверное по сравнению с нормой) было наи-
более выражено у больных с тяжелой формой заболевания ( 8 2 , 7 + 0 , 8 % ) . 
Соответственно содержание кислой субфракции было уменьшенным. Что 
касается общего количества IgG, то уровень его в крови больных диффуз-
ным токсическим зобом был в пределах нормальных величии. Понижение 
функции щитовидной железы характеризовалось нормальным содержанием 
в крови IgG (11,8=1=0,9 мг/мл) при увеличенном количестве щелочной суб-
фракции — 7 1 , 2 ± 1,65%. 

Исследование Д Т П С у-глобулиновой фракции больных хронической 
пневмонией (см. табл. 1) также позволяет выявить достоверное уменьшение 
доступности хромофоров: для тирозина до 29 ,3%, для триптофана до 39 ,7%, 
что соответствует числу доступных остатков соответственно 16,4 и 8,9. При 
изучении доступности хромофоров щелочной субфракции IgG у этой груп-
пы больных обнаружено, что в среднем процент доступных тирозинов со-
ставил 35,1, триптофанов — 44,2 при числе доступных остатков соответ-
ственно 19,7 и 9,7. 

Результаты исследования иммуноглобулинов G и субфракций методом 
и о н о о б м е н н о й х р о м а т о г р а ф и и п р е д с т а в л е н ы в т а б л . 3 . К а к в и д н о из т а б л . 3 , 
общее содержание IgG равнялось 11,8 мг/мл, соотношение субфракций было 
следующим: щелочная 71%, кислая 29% (по сравнению со здоровыми раз-
личия статистически достоверны; Р с 0 , 0 1 ) . Таким образом, для хрониче-
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ской пневмонии также характерно увеличение щелочной субфракции IgG, 
находящееся в определенной зависимости от длительности заболевания. 

Как было отмечено выше, многочисленные исследования показали, что 
при ряде заболеваний наблюдается изменение спектрополяриметрических 
характеристик у-глобулиновой фракции сыворотки крови по сравнению 
с нормой [1—51. Одним из объяснений этого наблюдения может быть изме-
нение сложного фракционного состава у-глобулина. С этой целыо были 
предприняты исследования изоэлектрических фракций IgG человека и не-
которых животных (быка и лощади) [7—10]. Действительно, IgG из сыво-
ротки крови здорового донора оказались чрезвычайно гетерогенными по 
изоэлектрическим свойствам. Исследование дисперсии оптического враще-
ния позволило установить значительные отличия между отдельными изо-
электрическими фракциями по качественному характеру кривой ее, а так-
же по величине оптического вращения в области максимумов. Более щелоч-
ные фракции с изоэлектрическими точками 8,6, 8,23, 7,97, 7,88, 7,74, 7,27 
имели значительно меньшую величину оптического вращения в области 
225—227 им по сравнению с изоэлектрическими фракциями с p i 7,07 и 6,85 
(1550—1850 и 2300° соответственно). Исследование изоэлектрических фрак-
ций IgG, выделенных из сыворотки крови быка методом электродекантации 
18, 101, также показало, что изоэлектрические фракции значительно отли-
чаются по амплитуде максимума в области 227—228 нм. Как и в случае 
изоэлектрических фракций IgG человека, фракция с изоэлектрической 
точкой 6,88 имела значительно большую амплитуду максимума оптиче-
ского вращения в области 227—228 нм по сравнению с более щелочными 
фракциями — pi 7,37 и 7,79 18, 10]. Кроме того, было отмечено, что щелоч-
ные фракции IgG из сыворотки крови быка имеют меньшую чувствитель-
ность к изменению температуры вблизи физиологических пределов — от 20 
до 37°С. Значительно отличаются щелочные фракции (pi 7,9, 7,4, 7,35, 
7,3) от более кислых (pi 6,75) и по величине параметра уравнения Моф-
фита 18] Ь0. Если для щелочных фракций характерны положительные или 
близкие к нулю значения b0, то для кислых фракций эта величина колеб-
лется от —40 до 60 18, 10]. Эти данные показывают, что величина Ь0 от-
дельных IgG может изменяться в пределах от —60 до + 6 0 . Накопление 
какой-либо фракции при патологическом процессе в принципе могло бы объ-
яснить те изменения, которые наблюдались ранее И—5] поданным спектро-
поляриметрии. 

Как показывают результаты настоящих исследований (см. табл. 2), 
субфракции IgG отличаются и по данным ДТПС. Необходимо сказать не-
сколько слов об интерпретации результатов этого метода. Дифференциаль-
ный темиературно-пертурбационный спектр IgG имеет максимум в области 
288 и 295 нм. В то же время известно 115, 16], что модельные смеси тирози-
на в водном растворе имеют максимум в области 287 нм, а триптофана 
в области 292—293 нм. Расположение этих максимумов для IgG в области 
более длинных волн может быть связано с тем, что данные хромофоры, 
пертурбируемые температурой в белке, не являются полностью доступ-
ными растворителю, а расположены в среде с более низкой полярностью 
(в частично гидрофобных щелях молекулы или даже в ее гидрофобном ядре). 
Наблюдаемый для IgG спектр хорошо описывается модельным раствором 
тирозина в 40% этиленгликоле и раствором триптофана в 60% этиленгли-
коле. Таким образом, этот факт является свидетельством того, что тиро-
зины, вносящие вклад в дифференциальный темиературно-пертурбационный 
спектр IgG, расположены в частично гидрофобном окружении, например 
в частично гидрофобных щелях молекулы. Пертурбируемые температурой 
триптофаны находятся в среде с более низкой полярностью, чем тирозины. 
Д е й с т в и т е л ь н о , д а н н ы е р е и т г е н о с т р у к т у р н о г о а н а л и з а п о к а з ы в а ю т , что 
большинство тирозинов в иммуноглобулинах расположено в области кон-
тактов между доменами. Особенно много тирозинов сосредоточено в частично 
гидрофобной полости между вариабельными доменами, участвующими в 
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образовании антигенсвязывающего центра [23, 24]. Наши собственные ис-
следования [18] изолированных протеолитических фрагментов IgG пока-
зывают, что из 31 тирозина, пертурбируемого в целой молекуле иммуно-
глобулина, около 28 расположены в Fab-фрагментах и только 2 — в Fc ' -
фрагмеитах. В белке Бенс-Джонса, являющемся по данным рентгенострук-
турного анализа 123, 25] хорошей моделью Fab-фрагментов, из 8 пертурби-
руемых тирозинов только 1 расположен в константной части. Следова-
тельно, в случае IgG тирозины являются хорошей естественной меткой на 
доступность полости между вариабельными доменами (область антигенсвя-
зывающего центра) для молекул растворителя и на жесткость структуры 
этой части молекулы. 

Проведенные исследования обнаружили, что суммарный IgG из сы-
воротки крови доноров имеет в 1V2 раза больше пертурбируемых темпера-
турой тирозинов по сравнению со щелочной фракцией. Кроме того, у сум-
марного IgG наблюдается конформационный переход в области от 25 до 
35°С, сопровождаемый экранированием значительной части хромофоров. 
В то же время для щелочной фракции подобного перехода не наблюдается. 

С целью проверки обнаруженного ранее эффекта изменения физико-хи-
мических свойств у-глобулиновой фракции при патологии 11—5] мы иссле-
довали у-глобулиновые фракции доноров и больных методом Д Т П С . Полу-
ченные результаты (см. табл. 1) свидетельствуют о том, что как при тирео-
токсикозе, так и при хронической пневмонии наблюдается статистически 
достоверное уменьшение числа пертурбируемых температурой тирозинов, 
в то время как изменения для пертурбации триптофанов статистически не-
достоверны. Таким образом, данные дифференциальной спектрофотометрии 
подтверждают обнаруженный ранее факт изменения физико-химических 
свойств у-глобулиновой фракции при некоторых видах патологии. 

Следующим этапом работы было изучение возможности изменения фрак-
ционного состава IgG при ряде патологических состояний по сравнению с 
нормой. Полученные результаты (см. табл. 3) свидетельствуют, что как 
при хронических воспалительных заболеваниях легких, так и при наруше-
нии функции щитовидной железы наблюдается статистически достоверное 
увеличение доли щелочных субфракций без изменения суммарного количе-
ства IgG. Особенно большие изменения наблюдаются при токсическом зобе, 
причем прослеживается статистически достоверная корреляция изменений 
с тяжестью заболевания. Вместе с тем результаты определения IgG мето-
дом ионообменной хроматографии и электрофореза, по-видимому, не всегда 
совпадают. Так , при работе этим методом мы не наблюдали увеличения 
у-глобулиновой фракции при нарушении функции щитовидной железы 15]. 

Возникло предположение, что наблюдающиеся качественные измене-
ния могут быть результатом изменения количественных соотношений кис-
лой и щелочной субфракций IgG. У больных хронической пневмонией на-
блюдаются аналогичные закономерности, что позволяет предположить не-
специфичность наблюдаемых изменений во фракционном составе IgG при 
токсическом зобе и воспалительном процессе. Д л я выяснения вопроса спе-
цифичности наблюдаемых изменений мы исследовали щелочные субфракции 
IgG в норме и при патологии. Оказалось , что по данным дифференциальной 
спектрофотометрии доступность тирозинов у-глобулиновой фракции прак-
тически совпадает со щелочной фракцией IgG. Вместе с тем данные табл. 2 
свидетельствуют, что понятие «щелочная фракция» неоднозначно при ток-
сическом зобе и воспалительном процессе. 

Таким образом, указанные выше патологические процессы характери-
зуются увеличением доли щелочных субфракций IgG. В связи с тем что 
в IgG тирозины являются хорошей естественной меткой на доступность 
полости между вариабельными доменами (область антигенсвязывающего 
центра), можно сделать вывод, что щелочная субфракция при токсическом 
зобе характеризуется большей жесткостью и не исключается возможность 
изменения структурных свойств этой субфракции. 
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STUDIES ON SUBFRACTIONAL COMPOSITION AND STRUCTURAL P R O P E R T I E S 
OF IMMUNOGLOBULINS G IN SOME PATHOLOGICAL STATES 

G. V.Troitsky, K.F. Selivanova, 0. V.Glushkova, M. N. Kornienko, V. P. Zav'yalov 

Chairs 6f Biochemistry and Therapy, Crimean Medical School, Simpheropol 

Physico-chemical properties of 7-glob1.1lin fraction and immuncglobulins G (IgG) were 
studied, using temperature-perturbational differential spectrophotometry and ion exchange 
chromatography on DEAE cellulose, in blood serum of 118 patients with impairments of thy-
roid gland and of 28 patients with chronic pneumonia. Amount of tyrosine residues, pertur-
batecl by temperature, was decreased and an alkaline subfraction was increased in IgG of pa-
tients with toxic goiter and chronic pneumonia; the increase in the alkaline sufraction was 
more distinct in impairments of thyroid gland. The data obtained suggest that the alkaline 
subfraction is characterized by an increased rigidity and apparently by altered structural pro-
perties in toxic goiter. The tyrosine residues in IgG enable to evaluate effectively the avai-
lability of a cavity between variable domains (antigen-antibody site) of the immunoglobulin* 
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ПОЛ УЧ ЕН И Е КРИСТАЛЛ И Ч ЕСКОЙ 
Ь-ТРЕОНИН(СЕРИН)-ДЕГИДРАТАЗЫ ИЗ ПЕЧЕНИ КРЫС 

Институт экспериментальной эндокринологии и химии гормонов АМН СССР, Москва 

Описан метод выделения в препаративном, масштабе кристаллических препара-
тов пиридоксальфосфатзависимой треониндегидратазы (ответственной за дезами-
нирование треднина) из печени крыс. Основные этапы очистки включали дробное вы-
саливание сульфатом аммония, двукратное дробное осаждение ацетоном, гель-фильт-
рацию, ионообменную хроматографию, повторное дробное высаливание в более узком 
диапазоне сульфата аммония и кристаллизацию. Соотношение активности треонин-
и сериндегидратазы на этапах очистки колебалось незначительно; активность обеих 
дегидратаз проявлялась одинаково при• сорбции и элюции с колонки анионита, что 
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дает возможность предполагать, что в печени крыс за дегидративное дезаминирование 
обеих оксиаминокислот ответствен один и тот же фермент. Выход кристаллической 
треони.н(серин)дегидратазы составил около 3%, степень очистки порядка 1500— 
1800 раз. 

И з у ч е н и е р е г у л я ц и и г о р м о н а м и а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в 11] т р е б у е т в. 
р я д е с л у ч а е в п о л у ч е н и я с о о т в е т с т в у ю щ е г о ф е р м е н т а в г о м о г е н н о м с о с т о я -
н и и . Э т а п р о б л е м а в о з н и к а е т , в ч а с т н о с т и , п р и и с с л е д о в а н и и г о р м о н а л ь н о г о 
в л и я н и я н а б и о с и н т е з и Р Н К ф е р м е н т о в [2]. Т р е о н и н д е г и д р а т а з а п е ч е н и 
к р ы с [ L - т р е о н и н г и д р о л и а з а ( д е з а м и н и р у ю щ а я ) ] п р и н а д л е ж и т к б и о д е г р а -
д а т и в н о м у п о д к л а с с у э т и х ф е р м е н т о в ; к о н е ч н ы м р е з у л ь т а т о м р е а к ц и и я в -
л я е т с я о т щ е п л е н и е от м о л е к у л ы т р е о н и н а а м м и а к а , п р о и с х о д я щ е е спон-
т а н н о п о с л е э н з и м а т и ч е с к о й д е г и д р а т а ц и и 13]. Ф е р м е н т п е ч е н и к р ы с я в л я -
е т с я т и п и ч н ы м п и р и д о к с а л е в ы м ф е р м е н т о м в о т л и ч и е о т с о о т в е т с т в у ю щ е г о 
ф е р м е н т а из п е ч е н и о в е ц , г д е в к а ч е с т в е к о ф а к т о р а н е д а в н о и д е н т и ф и ц и -
р о в а н а а - к е т о м а с л я н а я к и с л о т а 14]. Р а н е е б ы л и в ы д е л е н ы ч а с т и ч н о о ч и щ е н -
н ы е п р е п а р а т ы т р е о н и н д е г и д р а т а з ы из п е ч е н и к р ы с и и з у ч е н о и з м е н е н и е 
и х а к т и в н о с т и п о д в л и я н и е м г л ю к о к о р т и к о и д о в 15]. В н а с т о я щ е й р а б о т е 
п о л у ч е н ы (в п р е п а р а т и в н о м м а с ш т а б е ) к р и с т а л л и ч е с к и е п р е п а р а т ы т р е о н и н -
д е г и д р а т а з ы . 

М е т о д и к а 

Активность треонин- и сериндегидратаз.^ определяли инкубацией при 37°С в, 
течение 5 мин (после 5 мин преинкубации без субстрата) в смеси 0,1 М фосфат калия -
I мМ ЭДТА — 0,05 мМ пиридоксаль,-фосфат (ПФ) рН 8,0 с соответствующей амино-
кислотой (50 мкмоль/мл). После осаждения 5% Т Х У определяли количество образо-
вавшегося а-кетобутирата или пирувата колориметрическим методом [6]. Калибро-
вочную кривую строили- с натриевой солыо а-кетомасляной кислоты J; при расчетах 
образования пирувата вносили соответствующую поправку на разницу в молекуляр-
ной массе. За единицу активности принимали количество фермента, которое катализи-
ровало образование 1 мкмоль соответствующей кетокислоты за 1 мин. Белок опреде-
ляли по реакции с кумасси (поглощение при 595 нм) или . спектрофотометрически 
(поглощение при 280 нм); последний метод использовали при колоночном фракциони-
ровании. 

Использованные методы выделения представляли собой комбинацию методов, 
ранее примененных в лаборатории для выделения треониндегидратазы, с методами вы-
деления сериидегидратазы (КФ 4.2.1.13) [7]. 

Выделение фермента проводили из печени крыс-самцов, которых после 12-часо-
вого голодания содержали в течение 6 дней на диете, 91% по казеину (при этом до-
стигалась примерно 5-кратная индукция активности треониндегидратазы). Печень от 
140 крыс гомогенизировали в блендоре (порциями по 100 г) в 3 объемах смеси 0,05 М 
калий-фосфатный буфер — 0,14 М KCI — 1 мМ ЭДТА — 0,1 мМ ПФ - - 0,5 мМ ди-
тиотреитол. Гомогенат центрифугировали при 3000 об/мии в течение 60 мин, после 
чего проводили. дробное высаливание надосадочной жидкости добавлением сухого 
(NH 4 ) 2 S0 4 В диапазоне 25—45% насыщения (при постоянном подщелачивании до 
pIT 7,5). В некоторых опытах после этого (или после однократного осаждения 20% 
(NHJoSO^) проводили температурное фракционирование (прогревание при 55°С в те-
чение 1 -5 мин с последующим быстрым охлаждением и удалением денатурировавших 
белков центрифугированием [8]); треониндегидратазу затем осаждали 50% ( N H ^ S O , , . 
Однако тепловая обработка не вела к сколько-нибудь существенному увеличению 
удельной активности фермента при одновременном снижении (до 40%) выхода общей 
активности. 

Препарат диализовали в течение ночи против исходного буфера, после чего мед-
ленно добавляли при постоянном перемешивании охлажденный до —30°С ацетон 
(марки «Для УФ-спектроскопии») до конечной концентрации 40% (по обт>ему). Пе-
ремешивали в течение 10 мин и после центрифугирования (при —10°С) вновь добав-
ляли к надосадочной жидкости охлажденный до —30°С ацетон до конечной концент-
рации 67%. Осадок собирали центрифугированием, растворяли в исходном буфере 
(с увеличением концентрации ПФ до 0,5 мМ) и проводили второе дробное осаждение 
ацетоном в интервале 42—67% (в отдельных опытах оба фракционирования ацетоном 
проводили в более широком интервале — 37,5—69% [8] с практически теми же резуль-
татами). Конечный осадок растворяли в минимальном объеме смеси 0,01 М калий-фос-
фатный буфер — 1 мМ ЭДТА — 0,5 мМ ПФ — 1 мМ дитиотреитол pIT 7,8 и после 
просветления центрифугированием при 10 000 g в течение 10 мин наносили на ко-
лонку с Ссфадекса G-25 (тонкий); фильтрацию цели тем же буфером без дитиотрсито-

1 Стандарт любезно предоставлен А. И. Дорожко (Всесоюзный научно-исследо-
вательский витаминный институт). 
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ла . Во фракции белкового пика добавляли ПФ и дитиотреитол (до 0,5 и 1 мМ соот-
ветственно) и наносили со скоростью 20—25 мл/ч на колонку с ДЭАЭ-целлюлозой 
{ДЕ-32; перед каждым использованием ее обрабатывали 0,25 и. НС1 и 0,25 н. NaOH 
и уравновешивали 0,01 М калий-фосфатным буфером рН 7,8 с 1 мМ ЭДТА; брали 
300 см3 целлюлозы на 1,0 г белка). Колонку промывали со скоростью 30—35 мл/ч 
до снижения поглощения элюата при 280 нм, после чего элюировали градиентом 
0,01—0,25 М калий-фосфатного буфера рН 7,8 (с 1 мМ ЭДТА). 

Незадерживающиеся анионитом примеси частично очищенных препаратов трео-
ниндегидратазы выходят с колонки большим пиком с плечом в нисходящей части; 
фермент в примененных условиях адсорбируется ионообменником полностью (см. ри-
сунок). Увеличение концентрации фосфата ведет к элюции фермента пиком, в котором 
можно отличить два больших и один малый компонент. Два первых боль" , и х компо-

•̂(ККИВОФОЭОрсиК» ОФОФ 
500 1000 1500 2000 

Очистка треонин(серии)дегидратазы хроматографией на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой. 
Колонку диаметром 3,0 см уравновешивали смесыо Ю мМ калий-фосфатиый буфер рН 7,8—1 мМ 
З Д Т А . Элюцию фермента осуществляли градиентом того же буфера до 250 мМ концентрации; начало 
градиента указано стрелкой. 1 — поглощение при 280 нм; 2 — активность сериндегидратазы; J — 

активность треониндегидратазы. 

нента, по-видимому, представляют собой изозимные формы [9]. Нас особенно интере-
совал вопрос возможного разделения активности треонин- и сериндегидратазы при 
ионообменной хроматографии. Соответствующие исследования (ранее не проводимые 
при выделении треонин- или сериндегидратазы) позволили установить, что актив-
ность обеих дегидратаз проявлялась практически одинаково при ионообменной хро-
матографии. Эти данные, а также тот факт, что валовое соотношение активности трео-
нин- и сериндегидратазы изменяется при всех этапах очистки незначительно, позво-
ляют со значительной долей уверенности говорить о том, что за дегидративное дезами-
иирование обеих оксиамииокислот ответствен один и тот же фермент. По-видимому, 
в настоящее время целесообразнее описывать эти пиридоксальзависимые активности 
печени крыс одним шифром классификации ферментов. 

После ионообменной хроматографии объединяли фракции с максимальной 
удельной активностью (добавляя в них при этом ПФ и дитиотреитол). Суммарная 
активность этих фракций составляла не менее 70% от количества нанесенного фермен-
та; удельная активность препаратов увеличивалась после концентрирования с по-
мощью ДЭАЭ-целлюлозы в 3—13 раз (см. таблицу). Характерной особенностью пре-
паратов треониндегидратазы со стадии ДЭАЭ-целлюлозы и далее является повышение 
их стабильности. Так, пиковые фракции элюата с ДЭАЭ-целлюлозы сохраняют 100% 
активности в течение 5 дней при 4°С. Д л я частично очищенных, без применения ионо-
обменной хроматографии препаратов характерно быстрое снижение их активности: 
на 30—40% за 1 нед хранения [5]. 

Концентрирование фермента после ионообменной хроматографии осуществляли 
лиофилизацией либо осаждением 50% (NH 4 ) 2 S0 4 с последующим диализом в течение 
ночи против 200 объемов смеси 0,05 М калий-фосфатный буфер — 1 мМ ЭДТА — 
0,1 мМ ПФ — 1 мМ дитиотреитол рН 7,5. Раствор фермента затем медленно доводи-
ли до 20% насыщения добавлением сухого сульфата аммония, размешивали 1 ч 
на магнитной мешалке и центрифугировали при 15 000 g 45 мин. В этих условиях 
происходит осаждение фермента с максимальной удельной активностью. В интервале 
20—30% насыщения (NH 4 ) 2 S0 4 , использованном в работе [7], удельная активность 
высаливаемого препарата, как правило, ниже, хотя его общая активность достигает 
V4—1 /3 от всей исходной активности (после осаждения 30% сульфатом аммония в ис-
ходном растворе остается не более 6—25% активности). 
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Полученные препараты растворяли в буфере рН 7,5 так, чтобы конечная кон-
центрация белка была не менее 5 мг/мл. Если фермент оставляли кристаллизоваться 
самопроизвольно (в закрытой пробирке при 4°С), то через 2—3 нед выпадали тонкие 
игольчатые кристаллы длиной около 1 см. Если кристаллизацию индуцировали до-
бавлением мелкодисперсного сульфата аммония (перекристаллизованного) до легкой 
турбулентности раствора, то за несколько дней образовывались мелкие крупинчатые 
кристаллы. Полученные кристаллические препараты имели удельную активность 
порядка 250—300 и 450—500 ед. на 1 мг белка по отношению к дезаминированию 
треонина и серина соответственно. Выход кристаллической треонин- и сериндегидра-
тазы от 140 крыс составлял около 3 мг при кратности очистки, достигающей 2000. 
Ранее выделенные в аналитическом масштабе препараты треониндегидратазы печени 
крыс [5] имели кратность очистки порядка 200—500. Полученные препараты могут 
быть использованы в рамках иммуиохимического исследования контроля гормонами 
биосинтеза треонии(серин)дегидратазы и ее и Р Н К . 

Характеристики препаратов треонин(серин)дегидратазы печени крыс на основных этапах 
очистки 

Активность 
CD 
° £— <и и g н а s 

чв 
Стадия выделения « 2 общая, удельная, U та «и та 1 m etm (=£ 

3 С ед. ед. на 1 
мг белка 

Ж со х та о. н s н а» та я та 
О 
2 

О U а о о. * о CQ 

Гомогенат А 203 280 42 690 0,24 1,61 1 100 
Б 148 416 44,640 0,30 1,23 

Осаждение А 1 148 К) 960 9,55 1,41 45 26 
(NH 4 ) 2 S0 4 Б 644 6 944 10,6 1,40 35 16 
ДЭАЭ-целлюлоза, А 153 5 027 32,9 1,58 137 12 

концентрирова-
ние Б 65 9 152 142 1,50 473 20 

Осаждение 0—20% А 10,4 2 943 283 1,78 1179 6,9 
(NH 4 ) 2 S0 4 Б 7,8 3 024 388 1,68 1293 6,8 
Кристаллизация А 3,2 1 410 446 1,88 1858 3,3 

Б 

1 

1,5 746 500 1,60 1667 1,7 

П р и м е ч а и и е. Приведены результаты двух независимых опытов; опыт А -
самопроизвольная, опыт Б — индуцированная (NH4)2S04 . Активность приведена по 
пирувату. 

Приносим искреннюю благодарность Т. Н . Протасовой за консульта-
цию по тестированию и выделению треониндегидратазы и М. Б . Лебедевой 
за помощь в проведении ряда этапов работы. 
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ISOLATION OF CRYSTALLINE L-THREONINE (SERINE) DEHYDRATASE 

FROM RAT LIVER 

В. V. Pokrovsky 

Institute of Experimental Endocrinology and Hormone Chemistry, Academy of Medical Sciences 
of the USSR, Moscow 

Isolation on a preparative scale of crystalline pyridoxal phosphate-dependent threonine 
dehydratase (responsible for threonine deamination) from rat liver tissue is described. The en-
zyme was purified by stepwise salting out with (NH 4 ) 2 S0 4 , two precipitations with acetone, 
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gel filtration through Sephadex G-25, chromatography on DEAE cellulose, repricipitation 
with ammonium sulfate and crystallization. The ratio of threonine to serine dehydratase acti-
vities was altered only slightly through all the steps of the purification procedure. Both en-
zymes proved to be similar in their chromatographic properies; this suggests that a single en-
zyme is responsible for dehydrative deamination of both hydroxyamino acids in rat liver tis-
sue. Stability of the enzyme preparations was distinctly increased after DEAE cellulose chro-
matography. The yield of crystalline threonine (serine) dehydratase was about 3%; the en-
zyme was purified 1500-1800-fold. 

УДК 612.1 17.5 

В. А. Шестаков, Я . О. Бойчевская, М. П. Шерстнев 

Х Е М И Л Ю М И Н Е С Ц Е Н Ц И Я П Л А З М Ы КР ОВИ В П Р И С У Т С Т В И И 
П Е Р Е К И С И ВОДОРОДА 

Клиника факультетской хирургии II Московского медицинского института 
им Н. И. Пирогова 

При инкубации разведенной плазмы крови с перекисью водорода возникает вспыш-
ка сверхслабого свечения. Развивается характерная картина хемилюминесценции: быст-
рый подъем, медленный спад, переходящий в стационарное свечение. Увеличение интен-
сивности сверхслабого свечения связано с повышением содержания в плазме крови как 
инициаторов перекисного окисления, так и активаторов хемилюминесценции. Между 
кинетикой свечения и изменением концентрации кислорода в среде параллелизма не 
отмечается. 

В н а с т о я щ е е в р е м я м н о г и м и и с с л е д о в а т е л я м и в е д е т с я и н т е н с и в н а я 
р а з р а б о т к а р а з л и ч н ы х в а р и а н т о в м е т о д а х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и б и о л о г и ч е -
с к и х ж и д к о с т е й и с у с п е н з и й в т е о р е т и ч е с к о м и н а у ч н о - п р и к л а д н о м н а п р а в -
л е н и и . И з м е р е н и е х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и , к о т о р а я в о з н и к а е т в р е з у л ь т а т е 
п р о т е к а н и я р е а к ц и й р е к о м б и н а ц и и с в о б о д н ы х р а д и к а л о в , я в л я е т с я удоб-
н ы м м е т о д о м д л я и з у ч е н и я к и н е т и к и и м е х а н и з м а ц е п н о г о о к и с л е н и я в ор -
г а н и з м е в н о р м е и п р и п а т о л о г и и , а т а к ж е д л я д и а г н о с т и к и р а з л и ч н ы х з а -
б о л е в а н и й I I ] . Н а р я д у с и з у ч е н и е м с п о н т а н н о й х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и 12] 
ш и р о к о и з у ч а е т с я х е м и л ю м и н е с ц е н ц и я , и н и ц и и р о в а н н а я д в у х в а л е н т н ы м 
ж е л е з о м [3]. 

С ц е л ь ю и з у ч е н и я п е р е к и с н о г о о к и с л е н и я т а к ж е и с п о л ь з у е т с я х е м и л ю -
м и н е с ц е н ц и я , и н и ц и и р о в а н н а я п е р е к и с ь ю в о д о р о д а 14]. М е т о д и к у с п е р е -
к и с ь ю в о д о р о д а п р и м е н и л и д л я и з у ч е н и я и з м е н е н и я с в е ч е н и я н о р м а л ь н ы х 
и и з м е н е н н ы х п р и л е й к о з е к л е т о к т и м у с а м ы ш е й [5]. О д н а к о а в т о р ы отме-
ч а ю т , что м е х а н и з м р а з в и т и я х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и п р и в в е д е н и и п е р е к и с и 
в о д о р о д а н е д о с т а т о ч н о я с е н . 

Ц е л ь ю н а с т о я щ е г о и с с л е д о в а н и я я в л я е т с я р а с с м о т р е н и е м е х а н и з м а 
в о з н и к н о в е н и я и и з у ч е н и е п р и р о д ы в с п ы ш к и с в е ч е н и я п о с л е д о б а в л е н и я 
п е р е к и с и в о д о р о д а к р а с т в о р у п л а з м ы к р о в и . 

М е т о д и к а 

В работе изучали хемилюминссценцию плазмы крови 9 больных с различными 
заболеваниями. Из них 4 больных были после операции по поводу эмболии магистраль-
ных артерий конечностей в разные сроки после операции (от 1 до 37 дней). У 3 был 
острый венозный илиофеморальный тромбоз, у 1 — ранение артерии, у 1 — опухоль 
желудка; 1 был донором. Забор крови производили из локтевой вены по общепринятой 
методике с помощью иглы Дюфо. В качестве антикоагулянта применяли цитрат нат-
рия в концентрации 10 мг на 1 мл крови. До проведения исследования кровь храни-
ли в холодильнике в течение не более 48 ч при температуре 2—3°С. Плазму крови 
получали центрифугированием при 2,4 g в течение 10 мин. Все манипуляции с плаз-
мой крови осуществляли при температуре 20°С. Непосредственно перед исследова-
нием кювета с раствором плазмы помещалась на водяную баню на 5 мин при темпе-
ратуре 20°С. 

Д л я регистрации хемилюминесценции использовали установку, собранную на 
базе счетной стойки для дифрактометра ССД-1. Установка состояла из блоков питания 
БП-2 и БП-3, стабилизированного выпрямителя ВСВ-2с, усилителя слабых импуль-
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сов VII I -1 , автоматического дифференциального дискриминатора АДД-1, пересчетного 
блока ПС-1, измерителя скорости счета ИСС-1, автоматического потенциометра КСП4 
и фотоумножителя ФЭУ-35 с максимальной чувствительностью в области спектра 380- -
420 мм. Чувствительность фотокатода 52 мка/лм. Фотоумножитель работал без ох-
лаждения при температуре 20°С. 

Измерение хемилюминесценции производили следующим образом. В кювету вво-
дили 1 мл плазмы крови. Затем к этому количеству плазмы добавляли 3 мл 134 мМ 
фосфатного буфера рН 7,4. Кювету с полученным раствором плазмы помещали в тем-
повую камеру установки над торцом фотоумножителя. Через стенку темновой камеры 
внутрь ее были проведены две резиновые трубки. Одна служила для введения в кювету 
перекиси водорода, другая — для введения раствора соли двухвалентного железа. 
В зависимости от условий опыта в кювету опускали или трубку для введения переки-
си водорода, или трубку для введения соли двухвалентного железа. Темповую камеру 
закрывали и включали установку. После измерения фонового свечения раствора 
в кювете в нее по трубке вводили перекись водорода или раствор соли двухвалент-

Рис. 1. Влияние плазмы крови 
на интенсивность свечения, ини-
циированного перекисью водоро-

да. 
Здесь и и а ф и с . 1—4: по оси абсцисс — 
время от момента введения перекиси 
водорода (h мин); по оси ординат — 
ни те пси в и о.сть хе м и л ю м и н е с це и ц и и (в 
имп/с). 1 — усредненная кривая хеми-
люминесценции; 2 -г- высокая интен-
сивность хемилюминесценции; 3 — низ-
кая интенсивность хемилюминесценции. 
Начало координат совпадает с момен-

том введения перекиси водорода. 

Рис. 2. Влияние различных концентраций соли 
двухвалентного железа на интенсивность свече-

ния при добавлении перекиси водорода. 
Здесь и на рис. 3: 0 — усредненная кривая хемилюми-
несценции плазмы крови без добавления железа. Момент 
введения перекиси водорода обозначен стрелкой, а — 
светосумма вспышки свечения (в усл. ед.); Fe" + — кон-

центрация добавленного железа (в мМ). 

ного железа. Возникала вспышка хемилюминесценции, которая регистрировалась 
на диаграммной ленте автоматического потенциометра. Конечная концентрация в 
кювете как перекиси водорода, так и соли двухвалентного железа была одинаковой и 
составляла 5 мМ. 

Параллельно для изучения газового состава и рН среды в две другие пробы од-
ной и той же плазмы в тех же соотношениях вводили или перекись водорода, или 
соль двухвалентного железа. Исследование проводили на аппарате фирмы «Radio-
meter», тип BMS3 тремя электродами: стеклянными pIT- и рС02-электродами и поля-
рографическим рОо-электродом. Напряжение газов в растворе регистрировалось в 
миллиметрах ртутного столба. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

П р и д о б а в л е н и и к р а с т в о р у п л а з м ы к р о в и п е р е к и с и в о д о р о д а р а з в и в а -
л а с ь в с п ы ш к а х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и (рис . 1), ф о р м а к о т о р о й н а п о м и н а е т 
ф о р м у к р и в о й в с п ы ш к и с в е ч е н и я п р и д о б а в л е н и и п е р е к и с и в о д о р о д а к сус-
п е н з и и н о р м а л ь н ы х и р а к о в ы х к л е т о к [5]. В о в с е х с л у ч а я х м о ж н о в ы д е л и т ь 
б ы с т р ы й п о д ъ е м х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и , м е д л е н н ы й с п а д и с т а ц и о н а р н ы й 
у р о в е н ь с в е ч е н и я . С л е д у е т з а м е т и т ь , что п р и в в е д е н и и п е р е к и с и в о д о р о д а 
в о д н и х с л у ч а я х н а б л ю д а л а с ь в е с ь м а н и з к а я и н т е н с и в н о с т ь х е м и л ю м и н е с -
ц е н ц и и , в д р у г и х — б о л е е в ы с о к а я . 

У в е л и ч е н и е и л и у м е н ь ш е н и е х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и п л а з м ы к р о в и п р и 
д о б а в л е н и и п е р е к и с и в о д о р о д а с в и д е т е л ь с т в у е т о з а в и с и м о с т и э т о г о про-
ц е с с а от н а л и ч и я и л и о т с у т с т в и я и н г и б и т о р о в I I] и и н и ц и а т о р о в п е р е к и с н о -
го о к и с л е н и я , и л и а к т и в а т о р о в х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и . 
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Д л я изучения влияния инициаторов перекисного окисления в кювету 
до введения перекиси водорода к фосфатному буферу без плазмы крови 
добавляли раствор соли двухвалентного железа в различных концентра-
циях. Наиболее интенсивное свечение наблюдалось при концентрации 
Fe2 + в кювете, равной 2,5 мМ (рис. 2). При нахождении в кювете двухва-
лентного железа форма кривых изменялась следующим образом: резко уве-
личивался угол наклона начальной части кривой, увеличивалась высота 
максимального значения интенсивности хемилюминесценции, отмечался 
более быстрый спад свечения, уровень стационарного свечения снижался . 

Возрастание светосуммы хемилюминесценции при добавлении железа 
в концентрациях до 2,5 мМ и затем уменьшение ее при увеличении кон-

центрации двухвалентного же-
леза были объяснены его триг-
герными свойствами [6]. 

В настоящей работе лабора-
торный контроль за гемолизом 
не производился. Учитывая то, 
что для инициирования хеми-
люминесценции двухвалентным 
железом его концентрация сос-
тавляла 5 мМ, а концентрация 
железа в сыворотке крови чело-
века колеблется от 0,13 до 
0,22 мМ 17], следует ожидать , 
что с увеличением содержания 
железа в плазме крови светосум-
м а х ем ил юм и несцен ци и, и и и ци -
ированиой железом, будет умень-
ш а т ьс я. В п р от и во п о л о ж и ост ь 
этому светосумма хемилюми-
несценции, инициироваиНой пе-

рекисью водорода, будет возрастать. Следовательно, если содержание же-
леза в плазме крови существенно влияет на хемилюминесценцию, то нуж-
но ожидать между хемилюминесценцией, инициированной двухвалент-
ным железом, и хем илюминесценцией, ин иции рова и ной перекисью во-
дорода, сильную обратную коррелятивную связь. При /г, равном 18, коэф-
фициент корреляции между светосуммами равен —0,10 (Я^ОДО) . Между 
начальной скоростью нарастания вспышки хемилюминесценции, иници-
ированной перекисью водорода, и светосуммой хемилюминесценции, ини-
циированной железом, коэффициент корреляции равен —0,29 (Р<с0,05). 
Начальная скорость нарастания вычислялась как отношение половины 
максимальной высоты вспышки к времени, за которое произойдет нараста-
ние интенсивности хемилюминесценции до половины максимального зна-
чения. Таким образом, видно, что, конечно, повышение концентрации же-
леза в плазме приводит к увеличению интенсивности свечения, но это влия-
ние в большей степени сказывается на скорости нарастания вспышки и в 
меньшей (статистически недостоверно) на светосумме хемилюминесцен-
ции, инициированной перекисью водорода. 

Д л я изучения действия активаторов на хемилюминесценцию, иници-
ированную перекисью водорода, использовали люминол, который, как и 
в большинство гидразидов флюоресцирующих карбоксильных кислот, эф-
фективно излучает в основных средах 18, 9.1. 

При добавлении люминола в кювету, содержащую раствор буфера без 
плазмы крови, уже при незначительной концентрации (5-10~б мМ) интен-
сивность хемилюминесценции резко возрастает (рис. 3). Форма кривой по-
хожа на кривую при добавлении двухвалентного железа — так же увели-
чен угол наклона начальной части вспышки. Свечение мгновенно возраста-
ет до максимального уровня. 

люминола на интенсивность свечения при до-
бавлении перекиси водорода. 

Цифра у кривой — концентрация добавленного лю-
минола (в мМ); 0 — усредненная кривая хемилюми-
несценции плазмы крови без добавления люминола. 

Л — концентрация люминола (в мМ). 
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Повышение содержания в плазме крови активаторов хемилюминесцен-
ции будет приводить к повышению светопродукции вспышки, инициирован-
ной перекисью водорода. Однако, что в основном превалирует в образова-
нии более крутой вспышки — инициаторы или активаторы, пока не совсем 
ясно. 

После достижения максимального значения интенсивность хемилюми-
несценции снижается, что также может быть связано с несколькими причи-
нами: со снижением концентрации кислорода, который участвует в обра-
зовании пероксирадикалов R 0 2 , или со снижением концентрации свобод-
ных радикалов биологических молекул R \ 

Д л я выяснения этого вопроса изучался газовый состав плазмы после 
введения перекиси водорода. Оказалось, что после введения перекиси во-

Рис. 4. Изменение хемилюминесценции и напряжения кислорода после добавления 
перекиси водорода или соли двухвалентного железа к раствору плазмы крови. 
По оси ординат — р 0 2 — напряжение кислорода в растпоре плазмы крови (в мм рт. ст.); / — ин-
тенсивность хемилюминесценции (в имп/с). 1А — хемилюмииесценция, инициированная перекисью 
водорода; 2А — хемилюмииесценция, инициированная ионами F e 2 + ; 1Б — напряжение кислорода 
после введения перекиси водорода; 2Б — напряжение кислорода после введения ионов F e 2 + . Мо-

мент введения инициирующих веществ обозначен стрелкой. 

дорода в кювету с раствором плазмы крови напряжение кислорода повы-
шалось и оставалось на высоком уровне в течение длительного времени 
(рис. 4). Значение р Н раствора немного увеличивалось (до 7,5—7,6) и оста-
валось примерно на том же уровне. Напряжение углекислого газа соответ-
ствовало изменению рН, как это предсказывает уравнение Хендерсон -
Хассельбальха НО]. 

Отсюда можно заключить, что снижение хемилюминесценции, иници-
ированной перекисью водорода, не связано с недостаточным содержанием 
кислорода в системе. Важно подчеркнуть, что хемилюмииесценция в дан-
пом случае не зависит от образующегося из перекиси водорода кислорода, 
который является лишь пусковым фактором, а определяется внутренними 
механизмами перекисного свободнорадикального окисления биологического 
субстрата. Уровень перекисного окисления и определяет кинетику и ин-
тенсивность хемилюминесценции, инициированной перекисью водорода. 
Причиной спада хемилюминесценции является , по-видимому, недостаточное 
поступление в систему окисления свободных радикалов биологических мо-
лекул R \ Последние образуются в реакции взаимодействия с радикалами 
НО* и НО' , снижение концентрации которых, очевидно, и является фак-
тором, определяющим кинетику хемилюминесценции на данном этапе. 

При сравнении напряжения кислорода в растворе плазмы крови после 
добавления перекиси водорода в образцах с высоким уровнем свечения и 
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в образцах с низким уровнем свечения было обнаружено , что при высоких 
значениях светосуммы н а п р я ж е н и е кислорода меньше, чем в другой груп-
пе (табл. 1). 

Это было объяснено следующим образом. Образующийся при разложении 
перекиси водорода кислород вступает в реакцию со свободными радикалами 
биологических молекул R* с выходом пероксирадикалов RO,;. в результате 
рекомбинации которых высвечиваются кванты хемилюминесценции. Таким 
образом, чем больше потребляется кислорода для образования пероксиради-
калов , тем, естественно, ниже содержание кислорода в системе и тем 
выше интенсивность хемилюминесценции. 

Т а б л и ц а I 
Напряжение кислорода в образцах плазмы крови при повышенном и при пониженном уровне 

хемилюминесценции относительно средней светосуммы 

Время исследования, 
с 

Светосумма свечей и я 
ниже средней 

Светосумма свечения 
выше средней 

Р Время исследования, 
с 

число проб р02, мм 
рт. ст число проб р02, мм 

рт. ст 

Р 

До инициирования 4 165—4,42 6 172=1=2,21 > 0 , 0 5 
25 4 727—71,0 1 535 
75 2 993=1=52,0 4 637=1=48,8 < 0 , 0 5 

330 1 1352 1 671 
660 4 918=1=58,1 4 668=1=35,6 < 0 , 0 5 

1140 2 1018=1=238 3 664=1=73,7 > 0 , 0 5 
1755 3 727=1=75,3 2 624=1=59,0 > 0 , 0 5 
2725 2 653=1=103 1 649 
4155 2 570=1=17,0 2 257=1=100 < 0 , 0 5 

Е с л и при инициировании хемилюминесценции перекисью водорода 
кислород в растворе плазмы находится в достаточном количестве, то при 
добавлении двухвалентного железа к раствору плазмы крови и появлении 

вел ы ш к и х ем и л юм и н ее це 11 -
ции н а п р я ж е н и е кисло-
рода резко снижается , со-
ответствуя форме кривой 
свечения (см. рис. 4). Это 
согласуется с данными дру-
гих авторов 1.11, 121. При 
добавлении железа почти 
вся вспышка сверхслабого 
свечения приходится в пер-
вые 30 с после его введе-
ния, в то время как при 
добавлении перекиси во-
дорода за этот промежу-
ток происходит только на-
растание вспышки хеми-
люминесценции. 

Таким образом, в основе быстрой вспышки хемилюминесценции, ини-
циированной двухвалентным железом, и вспышки, инициированной пере-
кисью водорода, лежат , очевидно, механизмы перекисного окисления , не-
сколько отличающиеся друг от друга . 

Р е з у л ь т а т ы определения интенсивности хемилюминесценции, иници-
ированной перекисью водорода у больных и донора , представлены в табл. 2. 

К а к видно из табл. 2, наибольшая интенсивность хемилюминесценции: 
наблюдается у оперированных больных, у которых до операции была ише-
мия конечности, причем 3 из них обследованы через 1 —9 сут после опера-

Т а б л и ц а 2 
Изменение светосуммы хемилюминесценции, 

инициированной перекисью водорода, 
в зависимости от характера заболевания и у донора 

Обе ледов а нн ые 
Ч и ело 

обследо-
в а 11 и ы х 

Светосумма, 
и м п 

Больные: 
после операции по поводу 
эмболии магистральных 
артер и й конечмости 4 8540=1=2230 
с опухолью желудка 1 6705 
с венозным тромбозом 3 5030=1=1340 
с ранением артерии 1 3210 

Донор 1 2870 
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ц и и . С в е т о с у м м а х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и у н и х в с р е д н е м с о с т а в л я е т 10050=1= 
4 = 1 9 4 0 и м п , а у 1 б о л ь н о г о , к о т о р ы й б ы л о б с л е д о в а н ч е р е з 3 7 с у т п о с л е 
о п е р а ц и и , — 4 0 3 5 и м п , т . е . у р о в е н ь ее б ы л б л и ж е к т а к о в о м у у д о н о р а 
(2870 и м п ) . 

У 3 б о л ь н ы х и л и о ф е м о р а л ь н ы м в е н о з н ы м т р о м б о з о м у р о в е н ь х е м и л ю -
м и н е с ц е н ц и и с н и з и л с я с у в е л и ч е н и е м с р о к а з а б о л е в а н и я и н о р м а л и з а ц и е й 
к л и н и ч е с к о й к а р т и н ы под д е й с т в и е м к о н с е р в а т и в н о й т е р а п и и . Т а к , н а п р и -
м е р , у б о л ь н о г о , к о т о р ы й б ы л о б с л е д о в а н п р и п о с т у п л е н и и , с в е т о с у м м а со-
с т а в и л а 6 8 2 5 и м п , у д р у г о г о б о л ь н о г о , к о т о р о г о л е ч и л и к о н с е р в а т и в н о в 
т е ч е н и е 5 с у т , — 5 4 0 0 и м п , у т р е т ь е г о б о л ь н о г о , к о т о р о г о л е ч и л и в т е ч е н и е 
8 с у т , — 2 9 0 5 и м п . 

У р о в е н ь х е м и л ю м и н е с ц е н ц и и у п р а к т и ч е с к и з д о р о в о г о ч е л о в е к а , кото -
р ы й с л у ч а й н о п о л у ч и л р а н е н и е а р т е р и и , н е з н а ч и т е л ь н о п р е в ы ш а л т а к о в о й 
у д о н о р а и в 2 — 3 р а з а б ы л н и ж е , чем у б о л ь н ы х , з а б о л е в а н и е к о т о р ы х 
б ы л о с в я з а н о с т е м и и л и и н ы м и н а р у ш е н и я м и в с и с т е м е г о м е о с т а з а . 
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СНЕMOLUMINЕSCENCE OF BLOOD PLASMA IN PRESENCE OF HYDROGEN 
PEROXIDE 

V. A. Shestakov, N. 0. Boytchevskaya, M. P. Sherslniev 

Clinic of Surgery, N. I. Pirogov II Medical School, Moscow 

Chemoluminescenee arised after incubation of diluted blood plasma with hydrogen per-
oxide. A typical pattern of the luminescence development, similar to that obtained on addi-
tion of IT202 to other biological objects, was observed: quick increase and gradual decrease 
to a steady-state chemoluminescence level. The increase in chemoluminescence, which was 
noted in some experiments, might be due to elevation in content of both initiators of peroxi-
dation and activators of the chemoluminescence in blood plasma. Kinetics of the chemolumi-
nescence did not correlate with concentration of oxygen in media. 

УДК 577.1 (И. 1 1.044:577.152.359 

С. С. Пузач, 10. М. Островский 

А Н Т И В И Т А М И Н Н А Я А К Т И В Н О С Т Ь Т И А М И Н А З Ы 
И З В. t h i a m i n o l y t i c u s П Р И Р А З Л И Ч Н Ы Х СПОСОБАХ 

В В Е Д Е Н И Я Ф Е Р М Е Н Т А В О Р Г А Н И З М Ж И В О Т Н О Г О 

Отдел регуляции обмена веществ Академии наук Белорусской ССР, Гродно 

Изучено действие бактериальной тиаминазы в опытах in vivo после подкоокного 
и внутрижелудочного введения фермента или суспензии интактных и убитых анти-
биотиком бактериальных клеток — продуцентов тиаминазы. На 2-е и 7-е сутки пос-
ле однократной подкожной инъекции 0,015 ME фермента активность тиаминзависи-
мых ферментов (транскетолазы и а-кетоглютаратдегидрогеназы) достоверно снижа-
лась в печени и почке. Введение фермента ежедневно в течение 4 сут в о/селу док подав-
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ляепг активность тиаминзависимых ферментов и в других органах и тканях (сердцег 
селезенка, мышца и кровь). Интактные бактериальные клетки, введенные в желудок 
мышейу снижают активность тиаминзависимых ферментов в органах и тканях (пе-
чень, почка, сердце, селезенка, мозг, мышца и кровь) в большей степени, чем убитые. 
Старые животные к введению суспензии живых бактерий чувствительнее молодых. 
Полученные данные показывают, что, помимо известного разрушающего действия бак-
териальной тиаминазы в просвете кишечника на тиамин пищи, парентерально введен-
ный фермент активно функционирует в тканях животного. 

Недостаточность витамина В, может развиваться вследствие самых 
различных причин [1—6), в том числе и в связи с появлением в желудочно-
кишечном тракте бактерий, продуцирующих тиаминазу - фермент, спе-
цифическим образом разрушающий витамин путем замещения в его моле-
куле тиазолового компонента любым азотистым основанием [7, 81. Описана 
особая тиаминазная болезнь, протекающая как проявление хронического 
гиповитаминоза Вг [91. В некоторых областях Японии частота тиаминазной 
болезни составляет около 7% [101. 

Сходное заболевание у овец и крупного рогатого скота, эффективно 
поддающееся лечению инъекциями тиамина, описано в Англии [11, 12]. 
В связи с тем что тиаминазы повсеместно распространены в природе, особен-
но среди бактерий, нередко живущих в просвете кишечника человека и 
животных [13], а также в некоторых [14 19] продуктах питания (рыбы, 
моллюски, растения), изучение действия фермента на организм заслужи-
вает серьезного внимания. 

Ранее нами [20] было показано, что тиаминаза, выделенная из двуствор-
чатых пресноводных моллюсков, введенная в организм животных парен-
терально, активно вмешивается в обмен витамина В ь разрушая тиамииди-
фосфат в печени подопытных животных и угнетая активность тиаминзави-
симых ферментов. В настоящем сообщении приводятся результаты анало-
гичных опытов с тиаминазой 1 (КФ 2.5.1.2), интенсивно продуцируемой 
В. th iaminoly t icus . Фермент проявляет максимальную активность в ус-
ловиях , близких к физиологическим для животных тканей [21], и в качест-
ве кофакторов, замещающих тиазол в молекуле витамина, легко исполь-
зует такие природные соединения, как никотинат, цистеин, таурин и др. 
122—24]. 

Большинство работ посвящено выделению и изучению физических 
свойств фермента [9, 12, 25, 26] или описанию последствий усиленного 
размножения бактерий, продуцирующих тиаминазу в кишечнике или 
преджелудке некоторых животных [23, 27]. Как правило, все авторы до-
пускают, что действие бактериальной тиаминазы осуществляется только 
в желудочно-кишечном тракте, и не придают значения возможности проник-
новения фермента в кровь и ткани носителя микробов. Показанная в послед-
ние годы 128, 29] возможность всасывания из кишечника многих белков, в том 
числе и ферментов в неизмененном активном виде, в кровь дает основание 
для серьезного изучения и этой второй возможности. По существу следует 
рассмотреть саму вероятность активного действия бактериальной тиами-
назы, введенной парентерально искусственным путем или посредством 
всасывания в кровь из кишечника. В связи с этим мы поставили несколько 
вариантов опытов: в желудок мышей вводили как источник тиаминазы жи-
вую и убитую взвесь бактерий — продуцентов фермента — или фермент 
в частично очищенном состоянии; выделенный фермент вводили также в от-
дельном опыте подкожно. 

М е т о д и к а 

Штамм В. thiamin,olyticus В КМ В-437 был получен из отдела типовых культур 
Института микробиологии АН СССР. Штамм выращивали в течение 5 дней при 37°С 
на синтетической питательной среде [30] следующего состава: 10 г глютамата натрия, 
20 г глицерина, 5 г цитрата натрия, 1 г хлористого натрия, 0,7 г M g S 0 4 - 7 H 2 0 , 0,03 г 
F e S 0 4 - 7 H 2 0 , 100 мг тиамин-хлорида, 50 мл V16 М К 2 Н Р 0 4 , 50 мл V16 М К Н 2 Р 0 4 , 
до 1 л дистиллированной воды, рН 6,8. Ферментный препарат получали при об-
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работке культуральной среды после 5-дневного роста клеток ацетоном и центрифуги-
рованием при 35 ООО g в течение 10 мин на холоду [31, 32J, активность тиаминазы 
определяли тиохромным методом (фосфатный буфер рН 6,8, температура 37°С, время 
инкубации 10 мин) [33—35] и выражали в международных единицах. Суспензия бак-
терий, вводимая на одну мышь, содержала 7,5- 10"~15 интактных или такое же ко-
личество убитых клеток. Эксперименты проводили на белых мышах-самцах, которых 
содержали на обычном рационе вивария , обеспечивающем нормальную потребность 
в тиамине. 

В одном из вариантов опыта животные были разделены на 4 группы: 1-я — внут-
рижелудочное введение интактных бактериальных клеток: 2-я — внутрижелудочное 
введение убитых бензилпенициллином клеток (2,5 мг на вводимую дозу): 3-я -
введение только антибиотика в той же дозе; 4-я — внутрижелудочное введение физио-
логического раствора. 

Бактериальную суспензию готовили на 0,5% растворе хлористого натрия. 
Клетки убивали инкубацией с антибиотиком в течение 30 мин при комнатной темпе-
ратуре . Контролем на стерильность являлся высев бактерий на агар после воздействия 
антибиотика. 

В одном из опытов частично очищенный ферментный препарат вводили одно-
кратно (по 0,015 ME) подкожно или внутрижелудочно ежедневно в течение несколь-
ких дней (контрольным животным делали инъекции изотонического раствора хлори-
стого натрия) . 

Животных декапитировали в разные сроки после последней инъекции (от 1 до 
7 сут) .В крови, печени, почке, сердце, селезенке, мозге и скелетных мышцах опре-
деляли активность транскетолазы (ТК) [36], в гомогенатах мозга, печени и по-
чек — активность а-кетоглютаратдегидрогеназы ( а - К Г Д Г ) [37]. 

Т а б л и ц а 1 
Активность ТК (в мкмоль седогептулозо-7-фосфата на I г ткани за 1 ч или нмоль на 1 млн. 
эритроцитов за 1 ч) в органах и тканях белых мышей после однократного подкожного введе-

ния им 0,015 ME тиаминазы из В. thiamin»lyticus 

Орган и 
ткань Контроль 

Активность Т1< 
Орган и 

ткань Контроль 
в 1-е сутки Р на 2-е сутки Р на 7-е сутки Р 

Печень 300—8,47 298—9,58 > 0 , 1 0 242=1=12,80 < 0 , 0 1 259=1=19,53 > 0 , 1 0 
Почка 238—8,34 250=1=7,18 > 0 , 1 0 160— 14,30 < 0 , 0 1 198=1=9,42 < 0 , 0 2 
Сердце 24— 1,12 28—1,07 < 0 , 0 5 24=t=l,60 — 23=1=0,89 > 0 , 1 0 
Селезенка 313=2= 11.15 365=1=11,5 < 0 , 0 2 301 — 21,80 > 0 , 10 364=1=15,40 < 0 , 0 5 
Мозг 6 6 ^ 3 , 0 9 67=1=4,70 > 0 , 1 0 58=t=2,18 > 0 , 1 0 60=1=3,51 > 0 , 1 0 
Мышца 30=!= 3,00 38—2,09 > 0 , 1 0 32=1=2,89 > 0 , 1 0 59=1=4,39 <0 ,001 
Кровь 2,22=1=0,18 2,92=1=0,27 > 0 , 1 0 2,4=1=0,10 > 0 , 1 0 2,7=1=0,36 > о , ю 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

П о с л е о д н о к р а т н о г о п о д к о ж н о г о в в е д е н и я б а к т е р и а л ь н о й т и а м и н а з ы 
ч е р е з 2 4 ч т о л ь к о в с е р д ц е и с е л е з е н к е м ы ш е й б ы л о в ы я в л е н о н е к о т о р о е 
п о в ы ш е н и е а к т и в н о с т и Т К , в д р у г и х о р г а н а х и т к а н я х о т к л о н е н и й о т н о р -
м ы о т м е ч е н о н е б ы л о . А к т и в н о с т ь а - К Г Д Г н а х о д и л а с ь в п р е д е л а х н о р м ы . 
С п у с т я 2 с у т с н и ж а л а с ь а к т и в н о с т ь Т К в п е ч е н и и п о ч к е и а - К Г Д Г т о л ь к о 
в п о ч к е . С х о д н ы е з а к о н о м е р н о с т и б ы л и о т м е ч е н ы н а м и р а н е е и в о п ы т а х с 
т и а м и н а з о й и з п р е с н о в о д н ы х м о л л ю с к о в [201. Н а 7 - е с у т к и т о л ь к о в п о ч к е 
с н и ж а л а с ь а к т и в н о с т ь о б о и х т и а м и н з а в и с и м ы х ф е р м е н т о в ( т а б л . 1, см . р и -
с у н о к ) . 

З н а ч и т е л ь н о е и у с т о й ч и в о е с н и ж е н и е а к т и в н о с т и т и а м и н з а в и с и м ы х 
ф е р м е н т о в в п о ч к е п о с л е в в е д е н и я т и а м и н а з ы м о ж н о о б ъ я с н и т ь т р е м я ме -
х а н и з м а м и : 1) т и а м и н а з а , в в е д е н н а я в о р г а н и з м и з в н е , а к т и в н о в ы д е л я я с ь 
п о ч к а м и , и з б и р а т е л ь н о о б е д н я е т в и т а м и н н ы е р е с у р с ы о р г а н а ; 2) в р е з у л ь -
т а т е т и а м и н а з н о й р е а к ц и и в о р г а н и з м е н а к а п л и в а е т с я ф о с ф о р и л и р о в а н н ы й 
т и а з о л ( т и а м и н а з а р а с щ е п л я е т т и а м и н и т и а м и н д и ф о с ф а т п о м е т и л е н о в о м у 
м о с т и к у ) , к о т о р ы й , в ы д е л я я с ь п о ч к а м и , к а к к о н к у р е н т н ы й и н г и б и т о р 
1.24] в ы т е с н я е т т и а м и н д и ф о с ф а т и з ф е р м е н т о в . К о н с т а н т а и н г и б и р о в а н и я 
Т К ф о с ф о р и л и р о в а н н ы м т и а з о л о м 5 , 4 - 1 0 ~ ° М [38] ; 3) в о р г а н и з м е п о д 
д е й с т в и е м т и а м и н а з ы м о г у т о б р а з о в ы в а т ь с я н о в ы е с о е д и н е н и я [22] , к о т о р ы е , 
я в л я я с ь м е т а б о л и т а м и т и а м и н а , с п о с о б н ы п р о я в и т ь с о б с т в е н н о е а н т и м е -
т а б о л и т н о е д е й с т в и е . 
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Печень, также активно участвующая в рециркуляции витамина [39] 
в организме, выступая в качестве выделительного органа, как и почки, 
подвержена действию всех перечисленных факторов. 

Полученные данные хорошо согласуются с известными результатами 
в отношении распределения и характера действия других парентерально 

вводимых ферментов [28, 29.1, хотя в этом случае 
мы не определяли активность тиаминазы в тканях 
животных, а лишь регистрировали последствия 
специфического ее действия в отношении тиамии-
дифосфата в составе двух других ферментов. 

Действительно, в опытах с /другими мечены-
ми ферментами показано, что после введения p e r o s 
они проходят через стенку кишечника и проявля-
ют свои каталитические свойства в крови и т к а н я х 
животных. Органами, в которых проявляется наи-
большая активность принятых per os ферментов,, 
являются печень и почки [40]. 

Бактериальная тиаминаза, введенная внут-
рижелудочно однократно (0,015 ME), не вызвала 
заметных сдвигов в активности исследуемых фер-
ментов (табл. 2 и 3). Только после введения пре-
парата ежедневно в течение 4 дней активность Т К 
была снижена во всех исследуемых органах и тка-
нях, за исключением мозга; активность а - К Г Д Г 
была достоверно снижена во всех исследуемых 
органах (табл. 4 и 5). 

Из полученных данных нельзя сделать вывод о проницаемости гемато-
энцефалического барьера для тиаминазы, так как последствия ее действия 
на оба исследованных фермента могли быть опосредованы через изменение 

Таблица 2 
Активность ТК (в мкмоль седогептулозо-7-фосфата на 1 г ткани за I ч) в органах белых 

мышей после однократного внутрижелудочного введения 0,015 ME тиаминазы из В. 
thiamino lyticus 

Орган Контроль 

Активность Т1< 

Орган Контроль 
в 1-е сутки р на 2-е сутки Р на 7-е сутки Р 

Печень 355=*=9,73 329± 11,80 > 0 , 1 0 324=!= 13,65 > 0 , 1 0 350=!= 13,86 > 0 , 1 0 
Почка 239—6,25 266=!= 19,10 > 0 , 1 0 248=!= 8,33 > 0 , 1 0 259—13,87 > 0 , 1 0 
Селезенка 310—12,95 380—27,60 > 0 , 1 0 313=!= 17,10 > 0 , 1 0 308=!= 15,60 > 0 , 1 0 

Т а б л и ц а 3 
Активность а-КГДГ (в мкмоль на 1 г ткани за 15 мин) в органах белых мышей 
после однократного внутрижелудочного введения 0,015 ME тиаминазы из В. thiamino lyticus 

Орган 
Исходная 

актив-
ность 

Активность а - К Г Д Г 

Орган 
Исходная 

актив-
ность в 1-е 

сутки Р на 2 -е 
сутки Р на 7-е 

сутки Р 

Мозг 286 258 > 0 , 1 0 261 > 0 , 1 0 321 > 0 , 1 0 
Печень 294 299 > 0 , 1 0 309 > 0 , 1 0 288 > 0 , 1 0 
Почка 309 288 > 0 , 1 0 438 <0,001 288 > 0 , 1 0 

содержания витамина в крови и могли проявиться в дальнейшем на основе 
различий в сродстве ферментов к тиаминдифосфату: К м для Т К 3 - 1 0 ~ 7 , 
для а - К Г Д Г 8,21 • 10~6 [38]. 

20-

Изменени е активноети 
а - К Г Д Г (в %) в мозге 
(У), печени (2) и почке 
(3) мышей в разное вре-
мя после однократного 
подкожного введения 
0,015 ME тиаминазы из 

13. th iaminolyt icus . 
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Активность ТК (в мкмоль седо ген тулозо-7-фосфата 
на 1 г ткани за 1 ч или нмоль на I млн. эритроцитов 
за ! ч) в органах и тканях молодых мышей после 
ежедневного в течение 4 дней внутрижелудочного 
введения 0,015 ME тиаминазы из В. thiamino lyticus 

Мы уже отмечали, что бактерии пищеварительного тракта — проду-
центы тиаминазы — активно влияют на обмен витамина В г в организме 
человека и животного 111, 22, 23]. В одних из опытов в связи с этим было 
проведено определение активности тиаминзависимых ферментов на 4-е сут-
ки после однократного внутрижелудочного введения суспензии (7,5-1016) 
живых или убитых ан-
тибиотиком (бензилпени- т а б л и ца 4 
циллином) клеток B. th ia-
minoly t icus . 

Как видно из табл. 6 
и 7, живые клетки дейст-
вовали более сильно, чем 
убитые, т. е. можно было 
предполагать, что они не 
погибли в желудке, а, про-
никая в кишечник и раз-
множаясь там, становились 
источи и ком (продуцентом) 
до п о л н и тел ьного кол и ч ест-
ва тиаминазы. Полученные 
результаты можно объ-
яснить следующим обра-
зом: во-первых, введенные 
per os иитактные бактери-
альные клетки могут в же-
л у до ч н о - к и ш е ч и ом т р а кте 
размножаться и продуци-
ровать экзогенную тиами-
назу [41, 42], которая спо-
собна вмешиваться в об-
мен тиамина в организме 
животных; во-вторых даже 
в случае гибели В. th ia-
minolyt icus , видимо, может 
в некоторой степени, про-
являться действие эндогенной тиаминазы введенных бактериальных 
клеток [43]. Из полученных данных также следует, что сам антибиотик за-
метно влияет на активность тиаминзависимых ферментов. На ингибирую-

Орган и ткань Контроль Опыт р 

Печень 403—16,33 338=1=10,30 <0 ,01 
Почка 304—10,78 252=1=7,52 <0 ,01 
Сердце 29— 1,04 25=1=1,22 < 0 , 0 5 
Мозг 360—20,68 302=1=9,25 < 0 , 0 5 
Селезенка 74=1=2,44 66=1=3,00 > 0 , 1 0 
Мышца 59=1=3,48 42=1=2,10 <0 ,01 
Кровь 3,2=1=0,18 2,6=1=0,22 <0,001 

Т а б л и ц а 5 
Активность а-КГДГ (в мкмоль на 1 г ткани за 15 мин) 
в органах белых мышей после ежедневного в течение 
4 дней внутрижелудочного введения 0,015 ME тиаминазы 

из В. thiamino lyticus 

Орган Контроль Опыт р 

Мозг 282=1=16,67 237=1=5,61 < 0 , 0 5 
Печень 294=^=22,00 180=1=15,22 <0 ,01 
Почка 309=1=16,11 234=1=12,16 <0 ,01 

Т а б л и ц а 6 
Активность ТК (в мкмоль седогептулозо-7-фосфата на I г ткани за 1 ч или нмоль на 
на 1 млн. эритроцитов за I ч) в органах и тканях белых мышей после однократного 
внутрижелудочного введения им суспензии бактериальных клеток В. thiamino lyticus 

(7,5-1015 клеток) 

Орган и ткань 
Исходная 

активность 

Активность фермента 
после введения сус-

пензии бактериальных 
клеток 

Исходная 
активность 

+ антибиотик 

Активность фермента 
после введения с у с п е н -

зии бактериальных 
клеток совместно с ан-
тибиотиком (беизилпе-

иициллином) 
Орган и ткань 

Исходная 
активность 

на 4-е сутки р 

Исходная 
активность 

+ антибиотик 

на 4-е сутки р 

Печень 403=1=16,33 230=1=11,62 <0 ,001 343=1=18,78 259=1=26,67 < 0 , 0 5 
Почка 304=1=10,78 200=1=10,40 <0 ,001 232=1=6,67 187=1=9,16 <0 ,01 
Сердце 29=1=1,04 23=1=1,75 < 0 , 0 2 25=1=2,00 19=1=1,36 < 0 , 0 5 
Селезенка 360=1=20,68 234=1=14,20 <0 ,01 295=1=17,31 236=1=21,33 > 0 , 1 0 
Мозг 74=1=2,44 53=1=2,14 <0,001 53—4,48 36=1=1,54 < 0 , 0 1 
Мышца 59—3,48 39—2,04 <0 ,01 38=1=4,06 30=1=2,92 > 0 , 1 0 
Кровь 3 ,2+0,18 2,6=1=0,12 < 0 , 0 5 2,8—0,35 2,6=1=0,22 > 0 , 1 0 
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щ е е д е й с т в и е п е н и ц и л л и н а у ж е у к а з ы в а л и и д р у г и е а в т о р ы [44—461. Н е 
совсем я с н о п о к а , п о ч е м у а н т и б и о т и к а к т и в и р у е т а - К Г Д Г в м о з г е и п о ч к е . 

К о с в е н н ы м п о д т в е р ж д е н и е м р а з м н о ж е н и я в о р г а н и з м е м ы ш и в в е д е н -
н ы х pe r o s п р о д у ц е н т о в т и а м и н а з ы м о ж н о с ч и т а т ь и р а з л и ч и я , в ы я в л е н н ы е 
н а м и ( т а б л . 8 и 9) у м о л о д ы х и с т а р ы х ж и в о т н ы х . У п о с л е д н и х , к а к и з в е с т -
но , з а т о р м о ж е н о ж е л ч е о б р а з о в а н и е [47] , а э т о б л а г о п р и я т с т в у е т р о с т у 

' • ' Т а б л и ц а 7 
Активность а-КГДГ (в мкмоль на 1 г ткани за 15 мин) в органах белых мышей на 4-е сутки 
после однократного внутрижелудочного введения суспензии живых и убитых бактериальных 
клеток В. thiamino lyticus совместно с антибиотиком (бензилпенициллином) и без него 

Орган 
Живые клетки Убитые клетки 

Орган 
контроль опыт Р контроль О п ы т р 

Мозг 
Печень 
Почка 

282+16,67 
294+22,00 
309=^16,11 

234+9,00 
228+ 14,96 
252+11,00 

< 0 , 0 5 
> 0 , 1 0 
< 0 , 0 2 

369+33,70 
294+26,10? 
447+46,70 

234=1=22,51 
207+21,90 
339=1=13,00 

< 0 , 0 2 
< 0 , 0 5 
> 0 , 1 0 

Т а б л и ц а 8 
Активность ТК (в мкмоль седогептулозо-7-фосфата на I г гкани за 1 ч или нмоль на 1 млн. 
эритроцитов за I ч) в органах и тканях молодых и старых мышей после однократного 
внутрижелудочного введения им суспензии убитых и интактных бактериальных клеток 

В. thiamino lyticus (7,5- 1Q15 клеток) 

Орган и ткань Исходная 
активность 

Активность фермента 
после введения сус-

пензии бактериальных 
клеток молодым мышам 

Исходная 
активность 

Активность фермента 
после введения сус-

пензии бактериальных 
клеток старым мышам Орган и ткань Исходная 

активность 

на 7-е сутки Р 

Исходная 
активность 

на 7-е сутки Р 

Печень 403=1=16,33 274+8,00 <0 ,001 300+8,46 202+11,61 <0,001 
Почка 304=1=10,78 205+7,73 <0,001 238=^=8,32 158=^4,60 <0,001 
Сердце 29=1=1,04 32+0,71 < 0 , 0 5 24=1=1,11 20=*= 0,83 < 0 , 0 5 
Селезенка 360+20,68 340=±= 13,53 > 0 , 1 0 313=1=11,15 268=±= 15,14 < 0 , 0 5 
Мозг 74=1=2,44 73=1=3,44 > 0 , 1 0 66=^3,10 35=±=2,12 <0 ,001 
Мышца 59+3,48 49+2,04 < 0 , 0 5 30=1=2,93 35+1,51 > 0 , 1 0 
Кровь 3,2=1=0,18 2,7+0,21 <0,001 2 ,2+0,17 2 ,5+0,22 <0 ,01 

Т а б л и ц а 9 
Активность а-КГДГ (в мкмоль на 1 г ткани за 15 мин) в органах молодых и старых мышей 
после однократного внутрижелудочного введения суспензии живых бактериальных клеток 

В. thiamino lyticus (7,5-101 5 клеток) 

Молодые мыши Старые мыши 

Орган исходная 
активность на 7-е сутки Р исходная 

активность на 7-е сутки Р 

Мозг 
Печень 
Почка 

282+16,67 
294+22,00 
309=1=16,11 

261=1=15,42 
186=1=21,61 
207+25,23 

> 0 , 1 0 
<0 ,01 
<0,001 

299=t= 11,05 
240=1=10,59 
687+31,2 

246—22,51 
237+21,90 
312+12,88 

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

б а к т е р и й в к и ш е ч н и к е ; к р о м е т о г о , а к т и в н о с т ь а - К Г Д Г в печени и п о ч к е 
п р о г р е с с и в н о с н и ж а л а с ь (см. т а б л . 3 , 7 и 9) в т е ч е н и е н е д е л и п о с л е о д н о к р а т -
н о г о в в е д е н и я в ж е л у д о к с у с п е н з и и ж и в ы х к л е т о к . Э т о п о д т в е р ж д а ю т э к -
с п е р и м е н т а л ь н ы е д а н н ы е д р у г и х а в т о р о в 118, 4 1 , 42] . 

О т м е ч е н н ы е и з м е н е н и я в а к т и в н о с т и Т К и а - К Г Д Г п о с л е в в е д е н и я т и а -
м и н а з ы у б и т ы х и и н т а к т н ы х б а к т е р и а л ь н ы х к л е т о к ( п р о д у ц е н т о в т и а м и -
н а з ы ) у д о в л е т в о р и т е л ь н о о б ъ я с н я ю т с я п о к а з а н н ы м н а м и р а н е е д е й с т в и е м 
а н а л о г и ч н о г о ф е р м е н т а , в ы д е л е н н о г о из м о л л ю с к о в , р а з р у ш а ю щ е г о в и т а -
м и н B j и с н и ж а ю щ е г о т а к и м п у т е м у р о в е н ь т и а м и и д и ф о с ф а т а в т к а н я х 

142! 



1201. З а с л у ж и в а ю щ е й в н и м а н и я п р е д с т а в л я е т с я т а к ж е п о к а з а н н а я н а м и 
в о з м о ж н о с т ь и с п о л ь з о в а н и я т и а м и н а з ы д л я «чистого» б ы с т р о г о м о д е л и р о в а -
н и я с о с т о я н и й , х а р а к т е р н ы х д л я н е д о с т а т о ч н о с т и т и а м и н а ( г и п о в и т а м и -
н о з , а в и т а м и н о з ) . 

Д а н н ы е д р у г и х а в т о р о в и н а ш и с о б с т в е н н ы е 19, 20 , 22 , 23] п о к а з ы в а ю т 
т а к ж е , ч т о б а к т е р и и п и щ е в а р и т е л ь н о г о т р а к т а , п р о д у ц и р у ю щ и е т и а м и н а -
з у , о к а з ы в а ю т на м а к р о о р г а и и з м , п о - в и д и м о м у , д в о й с т в е н н о е д е й с т в и е : 
о б е д н я ю т п и щ е в ы е з а п а с ы т и а м и н а п у т е м р а с щ е п л е н и я е г о в п и щ е в а р и т е л ь -
ном т р а к т е и р а з р у ш а ю т т и а м и н и т и а м и н д и ф о с ф а т н е п о с р е д с т в е н н о в т к а -
н я х з а счет в с а с ы в а н и я т и а м и н а з ы в к р о в ь . 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

I. K i m u r a R., Н а у a s h i R. — Vitamins , 1950, v. 3, p. 153. — 2. К u -
n о Y. — Proc. J ap . Acad., 1957, v. 27, p. 362. — 3. К i m u r a R., L i a o Т. И. , 
H а у a s h i R. et al. — Vitamins , 1952, v. 5, p. 521. — 4. K i m u r a R., 
L i a o Т. H. — Proc. J ap . Acad., 1953, v. 29, p. 132. — 5. O g a t a J . — Vi tamins , 
1958, v. 14, p. 371. — 6. K i m u r a R., L i a o T. — Ibid. , 1953, v. 6, p. 721. 
7. P ы с с С. M. Витамины. Л . , 1963, с. 52. — 8. К р и д м а н М. Г. — Биохи-
мия, 1943, т. 8, с. 85. — 9. P i l l А. Н. J . Vet. Rec., 1967, v. 81, p. 178. 
10. H а у a s k i R. — J . nutr . Rev., 1957, v. 15, p. 65. — 11. B e n e v e n g a N. J . , 
P г о n n i n g M. — Hilgardia , 1965, v. 36, p. 333. — 12. F u j i t a A. — J . Vita-
minol . , 1972, v. 18, p. 67. — 13. О n о Т., H a r u t a n i H. — Vitamins , 1960, 
v. 19, p. 306. 14. I) e и 1 s с h К. II., 11 a s 1 e г A. I). Proc. Soe. охр. Biol. 
(N. Y.), 1943, v. 53. p. 63. 15. F u j i t а А., К <> z u k a J . , Y a m a п i s с I) i K. 
et al. — Seikagaku, 1950, v. 22, p. 207. — 16. S e a 1 о с k R. R., L i v e r m o -
r e A. H. , E v a n s C. A. — J . Am. chem. Soc., 1943, v. 63, p. 935. — 17. F u j i -
t a A. — Advanc. Enzymol . , 1954, v. 15, p. 391. — 18. M u r a t a K. — In: Review 
of Japanese Literature an Beriberi and Thiamine. Tokyo, 1965. — 19. К u n d i g H. , 
S o m o g i J . C. — Int . Z. Vi taminforsch. , 1964, Bd 34, S. 135. — 20. П у з а ч С. С., 
О с т р о в с к и й JO. М. — Вопр. мед. химии, 1976, т. 22, с. 769.—21. С h a n g S. — 
Vitamins , 1950, v. 2, p. 174. — 22. E d w i n E. E. , J а с k m a n R. — Nature , 
1970, v. 228, p. 772. 23. M u r a t a К., H a s e S., I k e h a t a H. et al. -
J . Vi taminol . , 1961, v. 7, p. 141. — 24. J a n б a ? i k A. — Vitam. Horm. (Lpz.), 
1957, Bd 7, S. 430. 25. К i m u r a R., L i а о Т. H. — Proc. J ap . Acad., 1952, 
v. 29, p. 132. — 26. А о k i F. — Vitamins , 1955, v. 9, p. 53. — 27. E d w i n E. E. , 
J а с k m a n R. — J . Sci. Food Agric., 1974, v. 25, p. 357. — 28. S m y t h R. D. 
et al. — Arch. Int . Pharmacodyn. , 1962, v. 136, p. 230. — 29. К о b а с о f f B. L. 
et al. — Nature, 1963, v. 199, p. 819. — 30. I k e h a t a H. — J . gen. appl. Micro-
biol., 1960, v. 6. p. 30. — 31. F u j i t a A., T a s h i г о Т. — J . biol. Chem., 1952, 
v. 196, p. 305. — 32. L у n n W a n g, A i r t h R. L. — Biochem. biophys. Res. 
Commun., 1967, v. 27, p. 325. — 33. К о z u k a S. — Seikagaku, 1951, v. 23, p. 154. 
34. F u j i t a A., N o s e Y., K o z u k a S. et al. — J . biol. Chem., 1952, v. 196, 
p. 289. — 35. U l l r i c h J . Habi ta l i t a t ionschr i f t . Freiburg, 1969. — 36. В r u n s F. , 
I) п и w a I (I E. , N o l l in a n n E. — Biochem. Z., 1958, Bd 330, S. 497. 
37. G u b i e r C. J . — J . biol. Chem., 1961, v. 236, p. 3112. — 38. К о ч e -
т о в Г. А., И з о т о в а А. Е. — Биохимия, 1973, т. 38, с. 954. — 39. Г а с -
м а н В., К е т ц К. — В кн.: Международн. биохимический конгресс. 5-й. Рефера-
ты секционных сообщений. М., 1961, т. 1, с. 487. — 40. S е 1 i g m a n А. М. et al.— 
Angiology, 1962, v. 13, p. 508. - 41. M a t s u k a w a D., C h a n g S., F u j i -
m i у a M. et al. J . Vi taminol . 1954, v. 1, p. 43. — 42. M a t s u k a w a D., 
C h a n g S., F u j i m i y a M. et al. — Ibid. , p. 53. — 43. A g e e С. Сое., W i 1 -
k i n s J u d у H. , A i r t h R. L. — J . Bact . , 1973, v. 115, p. 949. — 44. А ч a p -
к а н А. С. — Тер. apx. , 1951, № 3, c. 63. — 45. С м и р н о в а Л. H. — В кн.: 
Экспериментальные и клинические исследования по антибиотикам. Л . , 1958, с. 401.— 
46. В а с ю т о ч к и и В. М. — Труды Воен.-морск. мед. акад. , 1950, т. 24, с. 103. -
47. Н a m a d а К. — Vitamins , 1954, v. 7, p. 70. 

Поступила 28/11 1978 г. 

ANTIV1TAM1NE ACTIVITY OF THIAMINASE FROM В. THIAMINOLYTICUS 
UNDER CONDITIONS OF D I F F E R E N T WAYS OF THE ENZYME ADMINISTRATION 

INTO ANIMALS 

S. S. Puzach, Yu. M. Ostrovsky 

Department of Metabolic Regulation, Academy of Sciences of the Byelorussian SSR, Grodno 

Effect of bacterial thiaminase was studied in vivo after subcutaneous and intragastric 
administration of either the enzyme or of suspensions of intact and inactivated with an anti-
biotic bacterial cells, producing thiaminase. Activity of the thiamin-dependent enzymes 
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(transketolase and a-ketoglutarate dehydrogenase) was distinctly decreased in liver and kidney 
tissues within 2 and 7 days after a single subcutaneous administration of 0.015 1U of the en-
zyme. Repeated administration of the enzyme within 4 days inhibited activity of thiamin-
dependent enzymes in other tissues (heart, spleen, muscle and blood). Activity of thiamin-
dependent enzymes in liver, kidney, heart, spleen, brain, muscles and blood was decreased 
more distinctly after administration of intact bacterial cells into mice stomach as compared 
to the effect of inactivated cells. Old animals were more sensitive to administration of intact 
bacterial cells than the young ones. The data obtained suggest that, besides the known thiamin-
degrading effect of bacterial thiaminase in the intestinal contents, the enzyme exhibits func-
tional activity within the animal tissues after the parenteral administration. 

УДК 616-006-07:616.633.922-074 

Л. Af. Бериипейн, E. В. Цырлина, В. Ф. Семиглазов, Е. А. Валдина, 
Е. Г. Львович 

ВЗАИМОСВЯЗЬ ЭКСКРЕЦИИ ХОЛЕСТЕРИНА С МОЧОЙ 
У ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ВОЛЬНЫХ С НЕКОТОРЫМИ 

ГОРМОНАЛЬНО-МЕТАВОЛИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ И ВЛИЯНИЕ 
НА ЭТОТ ПРОЦЕСС ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ 

Научно-исследовательский институт онкологии им. Н. IT. Петрова Министерства здраво-
охранения СССР, Ленинград 

У здоровых людей, больных раком молочной железы, больных фиброаденоматозом, 
больных раком легкого и больных с доброкачественными процессами в легких изучали 
экскрецию холестерина с мочой методом газовой хроматографии. Не обнаружено уве-
личения экскреции холестерина при упомянутых злокачественных новообразованиях. 
Показано, что больным раком молочной оюелезы и раком легкого свойственно нарушение 
нормальных коррелятивных взаимоотношений между экскрецией холестерина с мочой 
и содержанием липопротеинов, связанного с белком йода и 11 -оксикортикостероидов 
в крови и экскреции циклического АМФ с мочой. Нагрузка эуфиллином сопровождалась 
снижением холестеринурии у больных фиброаденоматозом и отсутствием динамики 
этого показателя у больных раком молочной оюелезы. Лечение последних феноформином 
приводило к достоверному снижению, а лечение мисклероном — к умеренному повыше-
нию экскреции холестерина с мочой. 

Имеются многочисленные наблюдения, свидетельствующие о резком 
усилении синтеза холестерина в опухолевых клетках, об увеличении час-
тоты опухолей у животных, которым в корм добавляли различные липиды 
и, напротив, об уменьшении числа опухолей у животных, которые нахо-
дились на диете с низким содержанием холестерина 1,1—3.1. Изучение осо-
бенностей продукции последнего у онкологических больных и разработка 
доступных средств наблюдения за данным процессом приобретают все 
•большую важность. Наиболее известным и широко применяемым в этом 
отношении в клинике параметром является определение уровня холесте-
рина в крови 14]. Однако выраженность холестеринемии определяется не-
сколькими процессами: эндогенным синтезом холестерина, его катаболиз-
мом (в том числе превращением в желчные кислоты) и поступлением холе-
стерина с пищей [3, 51. При ряде онкологических процессов отмечается 
повышение экскреции холестерина с мочой 16—8]. Поскольку этот показа-
тель представляет определенный интерес как возможный критерий эндо-
генного биосинтеза холестерина и стероидных гормонов в организме [6, 7], 
а факторы, определяющие величину экскреции холестерина, заслуживают 
специального анализа, то целью настоящей работы явилось: изучение эк-
скреции холестерина с мочой методом газовой хроматографии у здоро вых 
людей и у больных с доброкачественной и злокачественной патологией мо-
лочных желез и легких; сопоставление данных об экскреции холестерииа с 

содержанием холестерина, фосфолипидов и липопротеинов, а также связан-
ного с белком йода и 11-оксикортикостероидов в крови и с величиной эк-
скреции 17-оксикортикостероидов и циклического аденозин-3', 5'-моно-
фосфата (цАМФ) с мочой; изучение влияния на экскрецию холестерина с 
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мочой лечения антидиабетическим (фенформин) и гипохолестеринемиче-
ским (мисклерон) препаратами, а т акже нагрузок ингибитором фосфоди-
эстеразы цАМФ эуфиллином. 

М е т о д и к а 

Всего было обследовано более 120 человек. Определение холестерина в суточной 
моче осуществляли по методу [6]. Газовую хроматографию проводили на хроматогра-
фе «Packard», модель 878 (США), колонка 2 м Х 4 мм, жидкая фаза — QF1 — 2%. 
Методы, использовавшиеся для определения липидов крови, связанного с белком 
йода, стероидных гормонов, цАМФ и креатииина, приводятся в работах, опублико-
ванных нами ранее [9, 10]. Результаты обрабатывали методами вариационной ста-
тистики с подсчетом критериев / и Р . При сопоставлении величины экскреции хо-
лестерина с мочой и величины некоторых гормонально-метаболических показателей 
вычисляли коэффициент корреляции рангов по Спирмену |11 | . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как видно из табл. 1, экскреция холестерина с мочой (в миллиграммах 
на 1 г креатииина) больными раком молочной железы и раком легкого не 
отличалась существенно по средним данным от таковой у больных фиброаде-
номатозом, с доброкачественными процессами в легких и у здоровых людей 
(Р во всех случаях > 0 , 0 5 ) . Не отмечалось также достоверной зависимости 
результатов от возраста обследованных и клинической стадии заболева-
ния. У мужчин с патологией легких несколько чаще наблюдали более вы-
сокие значения холестеринурии, что может быть, однако, связано с извест-
ными половыми различиями в экскреции холестерина с мочой 1.7, 81. Если 
на основании обследования здоровых людей в качестве верхней границы 
нормы для величины экскреции холестерина с мочой принять 1,0 мг на 1 г 
креатииина, то случаи гиперэкскреции холестерина распределились бы 
следующим образом: рак молочной железы — 2 человека, фиброадеиома-
тоз—ни одного,рак легкого —2, доброкачественные процессы в легких —3. 

Не приводя в настоящей работе сведений об абсолютной величине изу-
чавшихся гормонально-метаболических показателей и ограничившись пред-
ставлением коэффициентов, характеризующих их связь с уровнем холесте-
ринурии (табл. 2), можно констатировать, что больным раком молочной 
железы и раком легкого свойственно нарушение нормальных коррелятив-
ных взаимоотношений между этими параметрами. Наиболее отчетливо это 
проявлялось мри сопоставлении экскреции холестерина с содержанием 
липопротеинов, связанного с белком йода и 11-оксикортикостероидов в 
крови и экскрецией цАМФ, где свойственный доброкачественным процес-
сам знак коррелятивных связей сменялся на противоположный при раке. 

Лечение радикально оперированных больных раком молочной железы 
антидиабетическим бигуанидом фенформином (50—100 мг в день) приводи-
ло к достоверному снижению экскреции холестерина с мочой. При отмене 
препарата этот показатель возвращался к прежним значениям (см. рису-
нок). Применение мисклерона (как одного, так и в комбинации с фенформи-
ном), напротив, сопровождалось некоторым увеличением выделения холе-
стерина с мочой и умеренным снижением холестеринурии при отмене ле-
чения При приеме эуфиллина (по 0,6 г в день в течение 6—7 дней) не из-
менялось выведение холестерина с мочой у 7 больных раком молочной же-
лезы (до приема 0 , 3 9 ± 0 , 0 8 мг, после приема 0 , 3 8 + 0 , 0 6 мг), у 4 больных 
фиброаденоматозом этот показатель снижался от 0,62, 0,21, 0,68 и 0,58 
до 0,40, 0,05, 0,55 и 0,32 мг соответственно. 

В работах 16- 8.1 экскреция холестерина с мочой первоначально рас-
сматривалась как показатель его эндогенной продукции. Авторы показали, 

1 Эти различия в действии двух препаратов на холестерин мочи наблюдались, 
несмотря на более выраженный (по сравнению с фенформином) эффект мисклерона на 
холестерин крови. 
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Т а б л и ц а 1 

Экскреция холестерина с мочой у обследованных 

Средний 
возраст, 

годы 

Холестерин мочи, мг на 1 г креатииина 

Обследованные 
Средний 
возраст, 

годы у всех обследованных у лиц моложе 50 лет у лиц 50 лет и 
старше 

у лиц с I —II кли-
нической стадией 

у лиц с III — IV 
клинической ста-

дией 

Больные: 

раком молочной железы 49— 1,4 
0,49=^0,05 

(0,12—1,18) (26) 

0,53=1=0,05 

(0,21—0,68) (11) 

0,47=1=0,07 

(0,12—1,18) (15) 

0,49—0,14 

(0,21—1,18) (11) 

0,52=1=0,07 

(0,23—0,94) (12) 

фиброаденоматозом 50—2,6 
0,44=^0,08 

(0,21-0,85) (8) 

0,43—0,12 

(0,21—0,85) ( 4) 

0,45=1=0,12 

(0,23—0,67) ( 4) 

раком легкого 51 — 1,2 
0,50=t0,09 

(0,10—1,95) (30) 

0,40=1=0,11 

(0,16—0,80) ( 5) 

0,52=1=0,12 

(0,10-1,95) (25) 

0,55=^0,17 

(0,10—1,50) (И) 

0,44=1=0,13 

(0,16-1,95) (18) 

с доброкачественными 

процессами в легких 52=tl ,9 0,77—0,29 0,58=1=0,16 1,02=1=0,43 

(0,12—3,12) (11) (0,12—1,02) (5) (0,19—3,25) (6) — — 

Здоровые женщины * 43—3,5 0,49=1=0,11 

(0,15-0,80) (6) — — — — 

Здоровые мужчины 45=1=3,3 0,46—0,09 

(0,24—0,77) (6) — — — — 

* У 2 здоровых девочек 5 и И лет экскреция холестерина с мочой равнялась 0,52 и 0,35 мг на 1 г кргатинина соответственно, а у женщины 26 лет 
на 32-й неделе беременности — 3,2 мг на 1 г креатииина, что соответствует данным литературы [6]. 

П р и м е ч а н и е . В скобках представлены минимальные и максимальные значения изучавшегося показателя и число обследованных. 



что гиперэкскреция холестерина наблюдается при опухолях «стероидпро-
дуцирующих» желез (яичники, тестикулы) и их основных органов-мишеней 
(матка, молочная и предстательная железа) [7, 8, 12]. Увеличение экскре-
ции холестерина с мочой при раке предстательной железы было констати-
ровано и другими исследователями Г13]. 

Т а б л и ц а 2 
Сопоставление данных об экскреции холестерина с мочой с величиной некоторых 

гормонально-метаболических показателей у обследованных 

Обследованные 
Холесте-
рин кро-

ви 
Фосфо-
ли пиды 

Л ипо-
протейны 
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 й
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е 

< я 

Больные: 
раком молочной 
железы —0,29 0,30 —0,09 —0,34 0 ,23 —0 ,20 —0,03 0 ,36 
фиброаденома-
тозом 0,40 0,31 0,19 0,15 —0,04 0,60 0,22 —0,27 
раком легкого 0,19 0,16 —0,23 0,34 0,02 —0, 14 —0,29 0 ,23 
с доброкачест-
венными про-
цессами в лег-
ких —0,35 0,30 0,42 —0,12 0,29 0,14 0,56 —0,40 

П р и м е ч а н и е . Представлены коэффициенты корреляции рангов (р) по Спир-
мепу |11| , рассчитанные для: холестерин мочи/соответствующий гормонально-метаболи-
ческий параметр. 

Отсутствие повышения экскреции холестерина у больных раком лег-
кого, обнаруженное в настоящей работе, соответствует известным данным 
литературы [7]. Расхождение результатов в отношении больных раком мо-

Экскреция холестерина с мочой на фоне лечения боль-
ных раком молочной железы фенформином и мискле-

роном. 
А — лечение фенформином по 50—100 мг в день (/1=10), 

/ — до лечения, 2 — 2 — 3 мес лечения, 3— 4—6 мес лечения, 
4 — через 4—6 мес после отмены препарата; PJPi} 1}<0,05; Б — 
лечение мисклероном по 1 —1,5 г в день (в 3 из 8* случаев в 
комбинации с фенформином (/?. = 8): J — до лечения, 2 — 3 — 

6 мес лечения; 3 — через 2—3 мес после отмены препарата. 

лочиой железы, возможно, связано с тем, что в отличие от нас другие ав-
торы обследовали неоперабельных больных с инфильтративно-отечной фор-
мой опухоли 19]. Хотя при изучавшихся нами видах злокачественных но-
вообразований не было обнаружено усиления экскреции холестерина с 
мочой, при сопоставлении последнего показателя с величиной некоторых 
гормонально-метаболических параметров у больных раком молочной же-
лезы и раком легкого отмечалось нарушение коррелятивных взаимоотно-
шений, свойственных больным с соответствующей доброкачественной па-
тологией. Одним из характерных примеров в этом отношении является со-
поставление экскреции холестерина и цАМФ с мочой, что в совокупности 
с результатами нагрузок эуфиллином косвенным образом свидетельствует 
об утрате цАМФ присущих этому циклическому нуклеотиду 1141 ингиби-
торных свойств в отношении биосинтеза холестерина при раке. Несмотря 
н а э т о т ф а к т и на то , ч т о в ы в е д е н и е х о л е с т е р и н а с м о ч о й р е з к о в о з р а с т а е т 
при беременности 16] (см. табл. 1), когда синтез отдельных фракций липи-

дов существенно усилен [15], некоторые данные, полученные в настоящем 
исследовании, не позволяют с уверенностью утверждать, что процесс 
экскреции холестерина с мочой отражает лишь состояние эндогенной про-
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д у к ц и и е г о в о р г а н и з м е . В п е р в у ю о ч е р е д ь э т о о т н о с и т с я к р е з у л ь т а т а м ; 
т е р а п и и и н г и б и т о р о м б и о с и н т е з а х о л е с т е р и н а м и с к л е р о н о м . Н е о б х о д и м а 
и м е т ь в в и д у , ч т о н а з н а ч е н и е м и с к л е р о н а б о л ь н ы м с г и п е р л и п о п р о т е и н е м и е й 
п р и в о д и л о к у в е л и ч е н и ю в ы в е д е н и я х о л е с т е р и н а с ф е к а л и я м и [16] . В том 
с л у ч а е , е с л и в ы в о д ы , п о л у ч е н н ы е в о т н о ш е н и и э т о г о п р е п а р а т а , с п р а в е д -
л и в ы , п о т р е б у ю т с я д о п о л н и т е л ь н ы е и с с л е д о в а н и я , ч т о б ы р е ш и т ь , в к а к о й 
с т е п е н и п у л э к с к р е т и р у е м о г о х о л е с т е р и н а о п р е д е л я е т с я , с о д н о й с т о р о н ы , 
х а р а к т е р о м п р о д у к ц и и п о с л е д н е г о и , с д р у г о й , — о с о б е н н о с т я м и д а л ь н е й -
ш е г о м е т а б о л и з м а х о л е с т е р и н а в о р г а н и з м е . В ы с к а з а н о п р е д п о л о ж е н и е 
о т о м , что г и п е р э к с к р е ц и я х о л е с т е р и н а с м о ч о й не о б я з а т е л ь н о я в л я е т с я от-
р а ж е н и е м у с и л е н и я е го б и о с и н т е з а в в о в л е ч е н н ы х в п р о ц е с с к л е т к а х , а. 
м о ж е т б ы т ь п р о я в л е н и е м п о в ы ш е н н о й п р о д у к ц и и в о п у х о л я х с п е ц и ф и ч е -
с к о г о б е л к а , с к о т о р ы м х о л е с т е р и н с в я з ы в а е т с я и в ы в о д и т с я с м о ч о й 112]. 
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INTERRELATIONSHIP BETWEEN EXCRETION OF CHOLESTEROL W I T H U R I N E 
IN ONCOLOGIC PATIENTS AND SOME HORMONE-METABOLIC PATTERNS 

AS WELL AS EFFECT OF DRUGS ON THESE PROCESSES 

L. M. Bernstein, E. V. Tsyrlina, V. F. Semiglazov, E. A. Valdina, E. G. Vvovich 

N. N. Petrov Institute of Oncology, Ministry of Public Health of the USSR, Leningrad 

Excretion of cholesterol with urine was studied using gas chromatography in healthy 
persons, in patients with cancer of mammary glands, fibroadenoma, lung carcinoma and in pa-
tients with beningn processes in lungs. Cholesterol excretion was not increased in patients 
with the malignant tumors studied. In patients with the cancer of mammary glands and lung 
carcinoma normal correlation was altered between excretion of cholesterol with urine and con-
tent of lipoproteins, protein-bound iodine, 11-hydroxycorticosteroids in blood as well as ex-
cretion of cyclic AMP with urine. Treatment with euphylline was accompanied by a decrease 
in cholesteroluria in patients with fibroadenoma but the drug had no comparable effect on 
patients with the cancer of mammary glands. In patients with the cancer of mammary glands 
phenphormine caused distinct decrease and misclerone—moderate increase in excretion of 
cholesterol with urine. 
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М. Г. Шафран 

В Ы Д Е Л Е Н И Е И Н Е К О Т О Р Ы Е СВОЙСТВА М И Е Л О П Е Р О К С И Д А З Ы 
КОСТНОГ О М О З Г А Ч Е Л О В Е К А 

Лаборатория медицинской генетики Института экспериментальной медицины АМН СССР, 
Ленинград 

Из посмертного костного мозга человека выделен с помощью колоночной хрома-
тографии на ЛЭ АЭ-Сефадексе, К М- целлюлозе и гель-фильтрации на Сефадексе G-100 
препарат миелопероксидазы. Степень чистоты 0,76, выход 16%. Полученный фермент 
является высокоочищенным по данным повторной гель-фильтрации, степени чистоты и 
иммунохимическому критерию. Молекулярная масса миелопероксидазы, по данным 
гель-фильтрации на Сефадексе G-100, составляет около 150 ООО. 

Д л я т о г о ч т о б ы п о д о й т и к и з у ч е н и ю п а т о л о г и ч е с к и х с о с т о я н и й чело -
в е к а , с в я з а н н ы х с н а с л е д с т в е н н о й н е д о с т а т о ч н о с т ь ю т о й и л и и н о й б а к т е р и -
ц и д н о й с и с т е м ы о р г а н и з м а , т р е б у е т с я в п е р в у ю о ч е р е д ь в ы д е л и т ь о ч и щ е н -
н ы й п р е п а р а т э т о г о б а к т е р и ц и д н о г о б е л к а и п о л у ч и т ь н а н е г о с п е ц и ф и ч е -
с к у ю к р о л и ч ь ю а н т и с ы в о р о т к у . О б ъ е к т о м н а ш е г о и с с л е д о в а н и я я в и л а с ь 
м и е л о п е р о к с и д а з а ( М П О ) ( д о н о р : Н 2 0 2 - о к с и д о р е д у к т а з а ; К Ф 1 . 1 1 . 1 . 7 ) . 
К а к и з в е с т н о , э т о т ф е р м е н т н а р я д у с ф у н к ц и е й р а з р у ш е н и я н е о р г а н и ч е -
с к и х и о р г а н и ч е с к и х п е р е к и с е й я в л я е т с я о д н о й из в е д у щ и х б а к т е р и ц и д н ы х 
с и с т е м о р г а н и з м а . Р а н е е б ы л и п о л у ч е н ы о ч и щ е н н ы е п р е п а р а т ы М П О из 
м н о г и х и с т о ч н и к о в , в том ч и с л е и з э к с с у д а т а т у б е р к у л е з н о й э м п и е м ы и 
л е й к о ц и т о в к р о в и ч е л о в е к а II 111. Н а и б о л е е д о с т у п н ы м м а т е р и а л а м д л я 
п о л у ч е н и я М П О ч е л о в е к а в д о с т а т о ч н о б о л ь ш и х к о л и ч е с т в а х м о ж е т я в и т ь с я 
п о с м е р т н ы й к о с т н ы й м о з г с к о р о п о с т и ж н о у м е р ш и х в р е з у л ь т а т е н е с ч а с т н ы х 
с л у ч а е в , т р а в м , н е к о т о р ы х з а б о л е в а н и й , и с к л ю ч а ю щ и х н а л и ч и е и н ф е к ц и о н -
н ы х и з л о к а ч е с т в е н н ы х п р о ц е с с о в . В н а с т о я щ е й р а б о т е п р и в о д я т с я р е з у л ь -
т а т ы и с с л е д о в а н и я по в ы д е л е н и ю М П О из п о с м е р т н о г о к о с т н о г о м о з г а че-
л о в е к а . 

М е т о д и к а 

Источником для выделения фермента являлись клетки посмертного костного 
мозга губчатых костей, любезно предоставленные лабораторией консервации органов 
и тканей (зав. — проф. П. М. Медведев) Ленинградского института гематологии и 
переливания крови. Костный мозг получали не позднее 6 ч после смерти. Ребра и гру-
дину резецировали, освобождали от посторонних тканей, измельчали особым резаком 
и клетки костного мозга вымывали физиологическим раствором. Взвесь клеток отде-
ляли от обломков костной ткани фильтрованием через капроновый фильтр, затем цент-
рифугировали при 400 g в течение 20 мин. Осадок клеток промывали физиологическим 
раствором и снова центрифугировали при тех же условиях. Жизнеспособность клеток 
костного мозга определяли методом люминесцентной микроскопии с акридиновым 
оранжевым [12]. 

Фракционирование клеток костного мозга проводили в несколько этапов. Скача» 
ла клетки гемолизировали [8]. Д л я этого их суспендировали в 15 мл 0,9% NaCI, при 
помешивании вносили 45 мл воды. Спустя 30 с к суспензии клеток добавляли 15 мл 
3% NaCI, центрифугировали при 400 g в течение 10 мин и полученный осадок ис-
пользовали для дальнейшего фракционирования. Д л я лучшего гемолиза эту стадию 
повторяли дважды. Осадок суспендировали в 0,9% NaCI и подсчитывали количество 
клеток. Д л я этой цели использовали камеру Горяева. 

Обогащенную лизосомальиую фракцию получали методом дифференциального 
центрифугирования [8]. Гемолизированиые клетки костного мозга суспендировали 
в 0,25 М сахарозе и гомогенизировали в слабопритертом стеклянном гомогенизаторе. 
Степень разрушения клеток контролировали под световым микроскопом. Гомогенат 
центрифугировали при 400 g в течение 10 мин. Осадок подвергали повторной экстрак-
ции с добавлением 0,25 М сахарозы и затем центрифугировали при описанных выше 
условиях. Надосадочную жидкость после двух экстракций объединяли и центрифуги-
ровали для осаждения митохондриальной фракции при 2000 g в течение 30 мин; по-
лученную надосадочную жидкость центрифугировали при 39 000 g в течение 20 мин. 
Этим достигается осаждение обогащенной лизосомальной фракции. Осадок суспенди-
ровали в 0,1 М фосфатном буфере рН 7,0. При отработке метода дифференциального 
центрифугирования на каждом этапе фракционирования проводили энзиматический 
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контроль за активностью некоторых маркерных ферментов лизосом и других струк-
тур (табл. 1). Выделение и очистку МПО из обогащенной лизосомальиой фракции 
проводили по ранее описанной методике [11]. При очистке фермента в качестве иоио-
обменников использовали КМ-целлюлозу (фирма «Reanal», Венгрия) и ДЭАЭ-Се-
фадекс А-50 (фирма «Pharmacia»). Гель-фильтрацию проводили на колонках с сефа-
дексами G-100 и G-200 (фирма «Pharmacia»,). Все этапы выделения и очистки были 
проведены при температуре 4—5°С. Активность пероксидазы определяли методом 
[13], перекиси водорода — колориметрическим методом [17]. Спектральный анализ 
проводили на спектрофотометре «Unicam SP-8000». 

Т а б л и ц а 1 
Активность некоторых ферментов на разных стадиях дифференциального 

центрифугирования 

Стадия центри фуг ировани я 
МПО Лизоцим 

Малатде-
гидроге-

наза 

Глкжозо-6-
фосфатде-

гидрогеиаза 

6-Фосфо-
глюкоиатде-
гидрогеиаза 

ед. на 1 мг белка м/мин/мг 

Гомогенат клеток костного моз-
га 794,1 40,5 51,3 5,5- 10~3 2,2- Ю - 3 

Осадок после центрифугирова-
ния при 400 g 150,0 17,2 — — — 

То же при 2000 g 357,0 35,0 150,0 125,0-Ю-3 5 0 , 0 - Ю - 3 

То же при 39 000 g 1323,0 117,0 8,3 — — 

Надосадочная жидкость после 
це н •т р и фу г и р о в а н и я п р и 
39 000 g — 394,0 2 0 , 0 - Ю - 3 12,0-Ю- 3 

Методика определения [13] 114] [15] [16] [16] 

П р и м е ч а н и е . Для определения активности указанных выше ферментов полу-
ченные осадки суспендировали в 0,1 М фосфатном буфере рН 7,0 и осветляли центрифуги-
рованием при 1500 g в течение 10 мин. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В ы д е л е н и е и о ч и с т к у М П О п р о в о д и л и м е т о д о м , п р е д с т а в л я ю щ и м собой 
с о ч е т а н и е п р е д л о ж е н н ы х р а н е е п р и е м о в д л я в ы д е л е н и я э т о г о ф е р м е н т а из 
н е к о т о р ы х и с т о ч н и к о в [ 6 , 8 , 11]. П р е д в а р и т е л ь н ы е о п ы т ы п о к а з а л и , что 
ф о р м е н н ы е э л е м е н т ы п о с м е р т н о г о к о с т н о г о м о з г а г у б ч а т ы х к о с т е й , в з я т о г о 
с п у с т я 4 — 6 ч п о с л е с м е р т и , и м е л и ж и з н е с п о с о б н о с т ь н е н и ж е 6 0 — 7 0 % . 

Т а б л и ц а 2 

Очистка МПО из костного мозга человека 

Удельная 
Степень Выход. % Стадия очистки Количес- активность Степень Степень Выход. % Стадия очистки 

тво бел- МПО, ед. на чистоты очистки 
ка, мг 1 мг белка 

Гомогенат лизосом 696,0 362,0 
Инкубация с 6% NaCI 160,2 3033,7 — 8,3 100 
Диализ 111,6 3279,5 — 9,0 75 
Хроматография на ДЭАЭ-Се-

58 фадексе 79,2 3583,3 0,2—0,34 10,0 58 
Хроматография на КМ-целлю-

лозе 10,0 17548,3 0,5—0,6 48,4 36 
Гель-фильтрация на сефадексе 

16 G-100 4,3 18309,0 0,76 50,5 16 

Р е з у л ь т а т ы о д н о г о и з о п ы т о в по в ы д е л е н и ю и о ч и с т к е ф е р м е н т а п р е д -
с т а в л е н ы в т а б л . 2 . М а т е р и а л к л е т о к к о с т н о г о м о з г а б ы л п о л у ч е н с п у с т я 
6 ч п о с л е с м е р т и из 18 р е б е р и г р у д и н ы . Ж и з н е с п о с о б н о с т ь к л е т о к по д а н -
н ы м л ю м и н е с ц е н т н о й м и к р о с к о п и и с о с т а в л я л а 6 4 % . 
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Исходный материал форменных элементов костного мозга, полученных 
после их промывки и гемолиза, составлял 2,0- 10го клеток. Из них путем диф-
ференциального центрифугирования в 0,25 М сахарозе была получена обо-
гащенная лизосомальная фракция 18]. Эту фракцию подвергали гомоге-
низации и находящиеся в ней ферменты переводили в растворимое состоя-
ние путем инкубации с 6% NaCI в течение 16 ч при температуре 4—5°С. 
Затем суспензию центрифуги-
ровали при 39 ООО q в течение 
10 мин. Образовавшийся оса-
док подвергали повторной эк-
стракции в 0,1 М фосфатном 
буфере рН 7,0—6% NaCI, 
инкубировали в течение 16 ч 
при указанной выше темпера-
туре и центрифугировали при 
39 0000 q в течение 10 мин. 
Полученные надосадочные 
жидкости после первой и вто-
рой экстракции диализовали 
против 0,1 М фосфатного бу-
фера р Н 7,0 в течение 20 ч, 
диализат центрифугировали 
при 1500 q в течение 30 мин и 
надосадочную жидкость нано-
сили на колонку с ДЭАЭ-Сефадексом А-50 (рис. 1). После элюции с колонки 
фракции с активностью пероксидазы собирали и подвергали разделению на 
колонке с КМ-целлюлозой. Элюцию фермента с колонки вели линейным гра-

Рис. 2. Ионообменная хроматография МПО на КМ-целлюлозе. 
Колонку ( 1 , 8 x 1 0 см) уравновешивали 0,05 М фосфатным буфером рН 7,0. Элюцию фермента вели 
линейным градиентом 0,1 М фосфатного буфера рН 7,0 — 0,1 М фосфатный буфер pl-I 7,0 с 1,0 М 
NaCI. Объем резервуара и смесителя по 200 мл в каждом сосуде. Скорость элюции 8 мл/ч, объем 
фракции 3 мл. 1 — Е 2 в о > 2 — активность МПО в 1 мл. Начало градиента (3) обозначено стрелкой. 

диентом 0,1 М фосфатного буфера р Н 7,0 — раствором этого же буфера 
с 1,0 М NaCI. Фермент выходил в виде двух пиков (рис. 2), обладающих 
активностью пероксидазы. Степень чистоты фермента (Е4з0/Е28о) на этой 
стадии 0,5—0,6, выход 3 6 % . 

Так как аналогичные два пика активности пероксидазы после очистки 
на КМ-целлюлозе были получены ранее 18] и авторы показали присутствие 
двух различных пероксидаз, то нами был проведен анализ спектров погло-
щения полученных фракций фермента (рис. 3). Исходя из этого критерия, 
было найдено присутствие только одной пероксидазы. Спектры поглощения 
фермента, согласно данным, полученным для МПО ранее 1 1 , 4 , 7 ] , соот-

Объем эльоота) мл 

Рис. 1. Ионообменная хроматография белков ли-
зосом костного мозга на ДЭАЭ-сефадексе А-50. 
Колонку (2,0 X 25 см) уравновешивали и элюировали 
0,1 М фосфатным буфером рН 7,0. Скорость элюции 

20 мл/ч. / — Егво^ 2 — активность MIIO в 1 мл. 
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ветствовали МПО. Присутствия ж е пероксидазы эозииофилов иа этой ста-
дии обнаружено не было. Возможно, это объясняется природой используе-
мого источника лейкоцитов. 

В заключение полученные фракции с активностью М П О подвергали 
очистке на сефадексе G-100. Профиль элюции одной из фракций препарата 
представлен на рис. 4. Степень чистоты (Е430/28о) фермента на этой ста-
дии 0,76, выход 16%. 

Полученный препарат МПО посмертного костного мозга по данным 
повторной гель-фильтрации, степени чистоты и иммунохимическому кри-
терию был нами охарактеризован как 
фермент, имеющий высокую степень 
очистки. П р и повторной гель-фильт-
рации на сефадексе G-200 фермент вы-

£280 

Рис. 3. Спектры поглощения 
1 — первый пик фермента после очистки 
на колонке с KM-целлюлозой, концентра-
ция белка 0,4 мг/мл; 2 — второй пик фер-

мента, концентрация белка 0,49 мг/мл. 

1200 | 

§ 
800 % 

% 
400 ^ £ 

00 40 50 60 70 80 30 100 
Объем элюата,мл 

Рис. 4. Гель-фильтрация МПО на 
сефадексе G-100. 

Колонку (1 ,8X80 см) уравновешивали и 
элюировали 0,1 М фосфатным буфером 
рН 7,0 с 0,1 М NaCI. Скорость элюции 
8 мл/ч. 1 — Е280» 2 — активность МПО 

в 1 мл. 

ходил в виде фракции, характеризующейся одним пиком. Степень чистоты 
(Е430/Е28О), равная 0,76, вполне согласуется с этим критерием у ранее по-
лученных препаратов фермента, у которых это отношение было в пределах 

0 , 7 6 — 0 , 8 5 [ 2 , 4, 6—11]. В качесте иммунохими-
ческого критерия степени очистки полученного 
препарата МПО рассматривали реакцию иммуно-
преципитации и иммуноэлектрофорез в агаре [18]. 
Предварительно по ранее разработанной схеме им-
мунизации [19] на очищенный фермент была полу-

5-10^ Г10 5 2-105 

Молекулярный две 

Рис. 5. Определение молекулярной массы МПО методом 
гель-фильтрации на сефадексе G-100. 

— бычий сывороточный альбумин (молекулярная масса 67 000); 
Б — креатинкиназа (молекулярная масса 81 000); В — лактатдеги-
дрогеиаза (молекулярная масса 135 000); Г — алкогольдегидроге-
иаза (молекулярная масса 150 000); М t — МПО мышей (молеку-
лярная масса около 135 000); М 2 — МПО костного мозга челове-

ка (молекулярная масса около 150 000). 

чена специфическая кроличья антисыворотка. Показано , что в обоих слу-
чаях препарат М П О образует с выработанной на этот белок антисыворот-
кой только одну дугу преципитации. 

М о л е к у л я р н а я масса МПО, определенная методом гель-фильтрации 
иа сефадексе G-100, была около 150 000 (рис. 5). Эти значения близки к 
ранее полученным данным, согласно которым м о л е к у л я р н а я масса препа-
рата М П О человека в зависимости от метода определения варьировала в пре-
делах 120 000—161 ООО 14, 7, 201. 

Таким образом, использование посмертного костного мозга человека 
с выживаемостью клеток не ниже 60—70%возможно для выделения и очист-
ки некоторых лейкоцитарных ферментов, в частности д л я МПО. Получен-
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н ы й ф е р м е н т по и с с л е д у е м ы м с в о й с т в а м в п о л н е с о о т в е т с т в у е т р а н е е п о л у -
ч е н н ы м п р е п а р а т а м М П О л е й к о ц и т о в к р о в и и э к с с у д а т а т у б е р к у л е з н о й 
э м п и е м ы ч е л о в е к а 11, 4 , 6 , 7 , 10]. 
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ISOLATION AND SOME PROPERTIES OF MYELOPEROXIDASE FROM HUMAN 
BONE MARROW 

M. G. Shcifran 

Laboratory of Medical Genetics, Institute of Experimental Medicine, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Leningrad 

A preparation of myeloperoxidase was isolated from human bone marrow by column 
chromatography on DEAE-Sephadex, CM cellulose and gel filtration on Sephadex G-100. 
The enzyme was purified to 0.76 purity with a 16% yield. The repeated gel f i l t rat ion, 
Е4з0/Е28о ratio and immunochemical study confirm the high degree of purification. Mole-
cular weight of the enzyme, determined by gel filtration on Sephadex G-100, was 150000. 

УДК 616.37-002.2-07:616.633.455-074 

В. К. Городецкий, 3. С. Исакова 

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

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Центральный научно-исследо 
вательский институт гастроэнтерологии, Москва 

В моче больных хроническим панкреатитом с поражениями печени, вызванными 
алкогольным отравлением, было найдено наряду с фруктозой и сахарозой 5 олигосаха-
ридов, содероюащих остаток фруктозы и обладающих восстанавливающей способностью; 
4 из них были трисахаридами, состоящими из остатка фруктозы и двух остатков 
глюкозы, и 1 — тетрасахарид, содероюащий остаток фруктозы и три остатка глю-
козы. Во всех олигосахаридах остаток фруктозы занимал концевое положение. Все оли-
госахариды мочи больных различались по типу связи между остатками глюкозы и мео/с-
ду остатками фруктозы и глюкозы. Олигосахариды мочи обладали различной хромато-
граф инеской подвижностью. 

И з у ч е н и е о л и г о с а х а р и д о в , п о я в л я ю щ и х с я в м о ч е б о л ь н ы х п р и р я д е 
н а р у ш е н и й у г л е в о д н о г о о б м е н а , п р е д с т а в л я е т б о л ь ш о й и н т е р е с . А н а л и з 
с о с т а в а и с т р о е н и я э т и х о л и г о с а х а р и д о в д а е т в о з м о ж н о с т ь о п р е д е л и т ь х а -
р а к т е р в о з н и к ш и х н а р у ш е н и й , ч т о и м е е т о с н о в н о е з н а ч е н и е д л я д и а г н о с т и -
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ки заболевания. Ранее нами было показано, что при диффузных поражениях 
поджелудочной железы нарушается обмен кетосахаров, что приводит к рез-
ко выраженной сахарозурии [1, 2]. В настоящей работе приведены резуль-
таты исследования кетосахаров мочи больных хроническим панкреатитом, 
находившихся на стационарном лечении в Институте гастроэнтерологии 
в 1976—1977 гг. Всего было обследовано около 100 больных хроническим 
панкреатитом различной этиологии, осложненным различными сопутст-
вующими заболеваниями (холецистит, гастрит, рак поджелудочной железы, 
киста поджелудочной железы, дуоденит, язва двенадцатиперстной киш-
ки и др.) . 

М е т о д и к а 

Мочу для анализа собирали у больных натощак до завтрака или брали суточную 
пробу. В качестве антисептика использовали хлороформ. Содержание суммы кетоса-
харов в пробе (в пересчете на фруктозу) определяли по реакции с тиобарбитуровой 
кислотой [3], количество кетосахаров, не обладающих восстанавливающей способ-
ностью, — этим же методом после щелочной деградации всех Сахаров, обладающих 
восстанавливающей способностью. Концентрацию сахарозы рассчитывали по разни-/ 
це между количеством кетосахаров, не обладающих восстанавливающей способностью, 
и содержанием кетосахаров, полученных после их гидролиза дрожжевой инвертазой 
и последующей щелочной обработки. Кроме того, сахара мочи анализировали мето-
дом нисходящей хроматографии на бумаге. Д л я этого пробу предварительно обрабаты-
вали в объеме активированным животным углем карболеном, а затем — ионообмен-
ными смолами дауэкс-1 [ЫСО^"| и дауэкс-50 [Н+]. После сгущения проб на роторном 
испарителе при 37°С на хроматографическую бумагу фильтрак № 7 наносили обра-
ботанную пробу мочи из расчета 0,5—0,75 мл исходной мочи в пятно. Часть пробы мо-
чи с высоким содержанием сахарозы и кетосахаров, не обладающих восстанавливаю-
щей способностью, подвергали после обработки воздействию инвертазы (на 1 мл мочи 
0,1 мл 0,1% водного раствора инвертазы, инкубация в течение 1 ч при 37°С) и так-
же наносили на бумагу. Хроматографию проводили в системе растворителя ацетон — 
н-бутаиол — вода в соотношении 7 : 2 : 1 , а хроматограммы проявляли анилин-
фталатом и специфичным на кетосахара димедоиовым проявителем [3]. 

Д л я установления состава и строения кетосахаров производили более тщатель-
ную очистку мочи больных, разделяли сахара методом хроматографии на бумаге и 
выделяли каждый сахар для анализа. Д л я этого суточную пробу мочи после филь-
трования упаривали на роторном испарителе при 37°С примерно в 7 раз. Сгущенную 
мочу фильтровали и к фильтрату добавляли 2 объема метанола. Выпавший осадок 
удаляли центрифугированием при 6000 об/мин. Надосадочную жидкость снова упа-
ривали и растворяли в воде (конечный объем составлял примерно 5% от исходного 
объема мочи). К раствору добавляли карболен (около 2% от исходного объема мочи), 
встряхивали в течение 1 ч при комнатной температуре, а затем центрифугировали. 
Как правило, концентрированная проба мочи была интенсивно окрашена, обладала 
вязкой консистенцией и полностью не обесцвечивалась даже после повторной обра-
ботки карболеном. Надосадочную жидкость после обработки углем смешивали с 
4 объемами метанола, выпавший осадок отфильтровывали, а фильтрат выпаривали. 
Выпаренный фильтрат растворяли в воде (конечный объем около 3% от исходного 
объема мочи) и обессоливали в объеме на смолах дауэкс-1 [HCOJ*] (30 мл суспензии 
на 80 мл обрабатываемого раствора) и дауэкс-50 [Н+] (25 мл) на стеклянном фильт-
ре. Сахара элюировали со смол 500 мл воды, весь элюат объединяли и выпаривали. 
Осадок легко растворялся в метаноле, после чего к нему добавляли примерно 10-крат-
ное количество ацетона, при этом из раствора выпадал обильный белый хлопьевидный 
осадок. Осадок быстро собирали, растворяли в 20 мл воды (конечный объем раствора 
54 мл, что составляет 2% от исходного объема мочи), от раствора отбирали 10 мл 
и повторно обессоливали на колонках со смолами дауэкс-1 [НСО^~] (50 мл) и дауэкс-50 
[Н + ] (41 мл). Сахара с колонок элюировали 270 мл воды, элюаты объединяли и вы-
паривали. 

Обессоленный элюат пробы необходимо было очистить от мочевины. Попытка 
очистить кетосахара в виде боратных комплексов на ионообменной колонке со смолой 
дауэкс-1 оказалась малоэффективной, поэтому для очистки кетосахаров и разделе-
ния их мы использовали препаративную хроматографию на бумаге. Упаренный 
элюат растворяли в 5 мл метанола (объем пробы был 7,9 мл) и наносили полосой на 
хроматографическую бумагу фильтрак № 7 из расчета 0,5 мл на 15 см стартовой 
линии. Условия проведения препаративной хроматографии были аналогичны усло-
виям аналитической хроматографии. После разделения Сахаров края хроматограмм 
отрезали и проявляли. Зоны хроматографического листа, содержащие кетосахара, 
вырезали и элюировали дистиллированной водой (1,5 мл воды на 1 см2 листа). 
Элюат выпаривали досуха и анализировали. 
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В каждом элюате определяли содержание Сахаров по фенолсернокислотному 
методу, содержание кетосахаров — по реакции с тиобарбитуровой кислотой, кетоса-
харов , не обладающих восстанавливающей способностью,— по реакции с тиобарбиту-
ровой кислотой после щелочной деградации, а количество сахарозы — по убыли 
кетосахаров после обработки инвертазой и щелочыо. Все выделенные олигосахариды 
подвергали ферментативному гидролизу инвертазой, частичному кислотному гидроли-
зу в 0,2 н. ЫС1 при 100°С в течение 5, 10, 15 и 20 мин и более полному кислотному 
гидролизу в 1 и. НС1 при 100°С в течение 60 и 90 мин. Гидролизаты анализировали 
с помощью бумажной хроматографии. Хроматограммы п р о я в л я л и тремя проявите-
лями — аиилии-фталатом, димедоном и щелочным раствором азотнокислого серебра. 
В исходных пробах и в пробах после гидролиза определяли содержание глюкозы глю-
козооксидазиым методом. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Общее содержание кетосахаров в утренней порции мочи больных хро-
ническим панкреатитом значительно колеблется (от 9 до 100 мг%) , причем 
количество сахарозы, а также кетосахаров, обладающих восстаиавливаю-

Кетосахара в моче больных 

Больной Сахароза, 
мг% 

Кетосахарозы, обладающие 
восстанавливающей спо-
собностью (в пересчете на 
фруктозиый остаток), мг% 

Б. 50 30 
С. 30 28 
К. 12 5 
М. 15,5 5 
С-в 11 5 
К-н 10 4 
Б-в 17 6 
В. 19 4 

Сох 

щей способностью, варьирует в одних и тех 
же пределах, т. е. 2—50 м г % . Четкой зави-
симости между содержанием кетосахаров, об-
ладающих восстанавливающей способностью 
и не обладающих ей, у больных обнаружено 
не было.. Концентрация кетосахаров в моче 
больных мало отличалась от таковой у здо-
ровых, и нам не удалось наблюдать резко вы-
раженную сахарозурию или фруктозурию у 
исследованных больных. 

При хроматографическом анализе Саха-
ров 8 больных мы обнаружили в моче наря-
ду с фруктозой и сахарозой целую группу 
о л и госа х а р и дов, об л адающи х восста н а в л и -
вающей способностью и содержащих остатки 

кетосахаров. Количество этих олигосахаридов не превышало содержания 
сахарозы (см. таблицу). Обнаруженные олигосахариды на хроматограммах 
располагались в области ди- ,три- и тетрасахаридов. Всего найдено в моче 
больных 6 кетоолигосахаридов (см. рисунок). 

В связи с тем что хроматографическому разделению олигосахаридов 
мешала примесь солей и мочевины (хроматографическая подвижность 
которых близка к подвижности сахарозы), мы отобрали суточные пробы 
мочи больного Б . , в которых содержалось самое высокое количество кето-
сахаров, обладающих восстанавливающей способностью, и подвергли их 
более тщательной очистке. Всего было обработано 2800 мл мочи, содержа-
ние сахарозы в ней было равно 50 м г % , а кетосахаров, обладающих восста-
навливающей способностью, —30 м г % . 

Хроматограмма кетосаха-
ров мочи больного Б . 

Хроматограмма проявлена ди-
медоном, полоса с сахарами-
свидетелями — аиилии-фтала-
том. С — сахара-спидетели; Ф — 
фруктоза; Г л — глюкоза; С ах— 
сахароза; М2 — мальтоза; 
МЗ — мальтотриоза; М4 — 
мальтотетраоза; П — палатино-
за; М — проба мочи; J — VJ — 

кетосахара мочи. 
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Олигосахарид I, элюированный с хроматограммы, имел Rfi немного 
меньшую, чем Rf сахарозы. Этот кетосахар не обладал восстанавливающей 
способностью и являлся дисахаридом, легко подвергался гидролизу кис-
лотой и инвертазой; при этом образовывались фруктоза и глюкоза. После 
щелочной обработки и дополнительной очистки на ионообменниках диса-
харид подвергали рехроматографии. Хроматографическая подвижность 
рехроматографированного дисахарида соответствовала подвижности са-
харозы. Следовательно, олигосахарид I являлся сахарозой. 

Олигосахариды I I—VI имели ряд сходных свойств. Все они состояли 
из остатков глюкозы и фруктозы, что подтверждалось хроматографиче-
ским анализом после кислотного гидролиза. Эти сахара обладали восста-
навливающей способностью и не расщеплялись инвертазой. При частичном 
кислотном гидролизе от олигосахаридов быстро отщеплялась фруктоза, 
оставшиеся негидролизованные олигосахариды димедоном не окрашива-
лись, т. е. не содержали кетогрупп, что указывает па концевое положение 
остатков фруктозы. По мере уменьшения хроматографической 
подвижности олигосахаридов и с увеличением их молекулярной массы воз-
растала их резистентность к кислоте. При кислотном гидролизе олигоса-
харидов глюкозы образовывалось в несколько раз больше, чем фруктозы. 

Олигосахарид II обладал несколько меньшей хроматографической 
подвижностью,чем мальтоза. После частичного гидролиза от него отщеплял-
ся остаток фруктозы и образовывался дисахарид с Rf, сходной с R.j маль-
тозы. При дальнейшем кислотном гидролизе дисахарид распадался до 
глюкозы. Это дает возможность предположить, что остатки глюкозы в три-
сахариде соединены 1—4-связыо. В моче больного содержание трисахари-
да II было не менее 0,3 м г % . 

Олигосахарид III на хроматограмме обнаруживался между мальтозой 
и мальтотриозой, Rf его была меньше, чем Rj олигосахарида II . По своим 
свойствам он близок к трисахариду II , но после частичного гидролиза и от-
щепления концевой фруктозы из трисахарида II I образовывалось неболь-
шое количество дисахарида с величиной Rf, свойственной иигерозе, диса-
хариду, состоящему из остатков глюкозы, соединенных а-1 ,3-связыо. 
Содержание трисахарида II I в моче больного Б. было около 0,4 м г % . 

Олигосахарид IV по своей хроматографической подвижности был сходен 
с мальтотриозой, но продвигался на хроматограмме медленнее, чем олиго-
сахарид I I I . При кислотном гидролизе он давал дисахарид, сходный с 
мальтозой. Содержание этого трисахарида в моче было около 0,4 м г % . 

Олигосахарид V также состоял из глюкозы и фруктозы. Хроматогра-
фическая подвижность его была меньшей, чем у трисахарида IV. Гидролиз 
этого олигосахарида происходил значительно медленнее, чем гидролиз 
описанных выше олигосахаридов; при этом образовывались глюкоза, фрук-
тоза, дисахарид, сходный с мальтозой, и глюкофруктозид с подвижностью 
между сахарозой и палатииозой. По-видимому, олигосахарид V являлся 
трисахаридом, и содержание его в моче было около 0,3 мг%. 
к* Последний олигосахарид, который мы пытались анализировать, а 
именно олигосахарид VI , двигался иа хроматограммах, как мальтотетрао-
за. Олигосахарид состоял из остатка фруктозы и трех остатков глюкозы, 
при гидролизе из этого тетрасахарида образовывался трисахарид, сход-
ный с мальтотриозой, и дисахарид типа мальтозы. Концентрация тетраса-
харида в моче составляла около 0,5 м г % . По-видимому, в моче исследован-
ных больных имелись также высокомолекулярные кетосахара, которые 
обладали очень низкой хроматографической подвижностью в выбранной 
нами системе растворителей и практически не двигались со старта хрома-
тограммы. I 

Таким образом, исследованная нами серия олигосахаридов из мочи 
больных панкреатитом весьма близка по своему составу и по целому ряду 
свойств, но, по-видимому, эти олигосахариды имеют различные типы глю-
козидиых связей. Можно считать установленным, что все они построены 
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по одному типу: к остатку фруктозы в различных положениях (исключая 
второй атом углерода) присоединен остаток глюкозы, к которому присоеди-
няются следующие остатки глюкозы. К а к мы видели, связь между глю-
козными остатками в некоторых трисахаридах была одинаковой (олигоса-
хариды I I , IV, V), однако эти олигосахариды обладали различной хрома-
тографической подвижностью. Это возможно только в том случае, если 
связь между фруктозным и глюкозным остатком в этих трисахаридах раз-
лична. Следовательно, многообразие олигосахаридов в моче является след-
ствием присоединения к фруктозе различного числа глюкозных остатков, 
а также определяется типом глюкозидной связи между глюкозными остат-
ками и типом связи между фруктозой и глюкозой. Если в сахарозе С-1 
глюкозы связан с С-2 фруктозы (что дает дисахарид, не обладающий вос-
станавливающей способностью), то в сахарах из мочи больных панкреати-
том эта связь может осуществляться с любым иным углеродным атомом 
фруктозы, поскольку все олигосахариды (кроме сахарозы), выделенные из 
мочи, обладали восстанавливающей способностью. 

Ранее нами было наказано 14], что в почках животных и человека воз-
можно образование из сахарозы путем трансглюкозилирования трисахари-
дов, не обладающих восстанавливающей способностью, состоящих из са-
харозы и-глюко&ного остатка, присоединенного а - связью к глюкозе саха-
розы (эрлоза и трисахарид Z). В настоящей работе мы установили, что в мо-
че больных со сходной патологией — хронический рецидивирующий пан-
креатит с диффузным поражением печени, вызванными алкогольным от-
равлением, имеются кетоолигосахаридьг другого типа строения. В других 
группах больных холецистопаггкреатитом иной этиологии и у здоровых 
людей пёдобиых олигосахаридов йы не обнаружили. По-видимому, ано-
мальный синтез кётолигосахарйдов, обладающих восстанавливающей спо-
собностью, может происходить в печени, и, возможно, вызван поражением 

< как печени, так и поджелудочной железы. 

Л И ' Т Е Р А Т У Р А 

I. З а р у б и н а Н. А. и др. — Клин, мед., 1967,'Ль 8,с> 119. — 2. Г о р о -
,д е ц к и й В. К. и др. — Там же, 1970> № 8, с. 167. — З г Г о р о д е ц к и й В. К. , 
М и х а й л о в В. И. — В кн.: Современные методы э биохимии. М., 1977, т. 3, 
с. 120. — 4. Г о р о д е ц к и й В. К., М и х а й л о в В. И., Р о з е н -
• ф е л ь д Е. Л. — Докл. АН СССР, 1972, т. 204, № 3, "с. 730. 

Поступила 5 /II 1978 г 

KETOSUGARS IN U R I N E OF PATIENTS W I T H CHRONIC PANCREATITIS 

,, V. K. Gorodetsky, Z. S. Isakova 

Institute of Biological and Medical Chemistry, Academy of Medical Sciences of the USSR, 
'Central Institute of Gastroenterology, Ministry of Public Health of the U S S R , Moscow 

Simultaneously with fructose and sucrose, five oligosaccharides, containing fructose 
residue and exhibiting reducing properties, were found in urine of patients with chronic pan-
creatitis and with liver impairments caused by ethanol intoxication. Four of the oligosaccha-
rides were trisaccharides, containing fructose residue and two Residues of glucose as well as 
one tetrasaccharide, comprizing a residue of fructose and three residues of glucose. The fruc-
tose residue occupied the terminal position in all the oligosaccharides. The-oligosaccharides 
found in urine of the patients were dissimilar in the types of link between residues of glucose 
and between residues of fructose and glucose; these oligosaccharides exhibited different chro-
imatographic mobility. 
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И Д Е Н Т И Ф И К А Ц И Я моноклоновых И М М У Н О Г Л О Б У Л И Н О В 
МЕТОДОМ И М М У Н О Ф И К С И Р О В А Н Н О Г О Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З А 

НА А Ц Е Т А Т Ц Е Л Л Ю Л О З Н Ы Х П Л Е Н К А Х И В А Г А Р О З Н О М Г Е Л Е 

Рижский медицинский институт 

Апробирован метод имму но фиксированного электрофореза в геле агарозы и на 
ацетатцеллюлозных пленках для идентификации моноклоновых иммуноглобулинов, 
т. е. для определения класса тяжелых и типа легких цепей. Установлены оптимальные 
условия проведения и мму но фиксации. Выявлены достоинства иммунофиксированного 
электрофореза по сравнению с иммуноэлектрофорезом. Предлагается использовать им-
мунофиксированный электрофорез на ацетатцеллюлозных пленках в качестве скрининг-
теста для идентификации моноклоновых иммуноглобулинов. 

В 1955—1956 г г . А . Е . Г у р в и ч е м б ы л п р е д л о ж е н э л е к т р о ф о р е з - п р е ц и -
п и т а т н ы й метод д л я и д е н т и ф и к а ц и и с ы в о р о т о ч н ы х б е л к о в п о с л е э л е к т р о -
ф о р е з а на б у м а г е [1, 2]. 

В п о с л е д н и е годы к о м б и н а ц и я э л е к т р о ф о р е з а с п о с л е д у ю щ е й и з б и р а -
т е л ь н о й ф и к с а ц и е й б е л к а п р и п о м о щ и м о и о с п е ц и ф и ч е с к о й а н т и с ы в о р о т к и 
под н а з в а н и е м и м м у н о ф и к с и р о в а н н о г о э л е к т р о ф о р е з а (ИФЭ) н а ш л а при-
м е н е н и е п р и и с п о л ь з о в а н и и д р у г и х н о с и т е л е й : г е л я а г а р о з ы 13—7], аце -
т а т ц е л л ю л о з и о й п л е н к и 18], п о л и а к р и л а м и д н о г о г е л я [9]. В о всех э т и х 
с л у ч а я х а н т и с ы в о р о т к у н а н о с я т н е п о с р е д с т в е н н о на н о с и т е л ь в з о н е л о к а -
л и з а ц и и и д е н т и ф и ц и р у е м о г о б е л к а . Т а к и м о б р а з о м до м и н и м у м а сведена диф-
ф у з и я , т а к к а к а н т и с ы в о р о т к а д и ф ф у н д и р у е т иа о ч е н ь к о р о т к о е р а с с т о я н и е , 
в з а и м о д е й с т в у я с а н т и г е н о м и о б р а з у я п р е ц и п и т и р у ю щ и й к о м п л е к с анти-
г е н — а н т и т е л о . У п о м я н у т ы й ф а к т о б у с л о в л и в а е т в ы с о к у ю ч у в с т в и т е л ь н о с т ь 
м е т о д а . 

И Ф Э б ы л п р и м е н е н д л я и д е н т и ф и к а ц и и и и с с л е д о в а н и я п о л и м о р ф и з м а 
н е к о т о р ы х б е л к о в — G c - г л о б у л и н а , к о м п л е м е н т а , ц е р у л о л л а з м и и а , а , - а н -
т и т р и п с и н а и д р . 13—5]. Д л я и д е н т и ф и к а ц и и м о н о к л о н о в ы х и м м у н о г л о б у -
л и н о в б ы л п р и м е н е н И Ф Э в г е л е а г а р о з ы 16, 7]. 

Ц е л ь ю н а с т о я щ е й р а б о т ы б ы л о а п р о б и р о в а т ь метод и м м у н о ф и к с и р о в а н -
н о г о э л е к т р о ф о р е з а в г е л е а г а р о з ы и на а ц е т а т ц е л л ю л о з н ы х п л е н к а х , а 
т а к ж е о ц е н и т ь в о з м о ж н о с т и п р и м е н е н и я И Ф Э на д а н н ы х н о с и т е л я х д л я 
и д е н т и ф и к а ц и и м о н о к л о н о в ы х и м м у н о г л о б у л и н о в . 

М е т о д и к а 
В качестве исследуемого материала были использованы сыворотки крови боль-

ных миеломной болезнью и макроглобулинемией Вальденстрема (парапротеинемиче-
скими гемобластозами), находившихся на лечении в Гематологическом центре Лат-
вийской ССР. 

Электрофорез на ацетатцеллюлозных пленках осуществляли микрометодом [10, 
11], применяя пленки производства Всесоюзного научно-исследовательского инсти-
тута синтетических смол (г. Владимир). На пленку 90X90 мм наносили б образцов; 
одну электрофореграмму окрашивали для выявления зоны локализации исследуемого 
белка, остальные 5 были использованы для иммунофиксации. Как для окрашивания 
электрофореграммы на все белки сыворотки, так и для иммунофиксации наносили 
образцы по 1 мкл, но для иммунофиксации сыворотку разводили изотоническим 
раствором NaCI в зависимости от содержания в ней исследуемого белка до 200 раз. 

Электрофорез в агарозном геле проводили по методу [11] с некоторыми измене-
ниями. Использовали агарозу марки А производства «Биохимреактив» (Олайне, Лат-
вийская ССР). На пластинку геля 90Х 120 мм наносили 10 исследуемых образцов. 
Применяли две параллельные пластинки, одну из которых окрашивали на белки-
сыворотки, другую использовали для иммунофиксации. На пластинку, предназначен-
ную для окрашивания, наносили сыворотку, разведенную изотоническим раствором 
NaCI в соотношении 1 : 1 в объеме 4 мкл. Для иммунофиксации сыворотку разводили 
до конечной концентрации исследуемого антигена 0,1—0,5 мг/мл. 

И мму но фиксация на ацетатцеллюлозных пленках. Из неокрашенной пленки 
вырезали полоски 5Х 10 мм, соответствующие зоне локализации исследуемого белка, 
выявленной иа окрашенной протеинограмме. Полоски погружали в моноспецифи-
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ческие антисыворотки на 30 мин при комнатной температуре. От непрецицитиро-
ванных белков их отмывали изотоническим раствором NaCI и окрашивали для выяв-
ления иммунопреципитатов раствором амидо черного 10В. 

Иммунофиксация в агарозном геле. Сразу после электрофореза непосредственно 
иа гель в зоне локализации исследуемого белка накладывали полоски фильтроваль-
ной бумаги 5 X 2 0 мм, пропитанные соответствующими моноспецифическими анти-
сыворотками. Затем гель с антисыворотками для образования иммунопреципитатов 
инкубировали во влажной камере в течение 2 ч при комнатной температуре. После 
удаления бумажных полосок поверхность геля покрывали слоем фильтровальной 
•бумаги, тщательно удалив пузырьки воздуха, дополнительно покрывали 10 слоями 
бумаги или лигнина и выдерживали под гру-
зом (2 кг) в течение 10 мин. От непрец и ци-
тированных белков гель отмывали в течение 
3 / 2—1 ч изотоническим раствором NaCI и 
дистиллированной водой, а затем гель высуши-
вали при комнатной температуре или при 
60°С. Д л я выявления иммунопреципитатов 
гель окрашивали 1% раствором амидо черно-
го 10В в 7% уксусной кислоте или 0,5% 
раствором кумасси голубого. 

Для иммунофиксации были использова-
ны моноспецифические сыворотки против им-
муноглобулинов человека Института эпидеми-
ологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи 
АМН СССР (ИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи) и 
Горьковского научно-исследовательского ин-
ститута эпидемиологии и микробиологии; 
•сыворотки против легких цепей иммуногло-
булинов были любезно предоставлены док-
тором мед. наук Е. В. Чернохвостовой и 
сотрудниками (ИЭМ им. И. Ф. Гамалеи) и 
доктором биол. наук К. Л. Шаханиной и 
«сотрудниками (ИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Метод ИФЭ был использован нами 
д л я выявления и идентификации (т. е. 
для определения класса) тяжелых и типа 
.легких цепей моноклоновых иммуногло-
б у л и и о в. П р и п р о в е д е н и и и м м у н оф и к -
•сации одним из главных факторов 
является правильный выбор оптималь-
ных условий для образования нераст-
воримых иммунопреципитатов антиген — 
антитело, т. е. концентрации антигена 
и времени инкубации с антисывороткой. 

Известно, что необходимы эквива-
лентные количества антигена и антител 
или некоторый избыток антител. Если 
же имеется избыток антигена, то им-
мунопреципитат частично или полностью 
растворяется. Иа избыток антигена 
указывает светлое пятно в центре пре-
ципитата после окрашивания. 

Нами установлено, что при иммунофиксации как в агарозе, так и на 
ацетатцеллюлозе оптимальным было разведение сыворотки до конечной 
концентрации антигена (моноклоиового иммуноглобулина) 0 ,1—0,5 мг/мл, 
что практически согласуется с результатами других авторов [6, 7], иссле-
довавших моноклоновые иммуноглобулины методом ИФЭ в агарозном геле. 

Мы убедились, что при проведении ИФЭ на ацетатцеллюлозных плен-
ках полное образование иммунопреципитатов занимает не более 40 мин 
при комнатной температуре. Что касается иммунофиксации в агарозе, то 
нами установлено, что для завершения иммунофиксации требуется 2 ч, 

/ Л Ш 

Рис. 1. Электрофорез сыворотки кро-
ви с IgM (х)-моиоклоиовым имму-
ноглобулином в агарозном геле (/), 
иммунофиксация с анти-IgM- ( / / ) и 

анти-х-( / / / )-сы воротка ми. 
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хотя, по данным литературы 13, 6, 7], оптимальное время инкуба-
ции до 1 ч. 

Таким образом, оптимальные условия иммунофиксации всегда под-
бираются опытным путем и зависят от многих факторов, в частности от но-
сителя, используемого для электрофореза исследуемых белков и применя-
емых а и т и с ы в о р о то к. 

Д л я иммунофиксации желательно использование антисывороток вы-
сокого титра, так как при низких концентрациях антигена (больших раз-
ведениях) окрашенные иммуиопреципитаты могут не всегда четко выделять-
ся на несколько окрашенном фоне. 

Д л я апробации ИФЭ в агрозном геле (рис. 1) были выбраны 40 сыворо-
ток с парапротеинами, т. е. моноклоиовыми иммуноглобулинами. Прак-
тически во всех случаях мы смогли установить или подтвердить ранее 
известный иммунологический класс (18 -IgM, 1 5 — IgG, 6 - IgA). В сы-

Рис. 2. Электрофорез сыворотки с IgG (А,)-па ра протеи ном иа ацетатцеллюлозной плен-
ке (/) , проверка иммунофиксации с анти-IgG- ( / / ) , анти-IgA- ( / / / ) , анти-IgM- (IV)y 

анти-х- (У) и анти-Я- (1/7) сыворотками. 

воротке одного больного при электрофорезе в агаре было показано наличие 
множественной парапротеинемии. Иммунофиксация в этом случае иденти-
фицировала IgM и IgG — моноклоновые иммуноглобулины. 

Тип легких цепей путем ИФЭ в агарозном геле определили в 28 слу-
чаях, из них в 12 случаях тип был определен также с помощью иммуно-
электофореза и других иммунологических приемов, причем результаты 
были сопоставимыми. Основной акцент мы сделали на типироваиии IgM-
моноклоновых белков, так как известно, что часто невозможно определить 
тип легких цепей IgM-парапротеинов методом иммуноэлектрофореза. Иден-
тификацию затрудняет присутствие молекул IgG того же типа (umbrella 
effect) [2]. Практически для всех 18 IgM-ларапротеииов при иммунофикси-
рованном электрофорезе в агарозном геле был определен типа легких це-
пей (13—х, 5 — Я). Тип легких цепей был расшифрован также в упомяну-
том выше случае множественной парапротеинемии I.IgG (х) и IgM (х)|. 

Метод ИФЭ на ацетатцеллюлозе (рис. 2) был использован нами для 
определения класса тяжелых цепей 20, а тип легких цепей 26 — монокло-
новых иммуноглобулинов. Результаты идентификации иммунологического-
класса полностью согласовывались с данными, полученными при помощи 
других методов (10—IgG, 7 — I g A , 2 - IgM). Среди типизованных при 
иммунофиксации на ацетатцеллюлозе 26 моноклоновых иммуноглобулинов, 
у 13 тип не был ранее известен в связи с трудностями типирования их при 
иммуиоэлектрофорезе, что в основном относится к IgA- и IgM-парапротеи-
нам. Из 8 типированных IgA тип легких цепей был определен для всех -
4 — х и 4 — X. 
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Таким образом, в результате проведенных исследований нами были-
установлены оптимальные условия проведения иммунофиксации как в ага-
розном геле, так и на ацетатцеллюлозных пленках — степень разведения 
исследуемой сыворотки и время инкубации с антисыворотками. Следует 
подчеркнуть, что при выбранных нами оптимальных условиях, применяя 
указанные выше антисыворотки, путем ИФЭ удалось определить иммуно-
логический класс тяжелых цепей и тип легких цепей у всех исследованных 
моноклоновых иммуноглобулинов. В тех случаях, когда иммунологический 
класс и тип моноклоновых иммуноглобулинов был уже ранее установлен 
другими методами, путем ИФЭ было получено полное подтверждение им-
мунологической идентификации. 

Таким образом, ИФЭ на ацетатцеллюлозных пленках ввиду быстроты^ 
и простоты исполнения может быть рекомендован как один из скрининг-
тестов в лабораторной диагностике парапротеииемий. Д л я распознавания 
более сложных вариантов парапротеинемии, в частности с наличием мно-
жественных парапротеинов в сыворотке, можно рекомендовать ИФЭ в. 
геле агарозы. 
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IDENTIFICATION OF MONOCLONIC IMMUNOGLOBULINS USING 
IMMUNOFIXATING ELECTROPHORESIS ON ACETATE CELLULOSE FILMS 

AND AGAROSE GEL 
J. A. Pushkarev, L. N. Guseva, L. L. Borisov 

A method of immunofixating electrophoresis is used for identification of monoclonic 
mmuncglobulins, i. e. for estimation of heavy chain classes and of light chain types. Optimal 
onditions for immunofixation were developed. Advantages of immunofixating electrophoresis 
s compared with Immunoelectrophoresis were established. Immunofixating electrophoresis 

On acetate cellulose films is recommended as a screening test for monoclonic immunoglobulins. 

УДК 610.348-002.2-07:01 0 .37-008.0-072.7 

Т. А. Цагикян, A. /7. Нестерова, И. А. Фролова 

СОСТОЯНИЕ ВНЕШНЕСЕКРЕТОРНОЙ ФУНКЦИИ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЭНТЕРОКОЛИТОМ 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Изучена внешнесекреторная функция поджелудочной железы у больных хрониче-
ским энтероколитом в возрасте от 20 до 54 лет. Активность основных панкреатиче-
ских ферментов, а также ингибитора трипсина определяли в сыворотке крови, дуоде-
нальном содержимом: и моче. Комплексное исследование панкреатических ферментов 
в сочетании с ингибитором трипсина дает достаточное представление о состоянии 
внешнесекреторной функции подо/селудочной о/селезы у больных хроническим энтероко-
литом. Полученные данные свидетельствуют о нарушении внешнесекреторной функции 
поджелудочной железы [при хроническом энтероколите. 

Состояние внешнесекреторной функции поджелудочной железы у боль-
ных хроническим энтероколитом является предметом многочисленных 
исследований [1—81. Однако данные по этому вопросу противоречивы, 
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так как в большинстве случаев проводилось избирательное исследование 
активности отдельных ферментов дуоденального содержимого или сыво-
ротки крови. Поэтому лишь комплексное исследование энзиматической ак-
тивности сыворотки, мочи и дуоденального содержимого, полученного с 
применением соответствующих раздражителей, может дать более или менее 
полную информацию о внешнесекреторной функции поджелудочной же-
лезы. Известно, что при нарушениях функционального состояния и мор-
фологической структуры поджелудочной железы меняется нормальное по-
ступление в просвет кишечника и кровь не только ферментов данного ор-
гана, но и ингибитора трипсина. Сочетанное определение активности фер-
ментов и их ингибиторов позволяет судить как о степени поражения, так и 
о компенсаторных возможностях органа [9, 101. Установлено, что внеш-
несекреторная функция поджелудочной железы подвержена значительным 
изменениям при ряде заболеваний желудка и печени 111—14]. 

В настоящей работе приводятся данные комплексного исследования 
активности панкреатических ферментов у больных хроническим энтеро-
колитом. 

М е т о д и к а 

Обследовано 96 мужчин и женщин в возрасте 20—54 лет, больных хрониче-
ским энтероколитом различной степени тяжести (легкой — 42, средней — 34, тяже-
лой — 20 больных) без клинических признаков сопутствующего панкреатита. В дуо-
денальном содержимом, сыворотке крови и моче определяли активность амилазы, 
липазы, трипсина и его ингибитора. Активность амилазы определяли методом [15], 
в сыворотке — методом [16], в моче и в дуоденальном содержимом — методом [17]. 
Активность липазы определяли методом [18], активность трипсина — методом Эрлаи-
гера в модификации В. А. Шатерникова [19, 20], активность ингибитора трипси-
на — методом [20]. Дуоденальное содержимое исследовали натощак (1-я порция), 
а также после введения 0,2% раствора соляной кислоты (2-я порция) и подсолнеч-
ного масла (3-я порция). Контролем служили данные, полученные при обследовании 
здоровых людей. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

У больных хроническим энтероколитом повышена базальная экскре-
ция амилазы (568% по сравнению с контролем; табл. 1), липазы (386%) 
и ингибитора трипсина (2495%); последнее при неизмененной активности 
трипсина свидетельствует об удовлетворительном состоянии компенсации 
повышения протеолитической активности (см. табл. 1). Резко снижено со-
отношение трипсин/ингибитор. 

В ответ на введение раздражителей (2-я и 3-я порции дуоденального 
содержимого) наблюдалась парадоксальная реакция железы. Так, если 
после введения соляной кислоты у здоровых людей отмечается повышение 
активности амилазы, липазы, трипсина и его ингибитора соответственно 
на 25, 52, 35 и 1423% по сравнению с их активностью в 1-й порции, то у об-
следованных больных активность трипсина по сравнению с базальиой не 
была изменена, а активность амилазы, липазы и ингибитора трипсина была 
снижена на 27, 44 и 71% соответственно. Введение растительного масла со-
провождалось у больных энтероколитом еще большим снижением актив-
ности амилазы и ингибитора трипсина и снижением активности трипсина. 
Снижения активности липазы после введения подсолнечного масла прак-
тически не наблюдалось (см. табл. 1). Таким образом, несмотря на то что 
абсолютные значения активности амилазы и липазы во всех трех порциях 
дуоденального содержимого были у больных, как правило, выше, чем в тех 
же порциях у здоровых людей, повышения активности ферментов в ответ 
на раздражители, что характерно для здоровых людей, не наблюдалось. 
Активность трипсина и его ингибитора по сравнению с базальиой после 
введения раздражителей также снижалась, а не повышалась. Объем полу-
ченного дуоденального содержимого во всех трех порциях у больных был 
незначительно повышен. 
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Применение такого сильного физиологического раздражителя , как 
подсолнечное масло, помогает выявить скрытое угнетение ферментовыде-
лительной функции железы [21], компенсаторные способности которой 
очень велики [22]. Вероятно, нарушение ферментовыделительной функции 
железы при хроническом энтероколите обусловлено в основном нарушением 
структуры слизистой оболочки двенадцатиперстной кишки и проксималь-
ного отдела тощей кишки, когда снижено освобождение интестинальиых 
гормонов (секретина и панкреозимина) в ответ на введение соляной кисло-
ты и растительного масла [8,23—25]. Нельзя забывать и о роли энтероки-
иазы, активирующей трипсиноген. Активность энтерокиназы изменяется 
в зависимости от стадии и степени тяжести воспалительного процесса. Обыч-
но в начальных стадиях его активность энтерокиназы (и трипсина) значи-

Т а б л и ц а 1 

Активность панкреатических ферментов и ингибитора трипсина в дуоденальном содержимом 
больных хроническим энтероколитом и здоровых 

Группа обсле-
дованных 

Порция 
дуоде -

нального 
содержи-

мого 

Амилаза, 
ед/мл 

Липаза , 
мкмоль/мл 

Трипсин, 
мед/мл 

Ингибитор 
трипсина, 
мед/мл 

Т р и п -
си и/Инги-

битор 

Больные хро- 1-я 3328—909 1648—681 231=1=76 218=1=60 1,05, 
ническим эн- Р < 0 , 0 1 < 0 , 1 > 0 , 5 < 0 , 0 1 
тероколитом 
(42) 2-я 2449—1012 931=1=202 232=1=64 63=1=24,8 3,68 (42) 

Р < 0 , 1 < 0 , 0 5 < 0 , 5 < 0 , 2 
Р' < 0 , 2 < 0 , 1 > 0 , 5 0,05 
3-я 1772—906 1533=2=145 125=1=28,9 7,25=1=6,2 17,2 
Р < 0 , 5 < 0 , 0 0 1 <0 ,001 <0 ,001 
Р' < 0 , 1 > 0 , 5 < 0 , 1 < 0 , 0 1 

Контроль (здо- 1-я 498—42,1 339=t22,3 222—16,2 8,4=1=4,7 26,4 
ровые лица) 2-я 626=±=45 516=±=25 301 =±=15,8 128=1=37,6 2,35 
(31) Р' < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 <0 ,001 < 0 , 0 1 

3-я 706—58 772=±=37 859—106 491=1=63,6 1,75 
Р' < 0 , 0 1 <0 ,001 <0 ,001 <0 ,001 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2 и 3 в скобках — число обследованных. Р дано 
по сравнению с той же порцией в контрольной группе, Р ' — по сравнению с 1-й порцией 
в данной группе. 

тельно возрастает. По мере развития атрофических процессов в слизистой 
оболочке секреция энтерокиназы снижается, что в свою очередь отра-
жается на активности трипсина [26—29]. Видимо, этим и следует объяснять 
обнаруживаемые явления «диспаикреатизма» у больных хроническим 
энтероколитом. Следует помнить и о нарушении нервной и гормональной 
регуляции экзокринной секреции поджелудочной железы [301. Определен-
ное значение имеет регуляция секреции поджелудочных ферментов биоген-
ными аминами [31], уровень которых при хронических заболеваниях ки-
шечника претерпевает значительные и разнонаправленные изменения [32]. 

В сыворотке крови больных хроническим энтероколитом также выяв-
ляются изменения нормальной активности панкреатических ферментов 
(табл. 2), хотя и не столь резко выраженные, как в дуоденальном содер-
жимом. Так , активность амилазы и трипсина была повышена в 1,5, а ак-
тивность липазы — в 2,2 раза по сравнению с активностью в сыворотке 
здоровых людей. Активность ингибитора трипсина имела незначительную' 
тенденцию к повышению. Соотношение трипсин/ингибитор, равное в конт-
рольной группе 1 : 166, повышалось у больных до 1 : 112. Нерезко выра-
женная гиперферментемия может быть в данном случае обусловлена как 
повышенной продукцией ферментов в железе, так и незначительным нару-
шением проницаемости паренхиматозных элементов пораженного органа. 
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Повышение соотношения трипсин/ингибитор в сыворотке и еще более вы-
раженное повышение его в дуоденальном содержимом могут быть в опре-
деленной мере обусловлены дефицитом белка, необходимого для компенса-
торного синтеза ингибитора. Последнее особенно резко выражено при тя-
желой форме заболевания и, видимо, в значительной мере обусловлено 
нарушением белкового обмена, изменениями нормального аминокислот-
ного состава крови и тканей. 

Т а б л и ц а 2 
Активность панкреатических ферментов и ингибитора трипсина в сыворотке крови больных 

хроническим энтероколитом и здоровых 

Группа обследованных Амилаза, ед/мл Липаза 
мкмоль/мл Трипсин, мед/мл Ингибитор трип-

сина, мед/мл 

Больные хроническим 
энтероколитом (96) 116,4—5,4 17,3=?= 3,2 4,43=5=0,75 495,3=5=34,7 

Р <0,001 <0 ,01 < 0 , 0 5 > 0 , 5 
Контрольная 77,3—3,3 7,8=tl,6 2,89=5=0,12 480,0=5=7,0 
(здоровые лица) (31) 12 22 55 57 

Наблюдалась корреляция между степенью тяжести клинического те-
чения заболевания и степенью выраженности изменений ферментативной 
активности, что согласуется с данными других авторов [24, 33, 34]. 

Т а б л и ц а 3 
Активность панкреатических ферментов и ингибитора трипсина в моче больных хроническим 

энтероколитом и здоровых 

Группа обследованных Амилаза, 
ед/мл 

Липаза , 
м к моль/мл 

Трипсн и, 
мед/мл 

Ингибитор 
трипсн на, 

мед/мл 

Больные хроническим энтероколи-
том (28) 

Р 
Контрольная (здоровые лица) (10) 

122,0=5=2,9 
<0,001 

16,0=5=3,09 

10,8=5=1,96 
> 0 , 5 

6,98=5=2,6 

0,79=5=0,11 
< 0 , 0 2 

0,41=5=0,11 

148,7=5=27,6 
<0,001 

3,63=5=7,9 

Обнаруженные изменения ферментативной активности в сыворотке 
крови больных хроническим энтероколитом сходны с таковыми при хрони-
ческом панкреатите [10]. Этого нельзя сказать о ферментативной актив-
ности дуоденального содержимого больных хроническим энтероколитом, 
когда базальная экскреция амилазы и липазы повышена очень резко, а 
после введения соляной кислоты наблюдается выраженное снижение ак-
тивности этих ферментов, чего не наблюдается при хроническом панкреа-
тите. Активность трипсина и его ингибитора при хроническом панкреатите 
более высока в 1-й порции дуоденального содержимого по сравнению с 
таковой у больных энтероколитом. В ответ на введение раздражителей ак-
тивность трипсина и ингибитора не снижается, а возрастает. Соотношение 
трипсин/ингибитор во всех трех порциях дуоденального содержимого боль-
ных хроническим панкреатитом остается одинаково низким [10], точно так 
же как и у больных энтероколитом. Введение раздражителей, особенно 
растительного масла, в значительной степени повышает эту величину. . 

В моче больных хроническим энтероколитом активность всех изу-
чаемых ферментов, в особенности амилазы, была повышена по сравнению 
с контролем в 1,5—7 раз (табл. 3). В норме в моче активность панкреати-
ч е с к и х ф е р м е н т о в н е з н а ч и т е л ь н а [ 3 5 — 3 9 ] , и л и ш ь п р и н е к о т о р ы х п а т о л о г и -
ческих состояниях проницаемость почечного барьера для них повышается. 
Установлено, что повышение активности ингибитора трипсина в моче сви-
детельствует о наличии в организме хронической инфекции [401. Повы-
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г ш е н н а я а к т и в н о с т ь п а н к р е а т и ч е с к и х ф е р м е н т о в и и н г и б и т о р а т р и п с и н а в 
м о ч е м о ж е т б ы т ь о б у с л о в л е н а х р о н и ч е с к и м в о с п а л и т е л ь н ы м п р о ц е с с о м в 
к и ш е ч н и к е . 

П о л у ч е н н ы е д а н н ы е с в и д е т е л ь с т в у ю т о н а р у ш е н и и в н е ш н е с е к р е т о р -
н о й ф у н к ц и и п о д ж е л у д о ч н о й ж е л е з ы у б о л ь н ы х х р о н и ч е с к и м э н т е р о к о л и т о м . 
И з м е н е н и я а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в и и н г и б и т о р а т р и п с и н а м о г у т б ы т ь о б у с -
л о в л е н ы т а к и м и п р и ч и н а м и , к а к д и с ф у н к ц и я с е к р е т о р н ы х п р о ц е с с о в в ж е -
л е з е в с л е д с т в и е в о с п а л и т е л ь н ы х и а т р о ф и ч е с к и х и з м е н е н и й в к и ш е ч н и к е , 
н а р у ш е н и е б е л к о в о г о о б м е н а , н а р у ш е н и е н е й р о г у м о р а л ы - ю й р е г у л я -
ц и и и д р . 

Р е з у л ь т а т ы к о м п л е к с н о г о и с с л е д о в а н и я в н е ш н е с е к р е т о р н о й ф у н к ц и и 
п о д ж е л у д о ч н о й ж е л е з ы н е о б х о д и м о у ч и т ы в а т ь п р и д и а г н о с т и к е и л е ч е н и и 
х р о н и ч е с к и х в о с п а л и т е л ь н ы х з а б о л е в а н и й к и ш е ч н и к а . 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. А л и е в а В. И. , М и х л и н С. Я. — Мед. ж. Узбекистана, 1962, № 3, 
с. 38. — 2. Ш а м с у т д и н о в а Р. К. Функциональное состояние поджелу-
дочной железы и ферментовыделительная деятельность кишечника. Автореф. дис. 
канд. Ташкент, 1965. — 3. Г у б е р г р и ц А. Я. , Л и н е в с к и й Ю. В. — 
Тер. арх . , 1967, № 12, с. 59. — 4. С и в о х и и а И. К. Функциональное состояние 
поджелудочной железы у больных хроническим энтероколитом с преимущественным 
поражением тонкого кишечника. Автореф. дис. канд. М., 1967. — 5. Г о р а и -
е к а я С. В. Состояние поджелудочной железы и некоторые вопросы пристеночного 
пищеварения при хроническом энтероколите. Автореф. дис. канд. Петрозаводск, 
1970. — 6. Г у б е р г р и ц А. Я. — В кн.: Ферментовыделительная деятельность 
пищеварительных желез и ее регуляция. Ташкент, 1974, с. 74. — 7. М а л и ш Ф., 
Ф р и д ч — Чехословацк. мед. обозрение, 1974, № 1, с. 20. — 8. L e b e n t h a l E . , 
A n t o n o w i e z J . , S c h w a c h m a n H. — Gastroenterology, 1976, v. 70, 
p. 508. — 9. Ш а т е р н и к о в В. А. Исследование ферментов поджелудочной 
железы и их ингибиторов в норме и при ряде заболеваний органов пищеваритель-
ного тракта. Автореф. дис. докт. М., 1970. — 10. Ц а г и к я и Т. А. Состояние 
внешнесекреторной функции поджелудочной железы при хронических заболеваниях 
пищеварительной системы. Автореф. дис. канд. М., 1974. — И . Анибал де Оливейра 
Валенса. — Врач, дело, 1976, № 6, с. 89. — 12. Л о р а и с к а я Т. И., Ф р о л о -
в а И. А., Ц а г и к я и Т. А. и др. — Вопр. питания, 1972, № 3. — 13. G 1 а -
d i s с h R. , M a i w a 1 cl L. — Med. Klin., 1976, Bd 71, S. 373. — 14. L e e S. P. , 
L a i K. S. — Am. J . Gastroent . , 1976, v. 65, p. 244. — 15. S m i t h B. W. , 
R о e J . H. — J . biol. Chem., 1957, v. 227, p. 357. — 16. Г л у с к и и а В. М. -
Лабор. дело, 1966, № 12, с. 744. — 17. Ф о м и н а Л. С. — В кн.: Вопросы клини-
ческой лабораторной диагностики. М., 1969, с. 169. - 18. Ш а т е р и и к о в В. А . , 
С а в ч у к Л. А.— Лабор. дело, 1966, № 2, с. 81.— 19. Е г 1 a n g е г В. F . , 
К о к о w s к у N., C o h e n W.— Arch. Biochem., 1961, v. 95, p. 271.— 20. LU a -
т е p H и к о в В. А.— Вопр. мед. химии, 1966, № 1, с. 105.— 21. S с h а у Н.— 
•Am. I. Gastroent . , 1967, v. 2, p. 81.— 22. J a n o w i t z H. D.— Am. J . Gastroent . , 
1962, v. 38, p. 246.— 23. Ф p о л ь к и с А. В. Функциональная диагностика забо-
леваний кишечника. М., 1973, с. 225.— 24. Ф р о л ь к и с А. В. Хронические эн-
тероколиты. Л. , 1975.— 25. Г е л л е р Л. И., К а з и м и р ч и к А. П., Б у л -
г а к о в а О. С. и др.— Сов. мед., 1977, № 2, с. 16.— 26. Б а х а д ы р о в К. Б. 
Клиническое значение ферментных показателей кишечника при разной степени его 
недостаточности. Автореф. дис. канд. М., 1963.— 27. В л а с о в а М. М.— В кн.: 
Современные методы исследований в гастроэнтерологии. М., 1971, с. 174.— 28. С и -
л а к о в а В. В., П о л ы т р е в С. С.— В кн.: Ферментовыделительная деятель-
ность пищеварительных желез и ее регуляция. Ташкент, 1974, с. 251.— 29. N i s -

• s e n К. И. , S c h m i d t К. , B r a g m a n n G.— Mschr. Kinderhei lk. , 1973, 
Bd 121, S. 49.— 30. M e 1 d о 1 e s i J . — Pharmacol . Res. Commun. , 1976, v. 8, 
p. !. — 31. A i m P. , С a r 1 s о б В., D a n i e 1 s s о n A. et al.— Med. Biol. , 
1976, v. 54, p. 210.— 32. Б о р и с о в а Л. И., H и к и ф о р о в а Г. Д. и др.— 
В кн.: Всесоюзная коиф. «Научные основы питания здорового и больного человека. 
1-я. Материалы. Алма-Ата, 1975, т. 2, с. 260.— 33. Ж у к о в Н. А.— В кн.: Ак-
туальные вопросы гастроэнтерологии. Омск, 1975, с. 77.— 34. К р а в ч е н -
к о Л . Ф., С ы р о в а ц к а я Э. П.— Тер. арх. , 1975, № 9, с. 39.— 35. Щ е к -
л и к Э. Клиническая ферментология. Варшава, 1966.— 36. N о t h m a n М. М., 
P r a t t J . Н. , C a l l o w A. D . — A r c h , in tern . Med., 1957, v. 100, p. 221.— 
37. F a a r v a n g H. J . , S a u r i t s e n D. S.— Scand. J . clin. Lab. Invest . , 1964, 
v. 16, p. 165.— 38. A b a d i D. M.— Enzymol . biol. cl in. , 1969, v. 10, p. 131.— 
39. N о v i s B. H., В a n k S., M a r k s J . N.— Am. J . Dig. Dis., 1972, v. 17, 
,p. 489.— 40. F a a r v a n g H. J .— Acta endocr. (Kbh.) , 1959, v. 30, p. 285. 

Поступила l / l l l 1978 г# 

165! 



THE STATE OF EXOCRINIC FUNCTION OF PANCREAS IN P A T I E N T S 
W.ITH CHRONIC ENTEROCOLITIS 

Т. A. Tsagikyan, A. P. Nesterova, /. A. Frolova 

Institute of Nutrition, Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Activities of main pancreatic enzymes as well as activity of trypsin inhibitor were stu« 
died in blood serum, duodenal contents and urine in course of investigations of the exocrinic 
function of pancreas in patients. The exocrinic function of pancreas was found to be impaired 
in chronic enterocolitis. The impairment of the gland secretion, caused by inflammatory and 
atrophic alterations in intestine, might be one of the factors responsible for alterations in the 
enzymatic activity and in activity of trypsin inhibitor. Complex examination of the pan-
creatic enzymes and of trypsin inhibitor supplied an adequate information on the state of exo-
crinic function of pancreatic gland in the patients with chronic enterocolitis. 
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M. Г. Величко, P. В. Требу хина, JO. M. Островский, В. Г. Петушок, 
А. Н. Бородинский 

В Л И Я Н И Е О К С И Т И А М И Н А НА О Б М Е Н П И Р У В А Т А И Л А К Т А Т А 
В Т К А Н Я Х К Р Ы С 

Отдел регуляции обмена веществ АН Белорусской ССР, Гродно 

Исследованы соотношения двух субстратов — пир у вата и лактата, активность 
причастных к их превращениям ферментов в тканях печени, скелетной мышцы и 
крови на фоне введения окситиамина в дозах, вызывающих состояние гиповитаминоза Вг. 
Показано, что окситиамин, специфически тормозя активность тиаминзависимых фер-
ментов (транскетолазы и пируватдегидрогеназы), изменяет также обмен триозофос-
фатов, пирувата и лактата, вызывает одновременно сдвиги в активности других фер-
ментов , связанных с превращениями названных субстратов. 

О с о б е н н о с т и о б м е н а п и р у в а т а , с в я з а н н ы е с и з м е н е н и е м а к т и в н о с т и 
п и р у в а т д е г и д р о г е н а з ы на ф о н е в в е д е н и я о к с и т и а м и н а , б ы л и и с с л е д о в а н ы : 
н е о д н о к р а т н о [ 1 , 2 ] . Н а к о п л е н и е к е т о к и с л о т в к р о в и п р и э т о м я в л я е т с я 
о д н и м из х а р а к т е р н ы х п р и з н а к о в . П о с к о л ь к у п и р у в а т и з в е с т е н к а к с у б -
с т р а т и п р о д у к т ш и р о к о г о к р у г а ф е р м е н т о в , м о ж н о п о л а г а т ь , ч т о в ы з в а н -
н ы е о к с и т и а м и н о м м е т а б о л и ч е с к и е с д в и г и в т о й и л и и н о й м е р е с к а ж у т с я 
н а а к т и в н о с т и ш и р о к о г о к р у г а ф е р м е н т о в ( а л а н и н - а м и н о т р а н с ф е р а з а , 
л а к т а т д е г и д р о г е н а з а , п и р у в а т к и н а з а , а - г л и ц е р о ф о с ф а т д е г и д р о г е н а з а ) . И м е -
ю щ и е с я н а э т о т счет д а н н ы е в е с ь м а н е м н о г о ч и с л е н н ы и к а с а ю т с я п р е и м у -
щ е с т в е н н о д е й с т в и я в ы с о к и х д о з а н т и в и т а м и н а на а к т и в н о с т ь в ы ш е у к а з а н -
н ы х ф е р м е н т о в [3, 4] . И с с л е д о в а н и й п о д о б н о г о р о д а п р и г и п о в и т а м и н о з е В , 
м ы н е о б н а р у ж и л и , х о т я э т а п а т о л о г и я б л и ж е к в о з н и к а ю щ е й п р и л е ч е б -
ном п р и м е н е н и и а н т и в и т а м и н а . В с в я з и с э т и м и з у ч а л и у р о в е н ь п и р у в а т а 
и л а к т а т а , и з о ф е р м е н т ы л а к т а т д е г и д р о г е н а з ы , а к т и в н о с т ь п и р у в а т к и н а з ы , 
а - г л и ц е р о ф о с ф а т д е г и д р о г е и а з ы , п и р у в а т д е г и д р о г е н а з ы , т р а н с к е т о л а з ы и 
д р у г и х ф е р м е н т н ы х систем в р а з л и ч н ы х т к а н я х н а ф о н е к р а т к о в р е м е н н о г о 
в в е д е н и я о т н о с и т е л ь н о н е в ы с о к и х д о з о к с и т и а м и н а . 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 48 крысах-самках массой 120—150 г, содержавшихся на 
обычном рационе вивария. Половине животных этой группы проводили подкожные' 
инъекции окситиамина в дозе 12,5 мг/кг массы. Животных забивали на 4, 8 и 12-е сут-
ки от начала опыта. На исследование брали печень, мышцы и кровь. Д л я оценки ко-
личества лактата и пирувата в печени, крови и скелетной мышце при помощи лак-
татдегидрогеназы [5] ткань помещали в жидкий азот через 30 с после декапитации 
животного и затем готовили гомогенат на 6% хлорной кислоте. Растворимую фрак-
цию гомогената печени и мышц получали измельчением ткани на холоду в 0,02 М. 
трис-буфере рН 7,6 (разведение 1 : 20) и центрифугированием в течение 1 ч при; 
105 000 g на центрифуге VAC-601. В полученном супернатанте исследовали активность, 
пируваткиназы [6], прямой и обратной лактатдегидрогеназы [6], аланинтрансамииа-
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зы 17), фосфофруктокиназы [8], глюкозо-б-фосфатазы [9], а-глицерофосфатдегидроге-
назы [10]. В гомогенатах печени и мышцы определяли активность транскетолазы 
111], глюкозо-6-фосфатдегидрогеиазы [12], пируватДегидрогеиазы [13]. Изофер-
менты лактатдегидрогеназы разделяли электрофоретически в 7,5% полиакриламид-
ном геле [14]. Все реактивы фирмы «Reanal» (Венгрия). Гель после электрофореза 
инкубировали в течение 1 ч при 37°С по описанному ранее методу [15]. Количествен-
ную оценку активности изофермеитов проводили деиситометрически и выражали в 
процентах по отношению к суммарной активности всех фракций фермента. Материал 
обрабатывали статистически [16]. Каждая приведенная величина представляет собой 
«среднюю арифметическую и ошибку средней из 8 определений. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В изученных о р г а н а х уровень пирувата и лактата под действием ок-
ситиамина р а з л и ч е н , что, возможно, связано с разной направленностью 
метаболизма этих соединений в т к а н я х . 

Т а б л и ц а 1 
Содержание субстратов в исследуемых тканях после введения окситиамина в дозе 12,5 мг 

на 1 кг массы 

Объект Пиру ват, мкмоль на 1 г ткани Лактат, мкмоль на 1 г ткани 
исследопа-

ния 
Д е н ь 

опыта контроль опыт контроль опыт 

Печень 4-й 

8-Й 

12-й 

0,091—0,01 

0,083=!=0,01 

0,097=1=0,01 О
О

О
 

О
О

О
 

О
 

Ю
 О

О
 

1+ 
II

 
о 

о 
о 

о 
о 

о 
СО

 
—

 
о 3,32=1=0,25 

3,38=1=0,23 

3,10=1=0,25 

1,73=1=0,25 
Я<0,001 
2,06=1=0,2 
Р<0 ,001 
2,64=1=0,54 

I 

Мышца 4-й 

8-й 
12-й 

0,133=1=0,015 

0,127=1=0,013 
0,134=1=0,012 

0,113=1=0,018 

0,126=1=0,008 
0,145—0,01 

6,50=1=0,28 

6,33=1=0,23 
6,25=1=0,23 

8,41=1=0,53 
Р<0,001 
6,73—0,6 
7,18=1=0,4 
Р > 0 , 0 5 

Кровь 
4-й 
8-й 

12-й 

0,110—0,012 
0,110=1=0,016 
0,106=1=0,016 

0,149=1=0,01 
0,144=1=0,02 
0,136=1=0,013 

1,62=1=0,18 
1,62=1=0,14 
1,62=1=0,18 

2,11=1=0,2 
1,71=1=0,2 
2,02=1=0,21 

В мышце увеличение содержания молочной кислоты отмечается во все 
исследуемые сроки (табл. 1). Активность ферментов, участвующих в об-
р а з о в а н и и пирувата (пируваткиназа) и активно потребляющих этот мета-
болит (пируватдегидрогеназа и аланиитрансаминаза ) , не изменяется 
(табл. 2). О д н а к о накопление лактата в мышцах , возможно, связано с ак-
тивацией о к и с л и т е л ь н ы х этапов пентозофосфатного цикла (см. табл. 2). Об-
р а з о в а н н ы й при этом восстановленный Н А Д Ф - Н 2 , возможно, активно утили-
з и р у е т с я в лактатдегидрогеназной реакции [17], изменяя тем самым актив-
ность изофермеитов Л Д Г , и Л Д Г 2 в сторону увеличения . Н и з к а я активность 
а - глицерофосфатдегидрогеназы (см. табл. 2) способствует аэробному об-
р а з о в а н и ю л а к т а т а за счет переключения обмена триозофосфатов вследст-
вие измененного соотношения Н А Д - Н / Н А Д и повышенного использования 
Н А Д Ф - Н 2 В лактатдегидрогеназной реакции 117]. Активность пируват-
дегидрогеназы (табл. 2) не изменяется , а торможение активности транске-
толазы п р о я в л я е т с я во все исследуемые сроки. Отличия в поведении тиа-
минзависимых ферментов (транскетолазы и пируватдегидрогеназы) можно 
о б ъ я с н и т ь различными взаимоотношениями между коферментом (или ан-
тикоферментом) и апофермеитами. Т а к , сродство окситиаминдифосфата к 
а п о п и р у в а т д е г и д р о г е н а з е примерно такое же, как к тиамиидифосфату, 
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в то время как окситиаминдифосфат обладает во много раз большим срод-
ством к апотранскетолазе , чем кофермент [1]. 

После введения окситиамина величина отношения л а к т а т / п и р у в а т в пе-
чен и уменьшается во все исследуемые сроки более чем в V / 2 р а за , что с в я -
з а н о с изменением содержания лактата в этой ткани (см. табл . 1). 

Т а б л и ц а 2 
Активность ферментов в скелетной мышце после введения окситиамина в дозе 12,5 мг на, 

I кг массы 

Ферменты Контроль 
Д е н ь опыта 

Ферменты Контроль 
4-й 8-й 12-й 

Лактатдегидрогеназа 
прямая (субстрат — 
пируват натрия, 
м к моль НАД 
на 1 г ткани 
в 1 мин 
Р 

Лактатдегидрогеназа 
обратная (субстрат— 
лактат натрия), 
мкмоль НАД на 
1 г ткани в 1 мин 

Пируваткииаза, 
мкмоль НАД на 
1 г ткани в 1 мин 

А л а н и и тр а н с а м и и аза, 
мкмоль пирувата 
на 1 г ткани в 1 мин 

1 г 

Де-

Пи р уватдегидроген а-
за, ммкмоль 
KF3e(CN)0 на 
ткани в 1 мин 

Глюкозо-6-фосфа1 
гидрогеназа, 
м к м о л ь И А Д Ф • Н 2 
на 1 г белка за 
15 мин 
Р 

Транскетолаза, 
мкмоль С-7-Ф на 
1 г ткани за 1 ч 
Р 

а- Гл и цер офосфатде-
гидрогеиаза, 
мкмоль НАД» Н2 
на 1 мг белка за 1 ч 

Р 

180,0—5,0 

69,0: 

17,6: 

0,189± 

±8,0 

— 3,8 

:0,01 

1,48—0,11 

13,0=5=0,82 

7,3=5=0,13 

0,26—0,02 

190,0=^=5,0 

83,0=5=16,0 

14,7=^3,5 

0,17=5=0,01 

1,48—0,11 

17,5=1= 1,67 
0,05 

6,5=5=0,23 
<0,01 

0,17—0,04 
<0 ,05 

135,0=!= 12,0 
<0,001 

62,0—4,0 

16,9—2,3 

0,25—0,01 
<0,001 

1,38=1=0,18 

15 0—1,21 

6,3=5=0,13 
<0,002 

0,13=1=0,04 
>0,001 

165,0—17,0) 

59,0=5=3,0-' 

14,8=5=1,8 

0,192=1=0,0 i e 

1,04±0,16> 

33,0=5=1,95, 
<0,001 

5,6=5=0,22: 
<0,01 

0,22=5=0,2' 

П р и м е м а н и е. Здесь и в табл. 3 С-7-Ф — седогептулозо-7-фосфат. 

Активность пируватдегидрогеназы и транскетолазы в ткани печении 
снижается по мере увеличения срока воздействия о к с и т и а м и н а , однако 
зависимость торможения от дозы и времени введения препар ата д л я первого 
фермента имеет более выраженный линейный характер ( т а б л . 3). 

В связи с тем что окислительному д е к а р б о к с и л и р о в а н и ю в печени под-
вергается меньшее количество пирувата , можно было о ж и д а т ь накопления, 
этого метаболита. Уровень кетокислоты, однако, с у щ е с т в е н н о не изменя-
ется (см. табл. 1). Мы не можем достаточно точно о б ъ я с н и т ь это. М о ж н о 
лишь предположить, что значительное регулирующее в л и я н и е на уровень, 
пирувата в печени оказало подавление активности п и р у в а т к и н а з ы , транс-
кетолазы и фосфофруктокиназы (см. табл. 3). У к а з а н н ы е ферменты контро-
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л и р у ю г как уровень триозсфосфатов — предшественников пирувата, так 
и обмен д р у г и х промежуточных субстратов гликолиза , являющихся эф-
фективными аллостерическими эффекторами в узловых пунктах распада 
углеводов 1181. 

Уменьшение содержания лактата в ткани печени может рассматривать-
с я в связи с относительно постоянной активностью а-глицерофосфатдегид-
рогеназы (см. табл . 3), что способствует утилизации пирувата через реак-
ции глюконеогенеза . Об этом ж е свидетельствуют угнетение окситиамином 
на начальных этапах углеводного обмена, на уровне фосфофруктокиназы 
и глюкозо-6-фосфатдегидрогеиазы, и активация глюкозо-6-фосфатазы и 
траисаминазы в ткани печени (см. табл. 3). 

'Г а б л и ц а 3 
Активность ферментов в печени после введения окситиамина в дозе 12,5 мг на I кг массы 

Ферменты Контроль 
Д е н ь опыта 

4-й 8-й 1 2-й 

Лактатдегидрогеназа прямая (суб-
страт — пируват натрия), мкмоль 
НАД на 1 г ткани в 1 мин 

Л а ктатде г и д р о ге н а з а обратная 
(субстрат — лактат натрия), 
мкмоль НАД на 1 г ткани в 1 мин 

Пируваткииаза, мкмоль НАД на 
1 г ткани в 1 мин 
Р 

Трансаминаза, мкмоль пирувата 
на 1 г ткани в 1 мин 

Пир у ватде гидр ore н а з а, м м к м о л ь 
КзРс(С1Ч)0 на I г ткани в I мин 
Р 

Глюкозо-6-фосфат дегидрогеиаза, 
мкмоль НАДФ- Н 2 на 1 г белка 
за 15 мин 

Р 
Транскетолаза, мкмоль С-7-Ф на 

1 г ткани за 1 ч 
Р 

'Фосфофр у кто к и и а з а, мкмоль 
НАД - Н 2 на 1 мг белка в 1 мин 
Р 

Глюкозо-6-фосфатаза, мкмоль не-
органического Р на 1 мг белка 
за 30 мии 

Р 
а-Гл и не р офосфа т де г и д р о ге и а з а, 

мкмоль НАД» Н2 на 1 мг белка 
за 1 ч 

19,0=2=1,0 

15,0= 

5,9= 

1,72=! 

1,15: 

259=5 

347-

: 1,0 
: 0,9 

5=0,09 

5=0,19 

5=12 

= 8,4 

0,4 

0,32=5=0,027 

1,44=5=0,08 

16,0=5=1,0 

15,0=5=1,0 

3,89=5=0,7 
>0 ,05 

1,58=5=0,12 

1,11—0,17 
>0,001 

305=5=13,7 
<0,01 

274=5=1 1,9 
<0,01 

5,8=5=0,4 
<0,001 

0,42=5=0,029 

1,14=5=0,13 

14,0=5=1,2 

14,0=5=2,0 

4,1=5=0,4 

2,0=5=0,08 

0,89=5=0,07 

186=5=9,7 
0 ,01 

293=5=25,4 
0,01 

7,17=5=0,4 
<0,02 

0,56=5=0,05 
>0,001 

1,45=5=0,12 

16,0=5=1,3 

16,0=5=1,0 

3,85=5=0,37 
<0,001 

1,65=5=0,13 

0,74=5=0,05 
<0,00! 

246±9,6 
> 0 , 5 

141=5=10,2 
<0,001 

7,17=5=0,8 

0,50=5=0,06 
>0,02 

1,30=5=0,05 

Наблюдаемые сдвиги в обмене можно рассматривать и как компенса-
торные реакции, устраняющие избыточное поступление в печень пирувата 
и лактата из других тканей. Внешним суммарным проявлением адаптацион-
ного характера рассматриваемых сдвигов можно считать стабильность гли-
кемии (96,97 и 121 % от исходного уровня в соответствующие сроки иссле-
дования) . Сдвиг соотношения субстратов в сторону преобладания пирувата 
согласуется т а к ж е с увеличением количества изоэнзимных фракций Л Д Г 2 
на 16 % и Л Д Г з на 52 % на 4-е сутки опыта. Направленность изменений в изо-
ферментном спектре сохраняется и в последующие сроки опыта. 

В исследованных т к а н я х (печень, мышца) отмечается прямая зависи-
мость между уровнем лактата и активностью окислительных ферментов пен-
тозофосфатного цикла (см. табл. 1—3). Аналогичные данные получены для 
сердечной мышцы, в которой происходит полное окисление Н А Д Ф - Н , 
внесенного либо образованного в процессе глюкозо-6-фосфатдегидрогеназ-
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ной реакции с образованием эквивалентного количества молочной кисло-
ты 117]. 

Изменения в уровне субстратов и активности ферментов в т к а н я х печени 
и мышце нельзя оценить без учета количества пирувата и лактата в крови. 
Уровень пирувата в крови после введения окситиамина повысился во все 
исследуемые сроки (см. табл. 1). Некоторые причины, объясняющие наблю-
даемую картину, уже рассматривались выше. Следует остановиться еще н а 
действии антивитамина на клетки крови. Активность транскетолазы эрит-
роцитов угнетается наполовину уже в самые короткие сроки после введения 
антивитамина (8 ,5±0 ,21 , 3,284=0,13 мкмоль/г/ч; Р < 0 , 0 0 1 ) , чем существен-
но нарушается сбалансированное соотношение между пентозным циклом 
и гликолизом. Окситиамин может также подавить активность пируватде-
гидрогеназы в лейкоцитах [19]. Вряд ли указанные две причины доста-
точно объясняют наблюдаемую стабильность пируватемии, в связи с чем,, 
по-видимому, представление о решающей роли крови в транспорте пирувата 
и лактата к печени от других тканей следует признать правильным. 

Результаты проведенных исследований показали, что окситиамин, спе-
цифически тормозя активность тиаминзависимых ферментов (транскето-
лазы и пируватдегидрогеназы), нарушает обмен триозофосфатов, пирувата. 
и лактата и вызывает одновременно сдвиги в активности других фермен-
тов, связанных с превращениями названных субстратов. 
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EFFECT OF HYDROXYTHIAMIN ON METABOLISM OF P Y R U V A T E AND LACTATE 
IN RAT TISSUES 

M. G. Velichko, R. V. Trebukhina, У и. M. Ostrousky, V. G. Petushok, A. N. Borodinsky 

Department of Metabolic Regulation, Academy of Sciences of the Byelorussian SSR, Grodno 

The ratio of two substrates (pyruvate and lactate), activity of enzymes, responsible for 
their turnover in liver tissue, sceletal muscles and blood, were studied simultaneously in ex-
periments on the effect of hydroxythiamin, which was administered at doses, causing a state 
of hypovitaminosis B,. Hydroxythiamin was shown to inhibit specifically the activity of 
thiamin-dependent enzymes (transketolase and pyruvate dehydrogenase). It affected also the 
metabolism of triose phosphates, pyruvate and lactate. At the same t i m e , hydroxythiamin 
was responsible for changes in activities of other enzymes, part icipat ing in turnover of the 
substrates studied. 
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К. А. Кожевникова 

ВЛИЯНИЕ ИНСУЛИНА И ГИДРОКОРТИЗОНА НА ПИРУВАТКИНАЗУ 
ИЗ МОЗГОВОГО И КОРКОВОГО СЛОЕВ ПОЧЕК КРОЛИКОВ 

Отдел атеросклероза им. Ы. Н. Аиичксва Научно-исследоватсльсксго института экспери-
ментальной медицины АМН СССР, Ленинград 

Исследовали активность пируваткиназы типа М2 из мозгового слоя почек кроликов 
при диабете, голодании в течение 1 и 10—16 сут, при длительном голодании кроликов 
с введением им глюкозы, а ткаже при инъекции гидрокортизона и протамин-цинк-инсу-
лина. Обнаружено повышение активности фермента при диабете и снижение ее при 
длительном голодании и введении инсулина. Установлена связь мео/сду низкой актив-
ностью пируваткиназы в мозговом слое почек при длительном голодании кроликов и 
недостаточным субстратным обеспечением фермента. Результаты, полученные при 
исследовании на мозговом и корковом слоях почек, свидетельствуют о различной адапта-
ции клеток, коркового и мозгового слоев к регулирующему действию гормонов на актив-
ность в них пируваткиназы. 

Пируваткиназа — П К (КФ 2.7.1.40) — один из ключевых ферментов 
гликолиза, играющий важную роль в динамическом балансе между глико-
лизом и глюконеогенезом. Печень и корковый слой почки, основные глю-
конеогенные ткани , содержат ДЕС различные молекулярные формы П К -
типов L и М.2 1.1—7.1. Мозговой слой почек крыс и кроликов характеризу-
ется интенсивно протекающим гликолизом и содержит лишь один изофер-
мент П К , близкий по своим кинетическим свойствам к П К типа М 2 из кор-
кового слоя [2,5—7 I. 

Показано, что «регуляторным» изоферментом П К является тип L. Его 
активность изменяется под влиянием ряда метаболитов—фруктозо-1,6-ди-
•фосфата (Ф-1,6-ДФ), аденозинтрифосфата (АТФ), аминокислот (аланина, 
цисгеииа и др.) 12.3.6,8 1. Количественно преобладающий тип М 2 П К из 
коркового слоя почек имеет менее выраженные регуляторные свойства: 
-его активность ингибируется в значительной степени фенилаланином, ала-
иином и другими аминокислотами и в меньшей степени АТФ и не изменяется 
лод влиянием Ф-1,6-ДФ 12, 3, 61. 

Гормональная регуляция активности изоферментов П К в корковом 
и мозговом слоях почек изучена недостаточно. Голодание крыс в течение 
2—3 с.ут и кроликов в течение 10—16 сут не вызывало существенных изме-
нений активности и изоферментного состава П К в целой почке и ее корковом 
слое 19—121. При аллоксановом диабете не изменялась активность П К 
в целой почке крыс I I3 J и корковом слое почек крыс и кроликов при рас-
чете на 1 мг ткани 19, 14], тогда как при расчете на белок активность П К 
в корковом слое почек крыс повышалась [ И ] . Не было найдено сущест-
венных изменений активности П К из коркового слоя почек кроликов и при 
введении им гидрокортизона в течение 1, 3 и 5 сут [91. Однако при диабете, 
кратковременном голодании кроликов и ВЕедении им в течение 5 сут гид-
рокортизона наблюдались значительные сдвиги в изоферментном спектре 
П К в корковом слое почек: снижалась активность типа L и повышалась 
.активность типа М 2 191. 

Данных о влиянии гормонов на активность П К из мозгового слоя почек 
в литературе мы не обнаружили. В наших предыдущих исследованиях было 
показано, что при аллоксановом диабете повышается активность П К в моз-
говом слое почек, тогда как при голодании кроликов в течение 10 16 сут 
она значительно снижается 113]. Таксе различие в реакции П К из мозго-
вого слоя почек на длительнее голодание и диабет могло быть связано с раз-
личным субстратным обеспечением фермента при этих состояниях. Выяс-
нение этого вопроса Я Е Л Я Л О С Ь одной из залач данной работы. С целыо изу-
чения причин актиЕации П К из мозгового слоя при диабете были проведе-
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и ы э к с п е р и м е н т ы иа к р о л и к а х с в в е д е н и е м им г и д р о к о р т и з о н а и п р о т а м и и -
ц и н к - и н с у л и н а . П р е д с т а в л я л о с ь ц е л е с о о б р а з н ы м т а к ж е с о п о с т а в и т ь ре-
з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и й а к т и в н о с т и П К в к о р к о в о м и м о з г о в о м с л о я х н о ч е к 
п р и р а з л и ч н ы х п а т о л о г и ч е с к и х с о с т о я н и я х . 

М е т о д и к а 

В работе использовали взрослых кроликов-самцов массой 2,5—3 кг. Животные 
были лишены пищи (без ограничения воды) в течение 1 или 10—16 сут. Часть живот-
ных содержали на голодной диете в течение 6 сут, после чего в последующие 5 сут 
голодания животным вводили внутривенно 40% глюкозу из расчета 4 мл на 1 кг мас-
сы тела 2 раза в день. Аллоксановый диабет вызывали внутривенным введением алло-
ксана из расчета 170 мг на 1 кг массы тела. В опыт брали кроликов с содержанием; 
сахара в крови 300—600 мг% через 12—15 сут после инъекции аллоксана. Протамин-
цинк-иисулин (Минский завод эндокринных препаратов) вводили по 12 Е Д на 1 кг 
массы тела 2 раза в день в течение 3 сут. Гидрокортизон (фирмы «Гедеон Рихтер», 
Венгрия) вводили по 25 мг на 1 кг массы тела 2 раза в день в течение 1, 3 и 5 сут. 
После декапитации у животных извлекали корковый и мозговой слои почек и гомоге-
низировали соответственно в 1, 5 и 3 объемах 0,01 М трис-НС1-буфера рН 7,5, содер-
жащего 0,001 М ЭДТА. Гомогенаты центрифугировали в течение 60 мин при 45 000 g. 
Надосадочную жидкость (растворимая фракция) использовали для выделения изо-
фермеитов ПК из коркового слоя почек путем хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе 
[5, 6] или из мозгового слоя разводили в 15 раз и определяли активность ПК и со-
держание белка. Все процедуры выполняли при 2—4 С. Активность П К определяли 
колориметрическим методом с 2,4-динитрофенилгидразином [5, 6]. Активность выра-
жали в микромолях пировиноградной кислоты, образованной за 1 ч при 30°С в рас-
чете на 1 мг белка или на 1 г ткани для мозгового слоя и на 1 мл фракции для 
коркового слоя. Белок определяли спектрофотометрически в щелочном растворе при-
280 нм. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В т а б л . 1 п р е д с т а в л е н ы р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и й а к т и в н о с т и П К в м о з -
г о в о м с л о е п о ч е к к р о л и к о в п р и д и а б е т е и г о л о д а н и и . П р и а л л о к с а н о в о м 
д и а б е т е н а б л ю д а л о с ь д о с т о в е р н о е п о в ы ш е н и е а к т и в н о с т и П К в м о з г о в о м 
с л о е п о ч е к к р о л и к о в п р и р а с ч е т е н а 1 г т к а н и (на 21 %) и н е с к о л ь к о б о л ь -
ш е е п р и р а с ч е т е н а 1 мг б е л к а (на 3 2 % ) . 

Т а б л и ц а 1 
Активность ПК в мозговом слое почек кроликов кон тральной' группы с ал лок саповым диабе-

том, голодавших и после введения им глюкозы 

У с л о т I я опыта 
Активность 

мкмоль на 1 г 
ни за 1 ч 

тка- Р 
Активное™ 

мкмоль на 1 
белка за 1 

мг 
ч 

Р 

Контроль 2604=!= 180 (7) 67,7=1=7,9 (7) 
Диабет 3165=*= 107 (7) < 0 , 0 5 89,6=1=3,4 (7) < 0 , 0 5 
Контроль 1878=1=146 (7) 55,6=1=5,9 (7) 
Голодание в течение 

1 сут 2044=1=144 (8) > 0 , 4 64,7=1=4,3 (8) > 0 , 2 
Контроль 2315=1=112,8 (7) 86,5=1=9,2 (7) 
Голодание в течение 

10—16 сут 1741=1=182,0 (6) < 0 , 0 2 49,6=1=2,7 (б) < 0 , 0 ! 
Контроль 3200=1=87,9 (7) 127,6=1=14,0 (7) 
Голодание в течение 

11 сут 2390=1=59,0 (5) < 0 , 0 5 73,3=1=3,9 (5) <0 ,01 
Голодание - 1 глюкоза 2806=1=201,0 (5) 

1 
> 0 , 0 5 116,2=1=9,9 (5) > 0 , 5 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2 в скобках — число животных, . Опыты на живот-
ных проводили в разное время года. 

И з в е с т н о , ч т о с к о р о с т ь г л ю к о н е о г е н е з а в м о з г о в о м с л о е п о ч е к н е з н а -
ч и т е л ь н а и н е с к о л ь к о в о з р а с т а е т п р и д и а б е т е [ 1 6 ] . С к о р о с т ь г л и к о л и з а » 
д о с т а т о ч н о в ы с о к а я в н о р м е , е щ е б о л ь ш е у в е л и ч и в а е т с я в м о з г о в о м с л о е 
п о ч е к п р и д и а б е т е . П р и э т о м в а ж н ы м и с т о ч н и к о м о б р а з о в а н и я л а к т а т а » 
п о м и м о г л ю к о з ы , п о с т у п а ю щ е й в п о ч к и из к р о в и и л и п р и о б р а т н о м в с а с ы в а -
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нии из первичной мочи, я в л я ю т с я , по-видимому, метаболиты возросшего 
глюконеогеиеза , в частности фосфоенолпируват (ФЕП) [17] . Увеличение 
активности П К в мозговом слое почек кроликов с диабетом свидетельствует 
в пользу этого предположения . 

Повышение активности П К типа М 2 наблюдалось и в корковом слое 
почек кроликов с диабетом, тогда к а к активность П К типа L существенно 
с н и ж а л а с ь (см. рисунок) . Значительное снижение активности П К типа 
L способствует, по-видимому, резкому увеличению глюконеогеиеза в кор-
ковом слое почек при диабете, повышение ж е активности П К типа М 2 мо-
жет способствовать повышению гликолиза [17]. 

Таким образом, при аллоксановом диабете значительно повышается 
активность П К типа М 2 к а к в мозговом, так и в корковом слое почек. При 
этом важным источником гликола в 
обеих т к а н я х , помимо глюкозы, яв-
ляются и метаболиты возросшего 
глюконеогеиеза , в первую очередь 
Ф Е П . 

В опытах на голодающих кро-
л и к а х было показано , что измене-
ния активности изоферментов П К в 
корковом слое почек при голодании в 
течение 1 сут такие же , к а к при диа-
бете, хотя они менее выражены: сни-
жение активности П К типа L и не-
значительное , ио достоверное повы-
шение активности П К типа М 2 (см. 
рисунок) . 

П р и голодании кроликов в тече-
ние 1 сут в мозговом слое почек до-
стоверных изменений активности П К 
типа М 2 не отмечалось (см. табл. 1 и 
рисунок) . 

П р и кратковременном голодании, 
к а к известно, увеличивается глюко-
неогенез за счет мобилизованных 
главным образом из мышц аминоки-
слот, в том числе а л амина 1181. 
Показано , что алаиии не утилизи-
руется корковым слоем почек как 
субстрат глюконеогеиеза [19]. Вместе 
с тем он стимулирует глюконеогенез 
в этой ткани путем ингибирования П К 1.19, 20 ] , в частности П К типа. 
L коркового слоя почек (см. рисунок) . 

П К типа М 2 в меньшей степени чувствительна к а л а н и н у 12, 6 ] . Кроме 
того, при повышении концентрации Ф Е П аланин полностью утрачивает 
свое иигибирующее влияние на этот изофермент [21]. Этим, по-видимому, 
и можно объяснить отсутствие заметных изменений в активности П К типа 
М 2 к ак в корковом слое почек, так и в мозговом слое при кратковременном 
голодании (см. табл. 1 и рисунок) . 

П р и голодании кроликов в течение 10—16 сут активность изоферментов 
П К в корковом слое почек не изменялась (см. рисунок) , тогда к а к в мозго-
вом слое с н и ж а л а с ь (на 25 % при расчете на 1 г ткани и на 43 % при расчете 
на 1 м г б е л к а ) (см. т а б л . 1 и р и с у н о к ) . " 

При длительном голодании продукция глюкозы почками возрастает 
118]. П р и этом главным фактором увеличения глюконеогеиеза в почках 

является , вероятно, ацидоз [18]. Показано , что при ацидозе наблюдается 
увеличение в почках содержания Ф Е П , Ф-1 ,6 -ДФ, значительное снижение 
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Изоферменты ПК коркового и мозго-
вого слоев почек кроликов при диабе-

те и голодании. 
/ _ корковый слой; 2 — мозговой слой; 
А — контроль; Б — аллоксановый диабет; 
В — голодание в течение I сут; Г — голода-

ние в течение 10—16 сут. 

173! 



концентрации алаиииа без существенных изменений содержания аденин-
нуклеотидов [22 ]. 

Отсутствие снижения активности П К типа L в корковом слое почек при 
возросшем в условиях длительного голодания глюконеогенезе связано, воз-
можно, с уменьшением концентрации алаиииа и устранением его иигиби-
рующего действия Ф-1,6-ДФ 1.2.1 J. Создается впечатление, что в условиях 
глюкоиеогенеза активность П К типа L остается незаторможенной, что ма-
ловероятно. Однако имеется и другое предположение. In vi t ro показано, 
что IIK типа L существует в двух формах с различными кинетическими свой-
ствами, которые могут быть взаимопревращаемы [23]. Одна из форм фер-
мента обладает большим сродством к Ф Е П и полностью активна при низкой 
концентрации Ф-1,6-ДФ. Д р у г а я форма фермента имеет малое сродство 
к Ф Е П , активность его достигает максимума лишь при высоких концентра-
циях Ф-1,6-ДФ. Было высказано предположение, что in vivo П К типа L 
также может существовать в двух взаимопревращаемых формах [231. 

Возможно, что при длительном голодании П К типа L коркового слоя 
почек находится в форме с низким сродством к субстрату, и Ф Е П исполь-
зуется для глюкоиеогенеза. 

По аналогии с диабетом можно было ожидать, что ускорение глюко-
иеогенеза в корковом слое почек и в меньшей степени в мозговом слое при 
длительном голодании кроликов будет сопровождаться активированием 
П К типа М 2 . Нами установлено, что при голодании в течение 10—16 сут 
активность П К типа М 2 в корковом слое почек кроликов не изменяется 
(см. рисунок), в мозговом слое наблюдается снижение активности этого изо-
фермента (см. табл. 1 и рисунок). 

Различие в реакции со стороны П К типа М 2 в корковом и мозговом сло-
ях почек на длительное голодание и диабет могло быть вызвано меньшим 
субстратным обеспечением гликолиза в этих тканях при длительном голода-
нии. Главным фактором при этом является отсутствие поступления глюкозы 
извне в организм голодающего животного. 

Действительно, в экспериментах иа голодающих в течение 11 сут 
кроликах с введением в последние 5 сут голодания глюкозы не было обна-
ружено достоверного снижения активности П К типа М 2 в мозговом слое 
почек (см. табл. 1). 

Дополнительным субстратом для конечных этапов гликолиза в обеих 
тканях является Ф Е П , синтезируемый в значительных количествах при 
длительном голодании в корковом слое почек и в меньшей степени в моз-
говом слое. 

Различие в глюконеогенной способности обеих тканей может объяснять 
неоднозначный ответ иа длительное голодание изофермента П К типа М 2 из 
коркового и мозгового слоев почек (см. рисунок). 

Как было показано нами, при диабете наблюдается повышение ак-
тивности П К в мозговом слое почек (см. табл. 1 и рисунок). Это могло быть 
связано как с инсулиновой недостаточностью, так и с преобладающим дей-
ств и ем г л ю к о к о р т и к о и д о в. 

В табл. 2 представлены результаты опытов по изучению активности 
изофермеитов П К из коркового и мозгового слоев почек кроликов после 
введения им гидрокортизона и протамин-циик-инсулииа. 

При введении кроликам в течение 1,3 и 5 сут гидрокортизона сущест-
венных изменений в активности П К в мозговом слое почек не наблюдалось 
(снижение активности фермента при введении гормона в течение 5 сут 
было также недостоверным) (см. табл. 2). 

В корковом слое почек отмечались заметные сдвиги в изоферментном 
спектре П К при введении животным глюкокортикоида (см. табл. 2). Сни-
жение активности П К типа L происходило уже через 4 ч после инъекции 
гидрокортизона 19 I и сохранялось на таком же пониженном уровне при 
двукратной инъекции гормона (см. табл. 2). Ф Е П , образующийся в большом 
количестве в ходе глюкоиеогенеза в корковом слое почек в первые дни после 
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введения гидрокортизона , способствует в дальнейшем активированию П К 
типа М 2 (активность этого изофермента увеличивалась после введения 
гормона в течение 3 сут) (см. табл. 2). П р и введении глюкокортикоида 
в течение 5 сут, возможно, происходит адаптация организма к гормону 
с небольшим снижением активности П К типа L и повышением активности 
изофермента М 2 (см. табл. 2). 

Таким образом, отсутствие активирования П К типа М 2 в мозговом слое-
почек при любых сроках введения гидрокортизона можно объяснить не-
достаточным субстратным обеспечением этого изофермента. 

Инсулин слабо воздействовал на изоферменты П К из коркового слоя 
почек, но ингибировал на 2 3 % активность П К типа М 2 в мозговом слое 
(см. табл. 2). 

Т а б л и ц а 2' 
Активность изоферментов ПК из коркового и мозгового слоев почек кроликов контрольной 

группы после введения им гидрокортизона и инсулина 

Условия опыта 

Мозгопой слой поч-
ки, мкмоль и а 1 г 

ткани за 1 ч 
Корковый слой почки, мкмоль на 1 мл 

фракции за 1 ч Условия опыта 

ПК тип М2 ПК тип М2 ПК ТИП L 

Контроль 1355—102,8 (13) 38,8—3,36 (5) 18,3—2,49 (5) 
Гидрокортизон в течение 

1 сут 1117—144,0 ( 7) 30,0=1=4,9 (6) 11,4—0,73 (6). 
Р > 0 , 2 >0 ,1 < 0 , 0 5 

Контроль 1663^,153,0 ( 7) 52,9=^2,88 (5) 17,0—1,2 (5)' 
Гидрокортизон в течение 

3 сут 1657—242,0 (5) 71,6—7,6 (5) 19,5—2,1 (5). 
Р 

1657—242,0 (5) 
< 0 , 0 5 > 0 , 3 

Контроль 1720— 176,0 (8) 38,5— 1,28 (6) 16,6=*= 1,38 (6> 
Гидрокортизон в течение 

5 сут 1364— 154,0 (10) 44,8=1=1,8 (6) 13,3—0,41 (6> 
Р >0 ,1 <0 ,02 < 0 , 0 5 

Контроль 3322=!= 205,0 (6) 93,5=!=5,6 (6) 28,0—2,2 (6) 
П ротами н-цинк-и исулии 2585—218,0 (6) 86,9—4,9 (6) 38,5—6,8 (6> 

Р < 0 , 0 5 > 0 , 3 > 0 , 1 

Представляется вероятным, что увеличение активности П К в мозго-
вом слое почек к р о л и к о в при диабете связано главным образом с инсули-
новой недостаточностью, тогда как резкие изменения в изофермеитном 
спектре П К в корковом слое почек зависят от избытка глюкокортикоидов. 
и в меньшей мере от дефицита инсулина . 
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EFFECT OF INSULIN AND HYDROCORTISONE ON PYRUVATE KINASE 
FROM MEDULLAR AND CORTICAL LAYERS OF RABBIT KIDNEY 

K. A. Kozhevnikova 
Institute of Experimental Medicine, Academy of Medical Sciences cf the USSR, Leningrad 

Activity of M2-pyruvate kinase from medullar layer of rabbit kidney was studied in 
•diabetes, in starvation within 1 day and 10-16 days and in long-term starvation of rabbits after 
administration of glucose or hydrocortisone and protamine-Zn-insulin. The enzymatic acti-
vity was increased in diabetes and decreased in long-term starvation and after administration 
of insulin. A correlation was observed between low activity of pyruvate kinase in kidney me-
dulla under conditions of long-term starvation of rabbits and deficiency of the enzyme substra-
te. The data, obtained after study of the enzymatic activity in kidney medulla as ccmpared 
with that of rabbit kidney cortex, demonstrate various adaptability of cells from these kid-
ney layers to regulatory effects of hormones on the pyruvate kinase activity. 

УДК 616.13-004.6-06:616.13-008.939.6' 15-074 

А. В. Попов, А. С. Кузнецов 

И З У Ч Е Н И Е П Р Е В Р А Щ Е Н И Я Л И П О П Р О Т Е И Д О В В СОСУДИСТОЙ 
С Т Е Н К Е МЕТОДОМ У Л Ь Т Р А Ц Е Н Т Р И Ф У Г И Р О В А Н И Я Э К С Т Р А К Т А 

А О Р Т Ы В С Т У П Е Н Ч А Т О М Г Р А Д И Е Н Т Е ПЛОТНОСТИ 

Отдел биохимии липидов и атеросклероза им. Н. IT. Аничксва Института эксперименталь-
ной медицины АМН СССР, Ленинград 

Изучено распределение радиоактивности в липопротеидах аортальной стенки 
после перфузии изолированной аорты кролика радиоактивными липопротеидами 
очень низкой или низкой плотности. При ультрацентрифугировании в ступенчатом 
градиенте плотности экстракта аорты найдено, что перераспределение радиоактив-
ности липопротеидов происходит в направлении как большей, так и меньшей плотности 
по сравнению с распределением радиоактивности в липопротеидах перфузата. Из эк-
стракта аорты человека выделены липопротеиды, содероюащие апопротеин В как в 
плотности 1,006—1,063, так и в плотности, большей 1,063. Эти данные, а тако/се 
данные модельных опытов по изучению распределения комплексов липопротеидов с гли-
козаминогликанами в градиенте плотности свидетельствуют о том, что формирова-
ние комплексов с компонентами соединительнотканного матрикса является одним из 
важных звеньев, ответственных за превращение атерогенных липопротеидов в сосудис-
той стенке. 

Н а п р а в л е н и е р а з в и т и я п а т о л о г и ч е с к о г о п р о ц е с с а п р и а т е р о с к л е р о з е 
во м н о г о м о п р е д е л я е т с я х а р а к т е р о м п р е в р а щ е н и я л и п о п р о т е и д о в ( Л П ) , 
п р о н и к ш и х в с т е н к у с о с у д а . И з у ч е н и е с в о й с т в а т е р о г е н н ы х Л П с о с у д и с т о й 
с т е н к и о г р а н и ч и в а е т с я г л а в н ы м о б р а з о м а н а л и з о м ф р а к ц и й Л П , ф л о т и р у ю -
щ и х в п л о т н о с т и 1 ,006 и 1 ,063 [ 1 — 5 ] , ч т о не д а е т п о л н о г о п р е д с т а в л е н и я 
о д и н а м и к е п р е в р а щ е н и я Л П в а р т е р и а л ь н о й с т е н к е . Х а р а к т е р и з м е н е н и й , 
п р о и с х о д я щ и х с Л П п р и в з а и м о д е й с т в и и и х с к л е т к а м и и с к о м п о н е н т а м и 
с о е д и н и т е л ь н о т к а н н о г о м а т р и к с а , в н а с т о я щ е е в р е м я и з у ч е н н е д о с т а т о ч н о . 

С ц е л ь ю в ы я с н е н и я н а п р а в л е н н о с т и п р е в р а щ е н и я а т е р о г е н н ы х Л П в со-
с у д и с т о й с т е н к е в н а с т о я щ е й р а б о т е п р о в е д е н о и з у ч е н и е р а с п р е д е л е н и я 
р а д и о а к т и в н о й м е т к и Л П , в ы д е л е н н ы х и з а о р т ы к р о л и к а , п о с л е п е р ф у з и и 
ее р а д и о а к т и в н ы м и Л П о ч е н ь н и з к о й п л о т н о с т и ( Л П О Н П ) и л и Л П н и з к о й 
п л о т н о с т и ( Л П Н П ) . 

М е т о д и к а 

Изучение ЛП, проникающих в сосудистую стенку, проведено в опытах in vi t ro 
с перфузией аорт кроликов радиоактивными Л П О Н П и Л П Н П , а также на материале 
5 аорт, взятых от людей в возрасте 50—70 лет не позже 24 ч после смерти. Модель-
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ные опыты in vitro по изучению взаимодействия глюкозаминогликанов (ГАГ) и Л П 
были предприняты для выяснения возможного участия ГАГ в превращениях Л П 
в сосудистой стенке. 

Для перфузии использовали аорты 5 нормальных кроликов и 5 кроликов 
с атеросклерозом массой около 3 кг: 8 аорт в опытах с перфузией 14С-ЛП и 2 аорты 
в опытах с перфузией 12б1-ЛП. Результаты, полученные в параллельных эксперимен-
тах с аортами нормальных кроликов и кроликов с атеросклерозом, были объединены, 
так как направленность изменений в распределении радиоактивности Л П в стенке 
их аорт была сходна. Атеросклероз у кроликов вызывали путем добавления в корм 
1 г холестерина на 1 кг массы тела в течение 4 мес. Перфузию проводили по ме-
тоду, описанному ранее [6J. Перфузиониой средой служил 5% раствор бычьего аль-
бумина на среде Игла, в который добавляли меченые Л П О Н П (конечная концент-
рация 220—500 мг%) и Л П Н П (конечная концентрация 440—1140 мг%). :14С-ЛП бы-
ли получены путем ультрацентрифугирования [7] сыворотки крови кролика с экспе-
риментальной гиперхолестеринемией, которому внутривенно вводили 2 мКи солю-
билизированного в физиологическом растворе , 4С-холестерина [8] и внутримышечно 
10 мКи Х4С-гидролизата белка хлореллы за 10 ч до взятия крови. Применение двух 
радиоактивных предшественников позволило получить Л П , содержащие диффуз-
но распределенную метку в липидной и белковой части с высокой общей удельной 
радиоактивностью — 400 000—790 000 имп/мг. ЛП, меченные in vi tro 1251 с исполь-
зованием монойодхлоридного метода [9], содержали метку преимущественно в белко-
вой части. Их удельная радиоактивность составляла 1-10 0—1,5* 10° имп/мг. Перфу-
зию проводили последовательно в течение 4 ч перфузатом, содержащим радиоактив-
ные Л П , а затем в течение 4 ч перфузатом без ЛП. В контрольных опытах аорты 
4 кроликов, вывернутые эндотелием наружу, инкубировали с радиоактивными ЛГ1 
при 4°С в течение 4 ч. 

После окончания опыта аорту отмывали от среды физиологическим раствором. 
Затем аорту разрезали вдоль, отделяли адвентицию, ткань интимы — медии измель-
чали и помещали в 0,05 М трие-глициновый буфер рН 8,3 и проводили экстракцию 
Л П из ткани аорты в электрическом поле [10J. Полученный экстракт использовали 
для ультрацентрифугирования в ступенчатом градиенте плотности раствора КВг, 
стабилизированного сахарозой и фиколом [11]. Соотношение липид/белок в Л П уста-
навливали, определяя радиоактивность белковой и липидной их части после дели-
пидирования в системе хлороформ — метанол в соотношении 1 : 1 . Анализ радиоак-
тивности меченых Л П проводили с использованием сциицилляциоииого счетчика 
«Mark II» фирмы «Nuclear Chicago», США [6, 12]. С целыо исключения возможного влия-
ния на результаты обмена свободного холестерина между различными классами Л П 
аликвоту липидного экстракта Л П использовали для разделения липидов на фракции 
с помощью тонкослойной хроматографии на силикагеле. Это позволило рассчитать 
суммарную радиоактивность липидной части Л П без учета радиоактивности свобод-
ного холестерина. Сопоставление распределения радиоактивности Л П , экстрагиро-
ванных из аорты, по плотности проведено с распределением радиоактивности Л П 
перфузата до и после перфузии. 

Д л я экстракции Л П из аорты человека интиму аорты измельчали ножницами 
и проводили экстракцию 4 объемами 0,15 М NaCI, содержащего 0,001 М ЭДТА и 
0,005 М трис-HCI рН 7,4 в течение 24 ч при 4°С. Полученный экстракт после кон-
центрации в полиэтиленгликоле использовали для ультрацентрифугироваиия в сту-
пенчатом градиенте плотности. Фракции Л П аорты человека, выделенные ультрацент-
рифугированием [7], анализировали с помощью диск-электрофореза [13] и реакции 
кольцепреципитации с антителами к Л П Н П сыворотки крови человека [14]. В опытах 
in vi t ro по изучению взаимодействия ГАГ с Л П ГАГ выделяли из аорты человека 
[15], а Л П О Н П и Л П Н П получали от кролика с экспериментальной гиперхолестери-
немией. ГАГ и 1 2 б1-ЛП в физиологическом растворе смешивали в соотношении 
1 : 5 (г/г) и затем после экспозиции в течение 24 ч при 4°С подвергали ультрацентри-
фугированию в ступенчатом градиенте плотности с последующим изучением распреде-
ления радиоактивности комплекса Л П — ГАГ по плотности. Комплекс Л П — ГАГ 
выделяли из пробы путем его осаждения 0,025 М СаС12. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В опытах по изучению превращения радиоактивных Л П в сосудистой 
стенке после ее перфузии было показано, что в экстракте из ткани аорты 
при ультрацеитрифугировании его в ступенчатом градиенте плотности рас-
пределение радиоактивности Л П , проникших в аорту, отличалось от рас-
пределения радиоактивности Л П перфузата (табл. 1). Так, при перфузии 
аорты Л П О Н П в экстракте аорты перераспределение метки происходило 
в направлении Л П большей плотности. При перфузии аорт Л П Н П в экс-
тракте аорты выявлено перераспределение метки в направлении Л П как 
большей, так и меньшей плотности. 
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Анализ особенностей распределения радиоактивности липидных и бел-
ковых компонентов Л П в экстрактах из аорт при ультрацентрифугировании 
в ступенчатом градиенте плотности показал, что увеличение радиоактив-
ности в плотности, меньшей 1,006, происходило преимущественно за счет 
липидной части ЛП, а увеличение радиоактивности в плотности 1,063-

Т а б л и ц а I 
Распределение радиоактивности ЛП в перфузате и в экстракте аорты по данным 

ультрацентрифугирования в ступенчатом градиенте плотности 

ЛП Источник ЛП и 
время их анализа 

Распределение радиоактивности ЛП в 
плотности, % 

градиенте 
ЛП Источник ЛП и 

время их анализа 
< 1 , 0 0 G 1,006 — 1,003 1,063 — 1,250 > I , 2 5 0 

Перфузат: 
1 4С-ЛПОНП д о перфузии 9 4 , 2 ± 2 ,0 4 , 7 ± 1 ,7 0 , 8 ± 0 , Г 0 ,3 -Ь0 ,1 

п о с л е перфузии 8 9 , 8 ± 3 , 2 8 , 2 ± 2 ,2 1 , 4 ± 0 , 6 0 , 4 ± 0 , 1 
Аорта 4 6 , 8 ± 12 ,7 3 4 , 7 ± 1 0 , 6 1 3 , 4 ± 4 , 5 5 , 0 ± 2 , ! 

^с-лпнп 
Перфузат: 

1 3 , 4 ± 4 , 5 

^с-лпнп д о п е р ф у з и и 0,3=1=0,1 97,8=1=0,4 0,4=1=0,1 1,5=1=0,3 
после перфузии 0,5=1=0,2 97,9=1=0,3 0,7=1=0,2 0,6=1=0,3 

Аорта 42,4— 14,1 17,1=1=2,5 30,5=1=7,6 9,7—3,3 
1 2 5 1-ЛПНП Перфузат: 

42,4— 14,1 17,1=1=2,5 30,5=1=7,6 

д о п е р ф у з и и 0 87,8=1=2,1 7,7=1=1,4 4,4—0,8 
после п е р ф у з и и 0,4=1=0,3 85,4=1=0,7 10,3=1=0,05 3,8=1=0,2 

Аорта 0,5=1=0,5 47,0=1=23,2 28,8=1= 12,0 23,5=1=11,6 

П р и м е ч а и и е. Перфузию аорты проводили мечеными Л П. 

1,250 и 1,300—преимущественно за счет белковой части Л П (табл. 2).. 
В табл. 2 приведены данные о распределении радиоактивности липида без 
учета радиоактивности свободного холестерина. Опыты по инкубации аорт 

Таблица 2 

Распределение радиоактивности 14С-белка и 14С-липида ЛП в перфузате и в экстракте аорты-
по данным ультрацентрифугировапия в ступенчатом градиенте плотности после перфузии, 

аорты 14С-ЛП 

ЛП, 
Положе -
ние мет-

ки 
Истомин к 

ЛП 

Распределение радиоактивности ЛП в градиенте 
плотности, % ЛП, 

Положе -
ние мет-

ки 
Истомин к 

ЛП 
< 1 , 0 0 6 | 1 ,006-1 ,003 1,063 — 1,250 > 1 , 2 5 0 

1 4С-ЛПОНП 

1 4С-ЛПНП 

Белок 
Липид 

Белок 

Липид 

Перфузат 
Аорта 
Перфузат 
Аорта 
Перфузат 
Аорта 
Перфузат 
Аорта 

83,5=1=3,7 
22,3=1=6,5 
87,3=1=3,3 
34,6=1=18,7 
0,85—0,32 

9,2=1=4,8 
1,0=1=0,3 

32,5=^=6,9 

8,4=1=2,6 
11,7=1=4,2 
10,2=1=3,1 
26,4—11,2 
91,4=1=0,5 
10,8=1=1,5 
97,7=1=0,5 
25,1=1=11,5 

3,8=1=0,8 
30,9=1=4,9 

2,1=1=0,9 
25,7=1=12,1 

3,5=1=0,2 
45,2=1=6,6 

0,7=1=0,2 
31,5=1=10,2 

4,2=1=0,6 
30,2=1=1,6 
0,4=1=0,008: 
13,0=1=3,4 
3,9=1=0,3 

32,5=1=7,6 
0,27=1=0,008 
10,6=1=3,9 

кроликов с мечеными Л П О Н П и Л П Н П при 4°С выявили сходную направ-
ленность в изменении распределения радиоактивности Л П в экстрактах 
из аорт (табл. 3). 

Данные литературы о способности водорастворимых экстрактов аорты 
формировать комплексы с атерогениыми Л П 116, 17], а также многочислен-
ные исследования о взаимодействии ГАГ с Л П [2,18—201 позволили нам 
предположить, что наблюдаемое в наших опытах перераспределение ра-
диоактивности Л П в экстракте аорты при ультрацентрифугировании в гра-
диенте плотности по крайней мере отчасти обусловлено взаимодействием 
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атерогенных Л П с компонентами соединительнотканного матрикса, в част-
ности с ГАГ и протеогликанами. 

В опытах in vi t ro по изучению распределения 1 2 б 1-ЛПОНП и Л П Н П 
при ультрацентрифугировании в градиенте плотности после добавления 
к раствору липопротеидов ГАГ, выделенных из нормальной аорты чело-
века, была предпринята попытка проверить сделанное предположение об 
участии ГАГ в изменении свойств Л П в сосудистой стенке. Данные этих 
экспериментов, представленные в табл. 4, указывают на наличие комплекса 

Т а б л и ц а 3 

Распределение радиоактивности ЛП в экстракте из аорты по данным 
ультрацентрифугировании в ступенчатом градиенте плотности после инкубации ЛП 

с аортой при 4°С 

ЛП Источник ЛП 
Р а с п р е д е л е н и е р а д и о а к т и в н о с т и ЛП в гради-

е н т е ПЛОТНОСТИ, % 
ЛП Источник ЛП 

< 1 , 0 0 6 1,006—1,063 1,063 — 1,250 > 1 , 2 5 0 

Инкубационная среда 98,2 0,8 0,7 0,3 
14С-ЛПОНП Аорта нормальная 11,6 2,8 74,4 11,0 

Аорта атеросклероти-
83,6 ческая 3,6 2,0 10,8 83,6 

1 2 б1-ЛПОНП Инкубационная среда 88,2 5,1 6,7 0 

Аорта нормальная 3,9 48,9 9,9 37,3 

1 2 б1-ЛПНП 
Инкубационная среда 2,2 92,1 5,7 0 

1 2 б1-ЛПНП Аорта атеросклероти-
24,2 ческая 9,4 12,5 54,0 24,2 

ЛП—ГАГ во всем диапазоне применяемых плотностей независимо от того, 
какой класс Л П был использован в опыте (см. табл. 4). При этом способ-
ность Л П О Н П сыворотки крови кроликов с гиперхолестеринемией форми-

Т а б л и ц а 4 
Распределение радиоактивности 12б1-ЛП по данным ультрацентрифугирования 

в ступенчатом градиенте плотности после их взаимодействии с ГАГ in vitro 

ЛП И с с л е д у е м ы й м а т е р и а л 
Р а с п р е д е л е н и е радиоактивности ЛП 

енте плотности, % 
в г р а д и -

ЛП И с с л е д у е м ы й м а т е р и а л 

< 1 , 0 0 6 1,006 —1,063 1,063 — 1,250 > 1 , 2 5 0 

1 2 б1-ЛПОНП Исходные ЛП 76,5 3,1 4,7 15,7 
Комплекс ЛП—ГАГ 49,7 37,5 12,6 0,05 

1 2 61-ЛПНП Исходные ЛП 9,2 88,0 0,9 1,9 
Комплекс ЛП—ГАГ 47,6 37,4 9,9 4,3 

П р и м е ч а н и е . Приведены средние величины 2 опытов. 

ровать комплекс с ГАГ была выражена значительно сильнее, чем у Л П Н П 
тех же животных. Так, комплекс, осаждаемый ионами кальция, в опытах 
с Л П О Н П содержал 87% радиоактивности исходных Л П , а в опытах с 
ЛПНП—только 12%. 

При изучении свойств аорты Л П человека методом ультрацентрифуги-
рования было установлено наличие преципитирующего в присутствии ионов 
кальция материала во всем диапазоне применяемых плотностей (т. е. в плот-
ности 1,006, 1,063, 1,250, 1,300). Выделенные комплексы после растворения 
в 5 % NaCl, содержащем 5 мМ ЭДТА, и последующего диализа против 
физиологического раствора, также содержащего 5 мМ ЭДТА, обладали 
электрофоретической подвижностью при диск-электрофорезе в полиакрил-
амидном геле и занимали область на границе с 3 ,6% гелем в виде одной по-
лосы (положение пре-Р-ЛП). Комплекс выявляли при окраске на липиды 
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(судаком черным), на ГАГ (альциановым синим) и на белок (амидо черным). 
Реакция кольцепреципитации ЛГ1 сосудистой стенки, выделенных в плот-
ности, равной или большей 1,063, была положительной. Эти данные свиде-
тельствуют об иммунологической идентичности Л П сыворотки крови и 
Л П , выделенных из аорты не только в плотности 1,063, но и в плотности, 
большей 1,063. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что взаимо-
действие Л П , проникших в стенку сосуда, с ГАГ является одним из важных 
звеньев, ответственных за превращение Л П в сосудистой стенке. Характер 
превращения атерогенных Л П , проникших в сосудистую стенку, по-види-
мому, во многом определяется судьбой сформировавшегося комплекса ЛП— 
ГАГ. Выявленная в наших опытах гетерогенность комплекса Л П ГАГ 
по плотности может, с одной стороны, отражать динамику превращения 
комплекса в стенке аорты, а с другой — может быть результатом взаимо-
действия Л П с различными ГАГ и протеогликанами, природа которых опре-
деляется стадией развития патологического процесса. Увеличение гидрати-
рованной плотности Л П может быть результатом присоединения к Л П 
частице достаточно большого количества ГАГ или протеогликанов с высо-
кой плотностью ( d > l , 4 ) 121 I. Уменьшение гидратированной плотности Л П 
при взаимодействии с ГАГ, по-видимому, связано с агрегацией Л П , если 
взаимодействие последних произошло при меньшем молярном соотноше-
нии низкомолекулярных ГАГ к Л П . 
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STUDY O F LIPOPROTEIN CONVERSIONS IN BLOOD VESSEL WALL USING 
ULTRACENTRIFUGATION OF AORTA EXTRACT IN STEPWISE DENSITY 

GRADIENT 

A. V. Popov, A. S. Kuznetsov 

N. N. Anichkov Department of Lipid Biochemistry and of Atherosclerosis, Institute 
of Experimental Medicine, Academy of Medical Sciences of the USSR, Leningrad 

As shown by stepwise density gradient ultracentrifugation, atherogenic lipoproteins 
penetrating into aorta wall, underwent conversions, which were accompanied by alterations 
in their hydratation density. The data obtained suggest that complex formation of lipopro-
teins with components of connective tissue matrix is one of important steps responsible for con-
version of atherogenic lipoproteins in vessel wall. 
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АКТИВНОСТЬ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ КРОВИ ДЕТЕЙ 
С ЖЕЛЕЗОДЕФИЦИТНЫМИ АНЕМИЯМИ 

Кафедра биохимии медико-биологического факультета II Московского медицинского ин-
ститута им. Н. И. Пирогова, 1-я гематологическая клиника Центрального института гема-

тологии и переливания крови Министерства здравоохранения СССР, Москва 

Исследована активность супероксиддисмутазы в крови детей с различными фор-
мами о!селезодефицитных анемий. Установлено, что при всех формах железодефицит-
ных анемий (типичная анемия, инфекционная анемия недоношенных) наблюдается 
повышение активности фермента, наиболее отчетливо выявляемое при расчете на 1 мг 
гемоглобина или на 1 млн. эритроцитов. Изменение активности супероксиддисмутазы 
и содержания гемоглобина в крови при исследованных формах анемии имеют противо-
положную направленность. Выявлена коррекция между изменением активности супер-
оксиддисмутазы и снижением гемоглобина в крови при анемиях недоношенных. 

Недостаточность ферментов, обусловливающих защиту эритроцита от 
окислительного повреждения так называемыми активными формами кис-
лорода (супероксидным анионом, перекисями, гидроксильным радикалом 
и др.), рассматривается в настоящее время как возможная причина внутри-
сосудистого гемолиза или ускоренного разрушения эритроцитов в ретику-
лоэндотелиальной системе II, 2 1. Наиболее убедительно это доказано в от-
ношении ряда гемолитических анемий, возникающих при генетически обус-
ловленной недостаточности ферментов метаболизма глутатиона 1.3 I. Наряду 
с этим при наследственной акаталазии не выявлено выраженных гемато-
логических проявлений [4 1. Супероксиддисмутаза является одним из глав-
ных ферментов антиокислительной защиты клетки 15]. В эритроците этот 
фермент выполняет специфическую функцию регуляции скорости обратимо-
го превращения оксигемоглобина в метгемоглобин [6]. Можно предполагать, 
что недостаточность супероксиддисмутазы в эритроцитах должна привести 
к серьезным нарушениям их структуры, метаболизма и функции. Не исклю-
чено, что генетический дефект супероксиддисмутазы является причиной 
анемий с еще невыясненной этиологией. В литературе отсутствуют сообще-
ния о снижении активности супероксиддисмутазы крови при какой-либо 
экспериментальной или клинической патологии, за исключением хрониче-
ской кислородной интоксикации [7] и алиментарной недостаточности меди 
18 1. Целью настоящей работы было исследование обеспеченности эритро-
цитов супероксиддисмутазой при различных формах железодефицитных 
анемий. 

М е т о д и к а 

Обследовано 85 детей, больных железодефицитными анемиями, в возрасте 
от 2 мес до 15 лет. Учитывая данные анамнеза, особенности клинического течения 
настоящего заболевания, а также результаты лабораторного обследования (подсчет 
гемограмм, гематокритной величины, общего и фракционного содержания белков 
сыворотки крови методом электрофореза на бумаге), выделяли различные клиниче-
ские варианты железодефицитных анемий. Среди детей грудного возраста у 32, соглас-
но классификации Л. М. Казаковой [9], была анемия недоношенных, у 37 — инфек-
ционный вариант железодефицитной анемии и у 11 —типичная форма; у 5 детей 
диагностирована анемия старшего школьного возраста (по классификации Е. Н. Мо-
сягиной) flO]. Одновременно нами обследованы 2 группы здоровых детей: 9 детей груд-
ного возраста и 8 школьников 14 лет. Активность супероксиддисмутазы определяли, 
как описано ранее [11]. Определение содержания сывороточного железа и гемоглоби-
на проводили с помощью наборов химических реактивов, выпускаемых фирмой 
«Лахема» (ЧССР) и «Реахим» (СССР) соответственно. Корреляцию между величи-
нами отклонения от нормы активности супероксиддисмутазы и содержанием гемогло-
бина в одной пробе крови оценивали по коэффициенту Спирмеиа [12]. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

При всех клинических формах заболевания (анемии недоношенных, 
типичной, инфекционном варианте) наблюдается повышение активности 
супероксиддисмутазы по сравнению с группой здоровых детей (табл. I). 

Т а б л и ц а 1 
Активность супероксиддисмутазы в крови детей с различными формами железодефицитной 

анемии 

Обследованные 
дети 

Активность фермента 
Обследованные 

дети на 1 мл крови на 1 мг гемогло-
бина 

на 1 мл эритро-
цитов 

на 1 млн. эри-
троцитов 

Здоровые 
Больные: 

анемией недо-
ношенных 
с инфекцион-
ным вариантом 
анемии 
типичной ане-
мией 

1 6 7 — 8 , 7 ( 9) 

180=2=14,9 (32) 

212— 11 ,5** (37) 

181 — 1 9 , 8 (11) 

1,5=1=0,06 (9) 

2,35=1=0,12*** (32) 

2,14=1=0,13*** (37) 

2,50=1=0,11*** (11) 

355=1=28,2 (9) 

498=1=54,0* (20) 

596=*= 3 9 , 0 * * (18) 

620=1=79,0** (5) 

23=1=3,7 (9) 

4 2 — 2 , 1 * * * (20) 

55=1=3,3** (18) 

5 9 — 9 , 2 * * * (5) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 одна звездочка — отличие от нормы достоверно 
при Р < 0 , 0 5 , две звездочки — при Р<(),01, три звездочки — при Р<0 ,001 . В скобках — 
число обследованных. 

Различные способы расчета активности показывают, что при железодефи-
цитных анемиях отмечается не кажущееся повышение, связанное с умень-
шением уровня гемоглобина, а истинное, поскольку оно выявляется и при 

Т а б л и ц а 2 
Активность супероксиддисмутазы в крови детей, больных анемией, в зависимости or ее 

формы 

Форма анемии 
Содержание 

гемоглобина, 
г% 

Число об-
следованных 

Активности 

на 1 мл крови 

> фермента 

на 1 мг гемо-
глобина 

Анемия недоношенных ДО 8 22 171=1=11 
1 

2,60=2=0,20*** 
8 — 9 6 198=1=36 2,30=1=0,17* 

> 9 — 1 0 5 173=1=43 1 ,84—0,51 
> 1 0 3 183 1,65 

Типичная анемия ДО 8 8 203=1=23 3,0=1=0,60* 
8 — 9 4 197=1=42 2,5=1=0,15** 

> 9 — 1 0 4 375 2 , 0 
> 1 0 4 186=1=39 1,82 

И и фе к ц и о и н а я а н е м и я ДО 8 11 237=1=19*** 3 , 5 0 ± 0 , 1 8 * * * И и фе к ц и о и н а я а н е м и я 
8 — 9 8 137=1=26 1,60=1=0,30 

> 9 — 1 0 16 217=1=22** 2,1=1=0,02*** 
> 1 0 38 225=2=12*** 1,84=2=0,12 

расчете на 1 мл или 1 млн. эритроцитов. Это позволяет заключить, что 
эритроцит при исследованных формах анемий лучше обеспечен супероксид-
дисмутазой, чем у здоровых людей. Статистически достоверной разницы 
между показателями активности фермента при различных клинических ва-
риантах железодефицитных анемий не обнаружено. Удалось в ы я в и т ь за-
висимость между выраженностью изменения активности супероксиддисму-
тазы и содержанием гемоглобина (табл. 2). Видно, что взаимосвязь между 
названными показателями носит обратный характер и отчетливо проявля-
ется при сопоставлении содержания гемоглобина и активности супероксид-
дисмутазы, рассчитанной на 1 мг гемоглобина. При этом разница активности 
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супероксиддисмутазы, определяемая на фоне анемии средней тяжести (ге-
моглобин менее 8 г%) , была статистически достоверна во всех группах об-
следованных больных по сравнению с аналогичным показателем при легкой 
степени анемии (гемоглобин более 10 г %). Коэффициент ранговой корре-
л я ц и и между величиной разницы активности супероксиддисмутазы у боль-
ного от такового в норме и индивидуальным отклонением содержания ге-
моглобина от нормального значения (11,6%) в группе детей с анемией не-
доношенных равнялся 0,45 ( Р < 0 , 0 0 5 ) . Однако при других формах анемий 
не удалось выявить достоверной по критерию Сгшрмена корреляции между 
изменением активности фермента и снижением содержания гемоглобина. 
Отмечалось значительное различие в содержании железа в сыворотке крови 

детей с различными вариантами анемий 
(инфекционной, недоношенных, типичной) — 
8 7 , 3 d z 7 , 8 , 5 1 , 1 ± 1 1 , 4 0 , 0 ± 5 , 7 м к г % соответ -
ственно. Как видно на рисунке, при инфек-
ционной анемии наблюдается обратная зави-
симость между содержанием сывороточно-

Т а б л и ц а 3 
Активность супероксиддисмутазы в крови здоровых 
детей и у школьников с железодефицитной анемией 

Зависимость между содер-
жанием сывороточного же-
леза и активностью супер-
оксиддисмутазы у детей с 
инфе кци о н и ы м вариантом 

анемии. 
По оси ординат — содержание 
железа в сыворотке крови 
(вмкг%); по оси абсцисс—актив-
ность супероксиддисмутазы в 

расчете иа 1 мг гемоглобина. 

Обследован-
ные дети 

Содержание 
гемоглобина, 

г% 

Активности > фермента 
Обследован-

ные дети 
Содержание 

гемоглобина, 
г% 

и а 1 мл 
крови 

на 1 мг ге-
моглобина 

Здоровые 12,5—14,0 170— 10,6 1,38—0,012 
Больные же-
лезодефи-
цитной ане-
мией 9,4—11,0 187—8,49 1,97—0,490 

го железа и активностью супероксиддисмутазы в крови. Исследование 
активности супероксиддисмутазы у школьников с железоцефицитной 
анемией потребовало введения специальной контрольной группы, для того 
чтобы исключить возрастные изменения. При сравнении со здоровыми 
детьми (табл. 3) активность супероксиддисмутазы у больных с этой 
формой анемии оказалась несколько повышенной. 

При железодефицитных состояниях продолжительность жизни эрит-
роцита значительно сокращается [13]. Эритроциты детей с железодефицит-
ными анемиями более чувствительны к гемолизу, индуцируемому пере-
кисью водорода [14], что указывает на наличие при этой патологии опре-
деленных нарушений внутриклеточной системы антиокислительной защиты. 
Действительно, при железодефицитных анемиях снижается активность ка-
талазы и глутатиоипероксидазы крови, уменьшается содержание а-токо-
ферола [15, 16]. Н а р я д у с этим активность глюкозо-6-фосфатдегидрогена-
зы, глутатионредуктазы и содержание глутатиона повышается [16]. В на-
ших исследованиях выявлено, что железодефицитные эритроциты имеют 
более высокую активность супероксиддисмутазы. Из этого следует, что 
недостаточность железа в организме вызывает дисбаланс мощностей ком-
понентов системы антиокислительной защиты клетки. Снижение актиЕ-
ности глутатиоипероксидазы и каталазы, сочетающееся с повышением ак-
тивности супероксиддисмутазы, ускоряющей образование перекиси водо-
рода, следует рассматривать как предпосылки к более вероятному повреж-
дению клетки перекисями. Подобное заключение согласуется с повышенной 
чувствительностью эритроцитов к перекиси водорода in vi t ro , но еще не 
позволяет рассматривать перекисный механизм повреждения патогенети-
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ческим механизмом сокращения жизни эритроцита при железодефицитных 
состояниях. С другой стороны, высокая активность супероксиддисумутазы 
эритроцитов со сравнительно укороченным периодом жизни противоречит 
гипотезе 1.5.1 о зависимости продолжительности жизни клеток от их обеспе-
ченности этим ферментом. 

Механизм повышения активности супероксиддисмутазы при железо-
дефицитных анемиях неясен. Поскольку кровь перед анализом обрабатыва-
ли смесью хлороформа и этанола для удаления гемоглобина, который ме-
шает определению активности супероксиддисмутазы, можно исключить 
влияние его или каких-либо высокомолекулярных ингибиторов, присутст-
вующих, например, в плазме крови 117 I. Также очень маловероятно влия-
ние низкомолекулярных веществ, поскольку кровь для исследования су-
пероксиддисмутазы приходится разводить в сотни раз. Возможность акти-
вации супероксиддисмутазы за счет неактивного предшественника не ис-
следована, и такой механизм не может быть исключен. Истинная индукция 
супероксиддисмутазы в эритроците невозможна в связи с отсутствием в зре-
лой клетке биосинтеза белков. Наиболее Еероятно, что повышение актив-
ности супероксиддисмутазы в крови при железодефицитных состояниях 
обусловлено изменением возрастного состава эритроцитов в сторону преоб-
ладания молодых форм, в частности при анемии недоношенных. 

Некоторые гемопротеиды обладают активностью супероксиддисмутазы 
118 I. Если допустить, что в физиологических условиях в эритроците опре-

деленная часть OJ" обезвреживается гемопротеидами, то повышение актив-
ности супероксиддисмутазы при недостаточности железа в организме пред-
ставляется функционально выгодной реакцией адаптации клетки к усло-
виям дефицита железосодержащих ферментов. 
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ACTIVITY OF SUPEROXIDE DISMUTASE IN BLOOD OF CHILDREN WITH IRON 
DEFICIENCY ANEMIA 

L. F. Panchenko, T. Lamchingiyn, A. M. Gerasimov, Yu. S. Sukhanov, L. A. Konoplina 

Chair of Biochemistry, Medico-Biological Faculty, N. I. Pirogov II Medical School, 
I H e m a t o l o g i c a l C l i n i c , C e n t r a l I n s t i t u t e of H e m a t o l o g y a n d B l e e d T r a n s f u s i o n , 

Ministry of Public Health of the USSR, Moscow 

Activity of superoxide dismutase was studied in bleed of children with various types 
of iron deficiency anemia. The enzymatic activity was increased in all the types of iron de-
ficiency anemia studied (typical form, infectious anemia of premature children). This increase 
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was especially distinct, when calculation was made per 1 mg of hemoglobin or 1 billion of 
erythrocytes. Alterations in superoxide dismutase activity and in content of blood hemoglo-
bin were reciprocal in the anemias studied. Correlation was observed between the alteration 
in the enzymatic activity and a decrease in content of hemoglobin in prematurely born childre 
with anemia. 

УДК 61 2.123/ . 124.015.3 

H. В. Перова, E. H. Герасимова, H. 11. Чернышева, H. А. Никитина, 
И. А. Щербакова, С. И. Гаджалова, С. Н. Сучкова, 5. П. Зыкова, 

Л. Л. Задоя 

ИЗМЕНЕНИЕ АПОПРОТЕИНОВ ЛИПОПРОТЕИДОВ ОЧЕНЬ НИЗКОЙ 
ПЛОТНОСТИ ПЛАЗМЫ КРОВИ ПРИ ГИПЕРТРИГЛИЦЕРИДЕМИИ 

Всесоюзный кардиологический научный центр АМН СССР, Москва 

Проведено исследование отдельных показателей белково-липидного состава липо-
протеидов очень низкой плотности при увеличении их концентрации в плазме крови,. 
Количество высокомолекулярного аполипопротеина В и низкомолекулярных аполипопро-
теинов определяли после фракционирования методами колоночной хроматографии и 
селективной преципитации тетраметилмочевиной. Показано, что у обследованных 
мужчин 40—59 лет при гипертриглицеридемии наряду с увеличением количества 
частиц липопротеидов очень низкой плотности в плазме изменяется их состав: увели-
чивается содержание низко молекулярных полипептидов, триглицеридов и холестерина 
в расчете на весовую единицу апопротеина В. Вместе с тем увеличивается абсолютное 
содержание в плазме апопротеина В и низкомолекулярных апопротеинов липопротеидов 
очень низкой плотности. Наибольшие изменения соотношения аполипопротеинов в липо-
протеидах очень низкой плотности наблюдались при снижении содержания в плазме-
крови тестостерона — активатора липопротеидлипазы. 

Известно, что транспорт липидов в организме, который осуществляется 
липопротеидами плазмы крови, обусловлен во многом специфической спо-
собностью белковых компонентов липопротеидов — апопротеинов — свя-
зывать определенные липиды II, 2] . Поэтому внимание исследователей 
было обращено иа изучение состава, структуры, функциональных свойств 
аполипопротеинов и их взаимосвязи с нарушениями обмена отдельных 
классов липопротеидов 13—5]. Особое значение приобретает изучение 
этих вопросов при нарушениях обмена липопротеидов у лиц с гиперлипо-
протеидемиями, которые являются патогенетическим звеном атеросклероза. 
Это обусловлено также появлением данных о том, что характер взаимодей-
ствия липопротеидов плазмы с сосудистой стенкой в значительной степени 
определяется составом их аполипопротеинов. Обнаружено, что белок, вхо-
дящий в состав липопротеидов низкой плотности (ЛПНП—Р-ЛП), и липо-
протеидов очень низкой плотности (ЛПОНП—пре-Р-ЛП),—апопротеин В— 
161 связывается со специфическими рецепторами на поверхности клеток, 

а также со специальными факторами, содержащимися в интиме и медии 
артерий 17, 8] . При этом холестерин переходит из липопротеидов в состав 
тканевых мембран и накапливается в них, способствуя последующей проли-
ферации мембран клеток, в том числе гладких мышечных клеток 19]. По-
следнее рассматривается в настоящее время как раннее проявление атеро-
склероза ПО]. 

Удаление холестерина из тканей, в частности из сосудистой стенки, 
осуществляют липопротеиды высокой плотности (ЛПВП—а-ЛП), белко-
вый состав которых характеризуется отсутствием апопротеина В и наличием 
апопротеина А в качестве основного белкового компонента [11, 121. 

Низкомолекулярные полипелтиды группы С входят в состав как 
Л П О Н П , так и Л П В П . В процессе метаболизма липопротеидов в плазме кро-
ви апопротеииы С переходят от Л П О Н П к Л П В П и в обратном направлении, 
что соответственно сопряжено с липопротеидлиполизом и поступлением 
в плазму вновь синтезированных Л П О Н П . Частицы Л П О Н П после ряда 
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метаболических превращений в кровотоке трансформируются в Л П Н П . 
вместе с тем весь апопротеин в Л П О Н П переходит в состав Л П Н П 13—5], 

Как видно из приведенных данных литературы, обмен апопротеинов 
Л П О Н П тесно связан с метаболизмом других классов липопротеидов плаз-
мы, в связи с чем целью настоящей работы явилось выяснение особенностей 
состава апопротеинов Л П О Н П и их соотношения с липидными компонента-
ми при повышении концентрации этих липопротеидов в плазме крови. 

М е т о д и к а 

Исследованы липопротенды плазмы 124 мужчин 40—59 лет, проходивших амбу-
латорное обследование с целью выявления гиперлипопротеидемии. При этом не 
учитывались эпидемиологические критерии репрезентативности подвыборки, так 

как в задачу исследования не входило изучение 
распространенности изменений белкового соста-
ва липопротеидов в популяции. 

Кровь брали утром после 1 4 - 1 6 ч голода-
ния из локтевой вены в пробирки, содержащие 
сухую ЭДТА (1 мг на 1 мл крови). Препараты 
липопротеидов различных классов выделяли 
методом последовательного препаративного уль-
трацентрифугирования из 5 мл плазмы крови 
каждого обследуемого [13]. 

Содержание общего холестерина и тригли-
церидов определяли на автоанализаторе АА II 
фирмы «Техникон» в плазме и в препаратах 
Л П О Н П , выделенных ультрацентрифугирова-
нием. Уровень холестерина а - Л П в плазме оп-
ределяли после осаждения (3- и пре-р-ЛП гепа-
рином в присутствии хлористого марганца [14]. 

В отсутствие хиломикроиов уровень три-
глицеридов плазмы отражает преимущественно 
содержание Л П О Н П . В соответствии с нормами 
[15] для мужчин старше 40 лет границей 
между нормальным и повышенным содержанием 
триглицеридов был принят уровень 160 мг на 
100 мл плазмы. Спектр липопротеидов плазмы 
исследовали методом электрофореза в полиакри-
ламидном геле — в двухслойном варианте (мо-
дификация метода Е. Я. Маграчевой) [16]. О 
содержании липопротеидов отдельных классов 
судили по уровню холестерина, входящего в 
состав этого класса липопротеидов в расчете на 
100 мл плазмы. 

Рис. 1. Диск-электрофореграммы апопротеинов. 
а — первая фракция элю а та белков ЛПОНП; б - - дели-
пидироваиный органическими растворителями апопротеин 

/«У А В и з Л П Н П (свидетель); в — первая фракция элюата бел-
ы U О ков ЛПОНП, обработанных TMM. 

В первой части работы мы использовали классический метод колоночной хро-
матографии для фракционирования апопротеинов Л П О Н П , с тем чтобы выяснить во-
прос, меняется ли при повышении концентрации в плазме Л П О Н П их белковый 
состав. В связи с поставленной целыо перед фракционированием мы объединяли апо-
протеины Л П О Н П , выделенные от лиц с нормальным содержанием триглицеридов 
(менее 160 мл на 100 мл плазмы), в первый препарат (I), а апопротеины Л П О Н П от 
.лиц с гипертриглицеридемией (триглицеридов более 160 мг на 100 мл плазмы) -
>во второй препарат (II) . 

Апопротеины Л П О Н П выделяли делипидированием органическими раствори-
телями (хлороформ : метанол в соотношении 1 : 1) препаратов Л П О Н П , составлен-
ных из 10—20 индивидуальных образцов. Были исследованы три пары (серии А, Б , В) 
таких смешанных препаратов апопротеинов Л П О Н П . Препараты апопротеинов I 
и II фракционировали параллельно на двух одинаковых колонках 1 ,2X100 см 
с сефадексом G-150 по [17J. Апопротеины элюировали 0,2 М трис-НС1-буфером с до-
бавлением 0,002 М додецилсульфата натрия рН 8,2, скорость элюции 2—4 мл/ч. При 
этом были получены две основные белковые фракции, качественная идентификация 
которых была проведена методом диск-электрофореза в полиакриламидном геле [18, 
19J (рис. 1). 



Н5 • В качестве свидетеля апопротеина В служил препарат, полученный делипида-
цией органическими растворителями Л П Н П , выделенных в границах плотности 
1 , 0 1 9 < d < l , 0 6 3 г/см3, поскольку известно, что 95% его белка представлено апопро-
тсином В [20]. В качестве свидетелей апопротеинов С были использованы стандарт-
ные препараты апопротеинов C-I, C-II и С- I I I , любезно предоставленные нам ди-
ректором Института сердца и легких США доктором Леви. 

Было найдено, что первая элюируемая с колонки белковая фракция дает одну 
широкую полосу в верхней (начальной) части геля, идентифицируемую как апопро-
теин В (см. рис. 1, а, б). Подтверждением того, что в первой фракции элюирован 
апопротеин В, является отсутствие полосы на электрофореграммах препаратов, 
предварительно обработанных тетраметилмочевиной (ТММ), осаждающей этот белок 
(см. рис. 1, в). При сравнении диск-электрофореграмм второйэлюированной с колонки 
фракции с диск-электрофореграммами стандартных препаратов апопротеинов С-II 
и С- I I I , а также с диск-
э л с ктр офо р е г р а м м а м и де л и -
пидированных ТММ-раст-
воримых белков Л П О Н П 
было показано, что в ее со-
став входят преимуществен-
но аполипопротеины груп-
пы С (рис. 2). 

Во второй части рабо-
ты исследовали соотноше-
ния апопротеинов Л П О Н П , 
выделенных методом селек-
тивной преципитации из 
Л П О Н П каждого из 124 
•обследованных мужчин. 

Рис. 2. Диск-электрофоре-
гра ммы а п ол и п on р оте и нов. 
а — вторая фракция элюата 
•белков ЛПОНП; 0 — стандарты 
апопротеинов C-1I и С - I I I ; в — 
дел и п и д и р о в а и и ы е ТММ-раство-
ри мыс аполипопротеины 

ЛПОНП. 

Кроме того, были охарактеризованы при гипертриглицеридемии количествен-
ные изменения содержания в плазме апопротеинов отдельных групп, входящих 
в состав Л П О Н П , а также соотношения этих апопротеинов с липидными компонента-
ми Л П О Н П . Содержание апопротеинов определяли методом Кейна [18, 19], который 
основан на способности ТММ делипидировать липопротеиды и одновременно селектив-
но осаждать высокомолекулярный апопротеин В. Определение белка в препаратах 
Л П О Н П , делипидированных хлороформом, дает количество суммарных белков — апо-
протеинов Л П О Н П , после обработки ТММ — количество растворимых в ТММ низ-
комолекулярных апопротеинов группы С и обогащенного аргинином апопротеина Е 
•вместе, а разность между результатами этих двух определений есть количество апо-
протеина В. 

В третьей части работы выясняли роль одного из известных активаторов липо-
иротеидлиполиза — тестостерона — в изменении белково-липидного состава Л П О Н П 
и возможную связь уровня тестостерона в плазме с метаболическими путями развития 
гипериребеталипопротеидемии. Содержание тестостерона определяли в плазме 20 муж-
чин, отобранных из обследованных групп методом случайной выборки (10 мужчин с 
нормальным уровнем триглицеридов и 10 с гипертриглицеридемией). Тестостерон в 
плазме крови определяли радиоиммунологическим методом с помощью коммерческих 
стандартных наборов фирмы «Сорим» (Франция — Италия) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Данные по качественной оценке двух основных полученных нами хро-
матографических фракций апопротеинов Л П О Н П показали, что в первой из 
них содержится апопротеин В, а во второй — апопротеины группы С. 

В табл. 1 представлены результаты количественного определения бел-
ка в препаратах апопротеина В и апопротеинов группы С, полученных ме-
тодом колоночной хроматографии. 
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При сравнении результатов исследования белкового состава ЛПОНП, . 
полученных в каждой из трех серий колонок, видно, что при гипертригли-
церидемии (препараты II ) процентное содержание в Л П О Н П апопротеи-
нов С выше, а апопротеина В ниже, чем в Л П О Н П , выделенных из плазмы 
крови с нормальным уровнем триглицеридов (препараты I). Таким образом, 
результаты, полученные при исследовании объединенных препаратов апо-
протеинов Л П О Н П , показали, что гипертриглицеридемия у обследованных 
мужчин 40—59 лет сопровождается изменением процентного состава апо-
протеинов В и С в Л П О Н П . 

В следующей части работы объектом исследования были апопротеины 
Л П О Н П , выделенные из плазмы каждого обследованного мужчины. При 
этом было определено не только процентное соотношение апопротеинов В 

Т а б л и ц а 1 
Содержание белка во фракции апопротеина В и фракции апопротеина С, элюированнмх. 
с колонок, при хроматографическом исследовании апопротеинов ЛПОНП плазмы крови 

мужчин с различным содержанием триглицеридов 

Серия колонок Препарат апомро-
теинов ЛПОНП 

Белок, мг 
Содержание от суммар-

ного элюированиого белка , 
% 

Серия колонок Препарат апомро-
теинов ЛПОНП ф р а к ц и я а п о п р о т е и н а 

Серия колонок Препарат апомро-
теинов ЛПОНП 

в С в С 

1 (10) 1,41 1,86 43 57 
А 11 (13) 2,74 4,75 36 64 

1 (18) 2,19 4,91 31 69 
Б II (17) 2,39 10,71 18 82 

I (20) 5,20 4,63 53 47 
В 11 (14) 3,59 6,00 40 60 

П р и м е ч а н и е . Препарат I — триглицериды плазмы <16Э мг на 100 мл, пре-
парат II — триглицериды плазмы > 1 6 0 мг на 100 мл. В скобках — число обследованных. 

и С в Л П О Н П , но и содержание апопротеинов, входящих в состав Л П О Н П 
в расчете на 100 мл плазмы, а также белково-липидные соотношения в. 
Л П О Н П . Из табл. 2 следует, что у мужчин 2-й группы (триглицериды плаз-
мы более 160 мг %) средний уровень общих триглицеридов плазмы в 3,2 ра-
за и холестерина Л П О Н П в 3,4 раза выше, чем у мужчин 1-й группы. 

У мужчин с гипертриглицеридемией по сравнению с таковыми конт-
рольной группы было обнаружено снижение содержания холестерина 
Л П В П . У обследованных не отличались средний уровень холестерина (ХС) 
плазмы крови и холестерина Л П Н П , вычисленный по формуле: 

ХСлпнп : Х С п л а з М ы — (ХСлпонп + ХСлпвп). 
В контрольной группе уровень холестерина Л П Н П равнялся 157 мг 

на 100 мл плазмы, в группе мужчин с гипертриглицеридемией—150 мг 
на 100 мл плазмы. Различия в спектре липопротеидов плазмы крови в обсле-
дованных группах мужчин, выявленные при определении уровней холесте-
рина Л П О Н П и Л П В П , подтверждаются результатами денситометрии диск-
электрофореграмм: в группе мужчин с гипертриглицеридемией процент 
пре-|3-ЛП был выше, в процент а - Л П — ниже, чем в контрольной. 

Таким образом, при использовании селективного осаждения ТММ апо-
протеина В в каждом образце плазмы обнаружено снижение процента высо-
комолекулярного апопротеина В и увеличение процента иизкомолекуляр-
ных ТММ-растворимых полипептидов в составе апопротеинов Л П О Н П 
у мужчин с гипертриглицеридемией. Аналогичные данные получены при 
исследовании объединенных препаратов апопротеинов Л П О Н П методом 
коло ноч ной х р ома то г р а фии. 

Поскольку абсолютное содержание апопротеина В в каждой липопро-
теидной частице Л П О Н П и Л П Н П есть величина постоянная, то изме-
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иение содержания апопротеина В Л П О Н П на 100 мл плазмы отра-
жает изменение именно количества частиц Л П О Н П 120, 21 I. 

Можно полагать, что увеличение содержания апопротеина В Л П О Н П 
в плазме в группе мужчин с гипертриглицеридемией до 1 5 , 5 ± 1,14 мг иа 
100 мл против 8,34=0,84 мг на 100 мл в контроле свидетельствует об увеличе-
нии количества частиц Л П О Н П в 1,9 раза. 

Кроме того, из табл. 2 следует, что в группе с гиперпребеталипопротеи-
демией имеются нарушения белково-липидного состава Л П О Н П : увеличено 
отношение холестерина к апопротеину В (в 1,22 раза) и триглицеридов к апо-
протеииу В (в 1,29 раза). 

Т а б л и ц а 2 
Белково-липидный состав ЛПОНП мужчин 40—59 лет при различном содержании 

триглицеридов в плазме крови 

Показатели концентрации и белково-липидного 
состава ЛПОНП 1-я группа (77) 2-я группа (47) 

Липиды, мг на 100 мл плазмы: 
триглицериды плазмы 93=±3,6 300=!=30,3 триглицериды плазмы 

Р <0,001 
холестерин плазмы 235—4,7 252=!=7,1 холестерин плазмы 

Р > 0 , 1 
холестерин Л П О Н П 20— 1,0 68—7,8 

Р < 0 , 0 0 1 
холестерин ЛПВП 58=1=2,3 34=t 1,5 

'Спектр липопротеидов, %: 
Р < 0 , 0 0 1 

'Спектр липопротеидов, %: 
пре-р-ЛП 16=±= 1,1 31—2,1 пре-р-ЛП 

Р < 0 , 0 1 
М П 46=5=1,4 41—2,2 М П 

Р> 0,05 
а - Л П 38=tl ,3 28=!= 1,4 

Р<0 ,001 
Белки ЛПОНП: 

апопротеин В, % 45=!= 1,5 37=!= 1,23 

ТММ-растворимые аполипопротеины, % 
Р < 0 , 0 0 1 

ТММ-растворимые аполипопротеины, % 55=!= 1,5 63=!= 1,1 
Р<0 ,001 

апопротеин В, мг на 100 мл плазмы 8,3=!=0,84 15,5=2= 1,14 апопротеин В, мг на 100 мл плазмы 
Р<0 ,001 

ТММ-растворимые аполипопротеины, мг на 10,9=!= 1,38 29,1=!=3,05 
100 мл плазмы Р<0 ,001 

Отношение липидов к белкам в ЛПОНП: 
триглицериды/апопротеин В 15,8=!= 1,12 20,5=!= 1,18 

холестерии/апопротеин В 
Р < 0 , 0 1 

холестерии/апопротеин В 3,5—0,27 4,3—0,28 
Р < 0,05 

триглицериды/ТММ-растворимые 12,6—0,84 12,2=!=0,82 
аполипопротеины Р > 0 , 1 
х олесте р и и /ТММ- р аство р и м ые 2,8—0,19 2,6—0,2 
аполипопротеины Р > 0 , 1 

Отношение ТММ-растворимых белков 
к апопротеину В в ЛПОНП 1,4=£0,09 1,9—0,11 

Р < 0 , 0 1 

П р и м с ч а н и е. Здесь и в табл. 3 в скобках — число обследованных. 

Полученные результаты об увеличении при гипертриглицеридемии от-
ношения триглицеридов к апопротеину В в Л П О Н П соответствуют ранее 
полученным данным [22], что у лиц с 116 и IV типами гиперлипопротеиде-
мии это отношение возрастает до 18,6 и 21,5 против 16,1 в норме, при этом 
уровень апопротеина В, входящего в состав Л П О Н П , увеличивается до 
14,1 и 16,6 на 1 0 0 м л плазмы соответственно. 

Изменения белково-липидных соотношений в липопротеидах тесно свя-
заны со сложными метаболическими превращениями липопротеидов в плаз-
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ме, нарушения которых ведут, в частностиДк развитию гиперлипопротеиде-
мии. В плазме крови липопротеидные частицы разных классов обменивают-
ся между собой белковыми компонентами, вместе с которыми переносятся 
и липиды. В печени и кишечнике синтезируются Л П О Н П , содержащие в ка-
честве белкового компонента макромолекулярный апопротеин В и неполное 
количество полипептидов группы С [23—25]. В плазме крови к вновь, 
синтезированным Л П О Н П переходят апопротеины С от Л П В П 126—281. 
В кровяном русле происходит гидролиз триглицеридов Л П О Н П под дейст-
вием фермента липопротеидлипазы периферических тканей, при этом апо-
протеины С Л П О Н П возвращаются к Л П В П [21, 281. Образовавшиеся 
после гидролиза триглицеридов промежуточные липопротеидные частицы 
катаболизируют в кровяном русле при участии печеночной липопротеидли-
пазы и превращаются в Л П Н П , основным белковым компонентом которых 
является апопротеин В [5, 20, 29] . 

Обнаруженные нами изменения количества и состава Л П О Н П могут 
быть следствием как увеличения синтеза обогащенных липидами частиц 
Л П О Н П , так и абсолютного или относительного снижения процессов транс-
формации Л П О Н П , которые происходят в кровотоке с участием липопро-
теидлипаз периферических тканей и печени. Выявленное увеличение отно-
сительного содержания апопротеина С наряду с увеличением относительного 
содержания триглицеридов в Л П О Н П позволяет предполагать, что у муж-
чин с гиперпребеталипопротеидемией имеется недостаточность первичного-
гидролиза триглицеридов в Л П О Н П под действием липопротеидлипазы 
и сопряженная с ней недостаточность перехода апопротеина С от Л П О Н П 
к Л П В П . Однако обнаруженное наряду с этим относительное увеличение-
холестерина в Л П О Н П свидетельствует о накоплении в плазме в границах 
плотности Л П О Н П также промежуточных липопротеидных частиц, обога-
щенных холестерином, по-видимому, вследствие недостаточности их ката-
болизма в печени. 

Вероятно, нарушение целого ряда метаболических путей ведет к раз-
витию гипертриглицеридемии, однако одной из очевидных причин является 
относительная или абсолютная недостаточность активности липопротеид-
липазы периферических тканей и печени. 

Одним из известных активаторов липопротеидлипазы как перифериче-
ских тканей, так и печеночной является тестостерон 1301. В предыдущем 
исследовании 131.1, проведенном у 227 мужчин 40—59 лет, было показано,, 
что гипертриглицеридемия и соответственно гиперпребеталипопротеидемия 
встречаются как при низком (менее 465 нг на 100 мл), так и при среднем 
(от 465 до 750 нг на 100 мл) содержании тестостерона в плазме, хотя при 
низком уровне тестостерона гипертриглицеридемия была выявлена у боль-
шего числа обследованных мужчин (44 %), чем при среднем содержании этого* 
гормона (29%). 

Определение содержания тестостерона наряду с изучением белково-
липидного состава Л П О Н П , проведенного у 10 мужчин с гипертриглицери-
демией, показало, что 6 из них имели средние величины содержания тесто-
стерона в плазме крови, а 4 — низкие (табл. 3). Как видно из табл. 3, при 
гипертриглицеридемии на фоне среднего уровня тестостерона (такого же,, 
как и в контроле) содержание апопротеина В Л П О Н П на 100 мл плазмьг 
было увеличено в 3 раза , тогда как показатели состава ЛПОНП—соотно-
шение холестерина и триглицеридов и белковых компонентов, а также сот-
ношение апопротеинов между собой — оказались неизмененными. 

Очевидно, в этом случае гипертриглицеридемия является следствием 
накопления нормальных по составу частиц Л П О Н П , скорее всего из-за их 
избыточного синтеза в печени. 

Напротив, гипертриглицеридемия при низком содержании тестостерона 
не сопровождалась увеличением содержания в плазме апопротеина В, на-
ходящегося в составе Л П О Н П . Следовательно, количество частиц Л П О Н П 
не было увеличено. Но относительное содержание холестерина и триглице-
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р и д о в , а т а к ж е н и з к о м о л е к у л я р н ы х Т М М - р а с т в о р и м ы х п о л и п е п т и д о в на? 
е д и н и ц у б е л к а а п о п р о т е и н а В о к а з а л о с ь у в е л и ч е н н ы м более чем в 2 р а з а 
по с р а в н е н и ю с т а к о в ы м в норме . По всей в е р о я т н о с т и , п р и ч и н о й г и п е р т р и -
г л и ц е р и д е м и и при н и з к о м у р о в н е тестостерона в п л а з м е я в л я е т с я недоста-
т о ч н о с т ь к а т а б о л и з м а Л П О Н П к а к на стадии п е р в и ч н о г о г и д р о л и з а т р и г л и -
ц е р и д о в , т а к и на стадии к а т а б о л и з м а п р о м е ж у т о ч н ы х л и п о п р о т е и д о в в пе-

Т а б л и ц а 3. 

Белково-липидный состав ЛПОНП мужчин 40—59 лег при различном содержании 
тестостерона и триглицеридов в плазме кропи 

Показатели концентрации белково-ли-
пидного состава ЛПОНП 1-я группа (10) 2-я группа (6) 

1 
3-я гр>ппа (4), 

Тестостерон, мг на 100 мл плазмы 503=1=51,1 530=!= 49,0 272=1=47,3 Тестостерон, мг на 100 мл плазмы 
0 ,05<Р,<0,1 . 

Р 2 <0 ,01 
Липиды, мг на 100 мл плазмы: 

триглицериды плазмы 103=!= 11,7 312=!= 50,5 311=1=19,3 триглицериды плазмы 
^ < 0 , 0 1 p,<o,ooi; 

холестерин плазмы 236=t 13,8 258=!= 37,3 243—3,3 
хо лестер и н/Л ПОН П 20—2,4 62=!= 15,5 67=1=12,3-

Рт<0,05 Pi <0 ,01 
холестерин ЛПВП 69=t Ю,7 35=!= 5,7 38=1=3,7 

Спектр липопротеидов, % 
Р х <0,02 Р ± < 0,02 

Спектр липопротеидов, % 
Р х <0,02 Р ± < 0,02 

пре-р-ЛП 37=!=3,7 30=!= 1,8 23=!= 4,9 пре-р-ЛП 
Р г < 0,05> 

р-лп 45=!= 4,1 40=!= 5,7 41=1=3,6 
се-ЛП 18=!=3,б 30—5,7 36—6,5 

0 ,05<Р 1 <0,1 Р х < 0,05-
Белки ЛПОНП, мг иа 100 мл плазмы: 

0 ,05<Р 1 <0,1 

апопротеин В 7,2=!= 1,4 21,1=!=3,6 9,0=1=2,1 

ТММ-растворимые аполипопроте-
Рх<0,01 Р х < 0,05 

ТММ-растворимые аполипопроте-
ины 8,0=!= 1,6 22,7=!=6,3 25,8=1=6,9 

Р;,<0,05 Р 2 < 0,05 
Отношение липидов к белкам 

Р;,<0,05 

в ЛПОНП: 
триглицериды/апопротеии В 17,0— 1 ,б 13,0=!= 4,5 40,8=1= П,о 

0 ,05<Р 1 <0 ,Г 

холестерин/апопротсип В 
0,05<Ро<0 ,Н 

холестерин/апопротсип В 3,4=1=0,6 2,7=!=0,5 8,4=!= Г,3 
Pi <0 ,01 
Р 2<0 ,01 

три гл ицер иды/ТММ-растворимые 
Р 2<0 ,01 

аполипопротеины 17,3—2,2 14,3=1= 4,8 13,7=1=2,9 
холестерип/ТММ-растворимые 
аполипопротеины 3,1—0,4 2,9=1=0,5 2,7=1=0,5 

Отношение ТММ-растворимых белков 
к апопротеину В в ЛПОНП 1,1—0,16 0,9=1=0,15 3,0=1=0,6 

Р х <0 ,02 
Р 2 < 0,02 

П р и м е ч а н и е . Р г — достоверность различий по сравнению с 1-й группой. Р 2 — 
достоверность различий по сравнению со 2-й группой. 

чени в с л е д с т в и е с н и ж е н и я к о л и ч е с т в а в к р о в и т е с т о с т е р о н а — м о щ н о г о а к -
т и в а т о р а л и п о п р о т е и д л и п а з ы . С л е д у е т о б р а т и т ь в н и м а н и е , что о с о б а я роль , 
о б о г а щ е н н ы х х о л е с т е р и н о м п р о м е ж у т о ч н ы х с у б ф р а к ц и й Л П О Н П в атеро -
генезе д о к а з а н а р я д о м э к с п е р и м е н т а л ь н ы х и с с л е д о в а н и й 19, 321. 

Т а к и м о б р а з о м , п р о в е д е н н ы й а н а л и з б е л к о в о - л и п и д н о г о с о с т а в а 
Л П О Н П не т о л ь к о х а р а к т е р и з у е т с п о с о б н о с т ь э т и х л и п о п р о т е и д о в п р и р а з -
л и ч н о м у р о в н е в п л а з м е п е р е н о с и т ь х о л е с т е р и н и л и т р и г л и ц е р и д ы в опре-
д е л е н н ы х к о л и ч е с т в а х , но и п о з в о л я е т о х а р а к т е р и з о в а т ь те с т у п е н и , на ко-
т о р ы х п р о и з о ш л о н а р у ш е н и е т р а н с п о р т а л и п и д о в в к а ж д о м к о н к р е т н о м с л у -
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чае. В соответствии с этим по результатам исследований белково-липидного 
состава липопротеидов можно наметить пути направленного корригирую-
щего воздействия на синтез или отдельные этапы катаболизма Л П О Н П 
и в соответствии с этим проводить комплекс лечебных мероприятий. 
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ALTERATION OF APOPROTEINS OF VERY LOW DENSITY LIPOPROTEINS 
FROM BLOOD PLASMA IN HYPERTRIGLYCERIDEMIA 

N. V. Perova, E. N. Gerasitnova, N. P. Chernysheva, N. A. Nikitina, /. A. Scherbakova, 
5. A. Gcidzhalova, S. N. Suchkova, V. P. Zy/tova, A. A. Zadoya 

All-Union Cardiologic Research Centre, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Some properties of very low density lipoproteins were studied under conditions causing 
an increase of their concentration in blood plasma. Content of high molecular apolipoprotein В 
and low molecular lipoproteins were estimated after fractionation using column chromatogra-
phy and selective precipitation with tetramethylurea. In 216 men (40-59 years old) with hy-
pertriglyceridemia the increase in content of particles of very low density lipoproteins was 
accompanied by simultaneous alteration in their composition in blood plasma: content of low 
molecular polypeptides, triglycerides and cholesterol was increased per a weight unit of apo-
protein B. At the same time, the absolute concent of apoprotein В and of low molecular apo-
proteins of very low density lipoproteins was increased in blood plasma. The most distinct 
alteration in the ratio of apolipoproteins to very low density lipoproteins was observed, if 
•content of testosterone— activator of lipoprotein lipase— was decreased in blood plasma. 
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В Л И Я Н И Е М Е Т О Т Р Е К С А Т А Н А А К Т И В Н О С Т Ь Д Н К - З А В И С И М Ы Х 
Р Н К - П О Л И М Е Р А З (А И В) В С Е Л Е З Е Н К А Х М Ы Ш Е Й , 

З А Р А Ж Е Н Н Ы Х В И Р У С О М Л Е Й К О З А Р А У Ш Е Р А , И Н А Р А З В И Т И Е 
В И Р У С И И Д У Ц И Р О В А Н Н О Г О Л Е Й К О З А 

Институт вирусологии им. Д. И. Ивановского АМН СССР, Москва 

Изучено действие метотрексата на развитие лейкоза Payuiepa и динамику из-
менения активности РИК-полимераз А и В. Установлено, что метотрексат замедляет 
течение лейкоза и рост селезенок. Исследование активности ДН К-зависимых РН К-по-
лимераз А и В показало, что в первые дни развития лейкоза активность РНК-полиме-
разы В увеличивается в 2 раза. При дальнейшем развитии лейкоза наблюдается увели-
чение РИК-полимеразы А в 5 раз. Метотрексат задерживает активизацию РНК-по-
лимеразы в лейкемических селезенках. На основании корреляции между массой селезенок 
и уровнем активности РНК-полимераз А и В делается вывод о том, что активность 
РНК-полимераз является показателем развития лейкоза. 

О б р а з о в а н и е о н к о р н а в и р у с о в я в л я е т с я Д Н К - з а в и с и м ы м п р о ц е с с о м . Это 
с в я з а н о с с и н т е з о м в и р у с с п е ц и ф и ч н о й к о м п л е м е н т а р н о й Д Н К с п о м о щ ь ю 
о б р а т н о й т р а н с к р и п т а з ы и ф у н к ц и о н и р о в а н и е м к л е т о ч н о й Д Н К - з а в и с и м о й 
Р Н К - п о л и м е р а з ы В, о с у щ е с т в л я ю щ е й с и н т е з в и р и о н н о й Р Н К о н к о р н а в и -
р у с о в на м а т р и ц е Д Н К II I. Эти ф а к т ы о б о с н о в ы в а ю т п р и м е н е н и е и н г и б и -
т о р о в с и н т е з а Д Н К д л я и з у ч е н и я и х в л и я н и я на п р о д у к ц и ю о н к о р н а в и р у -
с о в к л е т к а м и и т е ч е н и е в и р у с и и д у ц и р о в а и и о г о л е й к о з а . Р а н е е н а м и б ы л и 
п о л у ч е н ы д а н н ы е , у к а з ы в а ю щ и е на с п о с о б н о с т ь м е т о т р е к с а т а ( и н г и б и т о р а 
а и т и м е т а б о л и ч е с к о г о т и п а ) п о д а в л я т ь о б р а з о в а н и е в и р у с а л е й к о з а Р а у ш е р а 
в к у л ь т у р е к л е т о к 1.2 I. Н а этой ж е в и р у с н о й м о д е л и i n v i v o н а м и б ы л о по-
к а з а н о , что р а з в и т и е в и р у с н о г о л е й к о з а с о п р о в о ж д а е т с я п р о г р е с с и р у ю щ и м 
у с и л е н и е м а к т и в н о с т и Д Н К - з а в и с и м ы х Р Н К - п о л и м е р а з А и В в и з о л и р о -
в а н н ы х я д р а х с е л е з е н о к . Тем с а м ы м б ы л о у с т а н о в л е н о , что в о з р а с т а ю щ а я 
а к т и в н о с т ь э т и х э н з и м о в я в л я е т с я п о к а з а т е л е м р а з в и т и я в и р у с н о г о л е й к о -
з а 13, 4 1. 

В с в я з и с э т и м мы и с с л е д о в а л и д е й с т в и е м е т о т р е к с а т а на т е ч е н и е в и р у с -
н о г о л е й к о з а Р а у ш е р а у м ы ш е й , д и н а м и к у а к т и в и з а ц и и Р Н К - п о л и м е р а з 
А и В и в л и я н и е м е т о т р е к с а т а на а к т и в н о с т ь э т и х э н з и м о в . 

М е т о д и к а 

^Работу проводили на модели вируса лейкоза Раушера [3]. Источником вирус-
содержащего материала являлся экстракт 10% гомогената селезенок мышей, больных 
лейкозом. В 1 мл исходной суспензии вируса содержалось 107 Л Д 5 0 для мышей ли-
нии BALB/c в возрасте 3—4 нед. В опытах с метотрексатом последовательные 10-крат-
ные разведения вируса в растворе Хенкса вводили в объеме 0,3 мл внутрибрюшинно 
мышам линии BALB/c в возрасте 10 нед. 

Исходный маточный раствор метотрексата содержал 5 мг препарата в 2 мл. Пре-
парат вводили внутрибрюшинно в объеме 0,3 мл или подкожно в объеме 0,1 мл. Ра-
зовую дозу определяли из расчета 2,5 мкг на 1 г массы. Основная (первая) схема 
введения была двухразовой: первое введение производили в день заражения внутри-
брюшинно, второе — через 3 сут подкожно. Была также испытана вторая схема позд-
него введения метотрексата: через 3 , 6 и 10 сут после заражения подкожно. Оценку 
действия препарата проводили по проценту мышей, заболевших лейкозом, а также 
по степени развития лейкозного процесса; с этой целыо у зараженных животных 
определяли медианное время (ЕТГ>0) пальпации увеличенных селезенок и их массу. 
Срок наблюдения за животными 4 мес. Статистическую обработку результатов про-
водили по [5]. Р Н К-полимеразы А и В были выделены из нормальных и зараженных 
мышей по методу Шварца и Редера [6] и фракционированы на колонке с ДЭАЭ-се-
фадексом. Активность РН К-полимеразы определяли в присутствии и отсутствие 
а-аманитина, низкие концентрации которого (0,5 мкг/мл) специфически ингибируют 
Р Н К- п ол и мер аз у В . 
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Состав стандартной пробы (60 мкл): 0,05 М трис-НС1-буфер рН 7,9, 1,7 мМ 
МпС12, 1 мМ дитиотреитол, 1 мкКи 3 Н-ГТФ, по 0,5 мМ УТФ, АТФ, ЦТФ, 100 мкг/мл 
Д Н К , 1 мг/мл бычьего альбумина и (NH 4 ) 2 S0 4 в оптимальной концентрации. 20 мкл 
исследуемого препарата фермента добавляли к 40 мкл раствора субстрата и смесь 
инкубировали в течение 15 мин при 37°С. По окончании инкубации пробы охлаждали 
до 4°С, отбирали 50 мкл и наносили на хроматографическую бумагу ватман ЗММ. 
Радиоактивный предшественник удаляли с помощью нисходящей хроматографии в 
5% Т Х У [7]. Счет радиоактивных осадков проводили в толуоловом сцинтилляторе в 
счетчике «Паккард» (США). За единицу активности фермента принимали включение 
1 пмоль 3 Н-ГМФ в Р Н К за 15 мин. 

В работе были использованы следующие реактивы: метотрексат (фирма «Ледер-
ле», США), АТФ, ЦТФ, УТФ, Д Н К , а-аманитин, дитиотреитол (фирма «Калбиохем», 
США) 3 Н-ГТФ (удельная активность 2 Ки/ммоль) (фирма «Амершам», Англия), 
ДЭАЭ-сефадекс А-25 (фирма «Фармация», Швеция). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В табл. 1 представлены результаты опытов по испытанию действия ме-
тотрексата на развитие лейкоза Раушера . Из табл. 1 видно, что при низкой 
множественности заражения (разведение вируса 10~3 и 10~4) введение ме-

Т а б л и ц а 1 
Влияние метотрексата на развитие вирусного лейкоза Раушера у мышей лииии BALB/c 

Разведе-
ыие ви-

руса 

Схема вве-
дения мето-

трексата 

Число 
мышей 

Число 
заболев-
ших, % 

Средний срок ги-
бели ЕТ5О пальпации 

Разведе-
ыие ви-

руса 

Схема вве-
дения мето-

трексата 

за
ра

ж
ен

н
ы

х 

за
бо

л
ев

ш
и

х Число 
заболев-
ших, % 

Дни Р, % дни Р* % 

ю - 1 Контроль 50 50 100 32,5 8,2 
Первая 15 15 100 39,0 < 9 5 10,5 < 9 5 

Ю - 2 Контроль 50 50 100 36,8 11,5 — 

Первая 30 30 100 47,5 < 9 5 16,2 < 9 5 
Контроль 50 50 100 47,4 18,7 — 

ю - 3 Первая 53 51 96,2 54,2 < 9 5 26,5 > 9 5 
Вторая 10 10 100 48 < 9 5 17,3 < 9 5 

ю-4 Контроль 50 46 92 59,6 28 — 

1 
. Первая 40 30 75 65,5 < 9 5 43,4 > 9 5 

тотрексата вызывало снижение числа заболевших животных, однако это 
различие оказалось несущественным. При всех испытанных дозах вируса 
метотрексат вызывал задержку развития лейкоза, что выражалось как в уд-
линении периода выживания животных, так и в увеличении ийкубацион-
ного периода заболевания ( Е Т 5 0 пальпации увеличенных селезенок). Од-
нако различия в сроках гибели животных т а к ж е оказались недостаточно до-
стоверными ( Р < 95 %). 

Существенными оказались различия в продолжительности инкубацион-
ного периода лейкоза у животных контрольной группы и у животных, ко-
торым вводили метотрексат при низкой множественности заражения (10~3 

и 10~4). Обращает на себя внимание тот факт, что удлинение ЕТ 5 0 было тесно 
связано ( / ->0,7) с дозой вируса: от 2 ,3 дня при Ю - 1 до 15,4 дня при 10~4. 
Интересно, что позднее введение метотрексата (через 3, 6 и 10 сут после за-
ражения) не оказывало влияния на сроки развития лейкоза у мышей. 

Д л я оценки влияния метотрексата на увеличение массы селезенок при 
лейкозе Раушера был поставлен опыт па мышах, которым вводили вирус 
в разведении 10~3. Мышей для декапитации брали наугад (без предвари-
тельной пальпации). Результаты опыта представлены в табл. 2. Из табл. 2 
видно, что при испытанной дозе вируса введение метотрексата сопровожда-
лось существенным замедлением развития лейкоза. Во все указанные сроки 
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(на протяжении 3 нед от момента заражения) масса селезенок мышей, 
которым вводили метотрексат, была в 2—2V2 раза меньше таковой у мышей 
контрольной группы. 

Ранее нами было показано, что существует корреляция между массой 
инфицированных селезенок и активностью ДНК-зависимой РНК-полиме-
разы [3]. Представляло интерес выяснить, сохраняется ли такая зависи-
мость в условиях экспериментально замедленного развития лейкоза , выз-
ванного метотрексатом. С этой целью были исследованы мыши 4 групп. Мы-
ши 1-й группы (контрольной) были иезаражепными. Мыши 2, 3 и 4-й групп 
были заражены вирусом лейкоза Раушера . Мышам 4-й группы вводили 

Т а б л и ц а 2 

Влияние метотрексата на увеличение массы селезенок мышей, зараженных вирусом лейкоза 
Раушера 

Д е н ь после 
з а р а ж е н и я Условия эксперимента 

Число 
селезенок 

Средняя масса 
селезенок, г Р. % 

Контроль 10 0,77 
11-Й Введение метотрек- > 9 5 

сата 18 0,31 
Контроль 10 0,95 

16-й Введение метотрек-
сата 10 0,53 > 9 5 

Контроль 10 1,35 
21-Й Введение метотрек-

сата 10 0,55 > 9 5 

П р и м е ч а и и е. Использовали первую схему введения. 

метотрексат по первой схеме введения. Через 5 дней после заражения мыши 
2-й группы были забиты, к этому времени масса селезенок достигала 0,3— 
0,35 г. Мыши 3-й и 4-й групп были забиты на 11-й день после заражения , 
при этом средняя масса 
селезенок достигала 0,8 и 
0,31 г соответственно. Ре-
з ул ьтаты фра кционирова-
ния РНК-полимераз , вы-
деленных у мышей всех 
групп, показаны на ри-
сунке и в табл. 3. 

В селезенках незара-
женных мышей (см. рису-
нок, а) были обнаружены 
3 пика активности Р Н К -
пол и мер азы. Первые 2 пи-
ка элюируются с колонки 
при близких значениях 
кон це итр ации сул ьфата 
аммония (0,11 и 0,14 М), вследствие чего не удается достигнуть их пол-
ного разделения. Оба пика нечувствительны к действию а-аманитина и 
поэтому относятся к РНК-полимеразам класса A (AL и А1Г соответствен-
но). Третий четко выраженный пик элюируется при концентрации суль-
фата аммония 0,23 М. Активность этого фермента полностью подавляется 
а-аманитином, и фермент может быть отнесен к РНК-полимеразам класса 
В. Из табл. 3 видно, что в селезенках незараженных мышей Р Н К-полиме-
разы А (Ах и А и ) и В имеют практически одинаковую активность. 

На рисунке б видно, что на ранних стадиях развития лейкоза , через 
5 дней после заражения , при массе селезенок 0,3 г (2-я группа) н е иаблюда-

Т а б л и ц а 3 
Суммарная активность РН К-полимеразы Л и РНК-
полимеразы В (в % от общей активности), выделенных 

на разных стадиях развития лейкоза 

Группа животных 
День 
после 

з а р а ж е -
ния 

РНК-по-
лимера-

за А 

РНК-по-
лимера-

за В 

1-я (контрольная) 1-й 52,9 47,1 
2-я (зараженные) 5-й 35,9 64,1 
3-я (зараженные) 11-Й 75,8 24,2 
4-я (зараженные в 

присутствии мето-
трексата) 11-Й 38,7 61,3 
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ется изменений хроматографических свойств РНК-полимераз ; снова обна-
руживаются 3 пика активности — А п А ы и В. Однако активность Р Н К -
полимеразы В увеличивается почти в 2 раза по сравнению с нормой, состав-
л я я около 63 % от суммарной активности РНК-полимераз А и В (см. табл. 3). 
Активность РНК-полимеразы А в этот период не изменяется. 

При дальнейшем развитии лейкоза, на 11-й день после заражения, , 
когда масса селезенок достигает 0,8 г (3-я группа, см. рисунок, в), выявля-

10 20 30 
Номер срроиции 

Чомер франции 

10 20 30 
Номер срранции 

Фракционирование Д Н К-зависимых 
РН К-полимераз из селезенок мышей. 
а — контроль; б — на 5-й день после за-
ражения; в — на I 1-й день после зараже-
ния; г — на 11-й день после заражения в 
присутствии метотрексата. На колонку 
(30 мл) наносили препарат солюбилизиро-
ванного фермента (60 мг белка); объем 
градиента 120 мл, 0,05 — 0,5 М сульфат 
аммония в 0,05 М трис-I Ю-буфере рН 
7,9, 0,1 мМ ЭДТА. 0,5 мМ дитиотреитол, 
25% (об/об) глицерин; скорость элюции. 
30 мл/ч; объем собираемых фракций 3 мл. 

Белые кружки — активность РНК-полиме-
разы без а-аманитина; черные кружки -

в присутствии а-аманитина (0,5 мкг/мл). 

ются всего 2 пика активности. Первый, резистентный к а-аманитину пик 
элюируется при концентрации сульфата аммония 0,14 М. При этом актив-
ность РНК-полимеразы А в 5 раз превышала суммарную активность пиков 
A j и А п в селезенках мышей контрольной группы. В этот период на Р Н К -
полимеразу А приходилось уже 75 ,8% от общей активности. При рехрома-
тографии пика А выявляются обе РНК-полимеразы—А т и А ы , однако 8 0 % 
от активности приходится на форму А „ . По-видимому, на более поздней 
стадии развития лейкоза наблюдается значительное увеличение активности 
этого изофермента. Второй пик, который элюируется при фракционирова-
нии фермента из селезенок мышей 3-й группы, соответствует РНК-полиме-
разе В (0,23 М). Активность этого фермента равна активности РНК-полиме-
разы В на ранней стадии развития лейкоза, т. е. выше в 2 раза по сравне-
нию с нормой и составляет 24 ,2% от общей активности. 
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У мышей 4-й группы, которым в день заражения и затем через 3 дня 
вводили метотрексат, масса селезенок на 11-е сутки после заражения до-
стигала всего 0,31 г (у зараженных мышей, которым не вводили метотрексат, 
—0,8 г). В условиях экспериментально замедленного развития лейкоза мож-
но было ожидать, что активность ферментов будет соответствовать таковой 
на более ранней стадии развития лейкоза. Действительно, элюциоииый 
профиль активности РНК-полимеразы в селезенках мышей, которым вво-
дили метотрексат (см. рисунок, г), полностью соответствует профилю, ко-
торый был получен при анализе ферментов из селезенок зараженных мышей 
на 5-й день инфекции (2-я группа, см. рисунок, 6). Обнаруживается гете-
рогенный пик РНК-полимеразы А (Ах и А п ) и увеличенный в 2 раза по 
сравнению с контролем пик РНК-полимеразы В. Активность РНК-полиме-
разы А резко отличается от активности этого фермента в селезенках зара-
женных мышей (см. рисунок, в) в тот же срок развития лейкоза. 

Однако уменьшение уровня РНК-полимеразы А при введении мето-
трексата не является результатом его ингибирующего действия на актив-
ность фермента. В опытах in vi t ro нами было показано, что при добавлении 
метотрексата в инкубационную смесь включение 3 Н-ГМФ в Р Н К оставалось 
неизмененным. 

Таким образом, полученные нами результаты подтверждают и допол-
няют наши предыдущие исследования о наличии прямой зависимости меж-
ду массой селезенок и активностью РНК-полимеразы при вирусном лейко-
зе. Активность РНК-полимеразы В, продуктом синтеза которой наряду 
с клеточными м Р Н К является вирусная Р Н К II I, увеличивается в 2 раза 
уже на ранних стадиях развития лейкоза. Активность РНК-полимеразы А, 
синтезирующая р Р Н К , повышается в 5 раз на более поздних стадиях раз-
вития лейкоза . Активизацию этого фермента связывают с интенсивной про-
лиферацией клеток. Введение метотрексата (ингибитора дигидрофолатре-
дуктазы) вызывает угнетение синтеза тимидиловых нуклеотидов 18]. Таким 
образом, нарушается синтез Д Н К , что влияет как на уровень РНК-син-
тезирующих ферментов, так и на развитие лейкоза. 

На основании изложенных выше результатов наших исследований мож-
но констатировать, что активность РНК-полимераз А и В является пока-
зателем развития вирусного лейкоза у мышей, а повышение активности 
РНК-полимераз в процессе лейкемогенеза связано с усилением синтеза 
этих ферментов в тканях животных, зараженных онкорнавирусами. 
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EFFECT OF METHOTREXATE ON THE ACTIVITY OF DN A-DEPENDENT RNA 
POLYMERASES А, В IN SPLEEN OF MICE, INFECTED WITH R A U S H E R ' S 
LEUKOSIS VIRUS AS WELL AS ON DEVELOPMENT OF VIRUS-INDUCED 

LEUKOSIS 

N. F. Pravdina, V. M. Shobukhov, Т. V. Veselovskayct, N. R. Smirnova, G. A. Galegov 

D. I. Ivanovsky Institute of Virology, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Methotrexate was shown to inhibit development of Rausher's leukosis and growth of 
spleen. Activity of DNA-dependent RNA polymerases A and В was distinctly altered. The 
activity of RNA polymerase В was increased two-fold within the first days of the leukosis 
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idevelopment; RNA polymerase A was activated five-fold in the course of subsequent progres-
sion of the impairment. Methotrexate inhibited the RNA polymerase act ivi ty in leukemic 
spleens. As suggested by correlation between weight of the spleen and the activity of RNA 
polymerases A and B, the enzymatic activity may be considered as a marker bf the leukosis 
development. 
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E. Г. Брусова, P. С. Кривченкова 

Н А Р У Ш Е Н И Е О К И С Л И Т Е Л Ь Н О Г О Д Е З А М И Н И Р О В А Н И Я Б И О Г Е Н Н Ы Х 
А М И Н О В В С Е Р Д Е Ч Н О Й М Ы Ш Ц Е ПРИ Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О М 

А Т Е Р О С К Л Е Р О З Е 

Лаборатория биохимии аминов и других азотистых оснований Института биологической 
и медицинской химии АМН СССР, Москва 

При экспериментальном атеросклерозе в митохондриальных фракциях сердечной 
мышцы кроликов и крыс обнаруоюено статистически достоверное т'.орможЫие реакций 
окислительного дезаминирования ряда биогенных аминов. ЧувствительноЬУпь реакций 
окислительного дезаминирования триптамина к тормозящему действию хлоргилина 
не изменялась. После обработки митохондриальных фракций сердечной мышцы здо-
ровых животных препаратами линолевой и линоленовой кислот отмечалось торможе-
ние скорости реакций окислительного дезаминирования биогенных аминов. 

Р е а к ц и я о к и с л и т е л ь н о г о д е з а м и н и р о в а н и я , к а т а л и з и р у е м а я м и т о х о и д -
р и а л ь н ы м и м о и о а м и н о к с и д а з а м и [ а м и и : к и с л о р о д о к с и д о р е д у к т а з а (де за -
м и н и р у ю щ а я ) , ф л а в и н с о д е р ж а щ а я ] ( К Ф 1 .4 .3 .4 ) , я в л я е т с я о д н и м и з ос-
н о в н ы х п у т е й и н а к т и в а ц и и б и о г е н н ы х а м и н о в , у ч а с т в у ю щ и х в р е г у л я ц и и 
в а ж н е й ш и х ф у н к ц и й ц е н т р а л ь н о й н е р в н о й с и с т е м ы 11]. Н а р у ш е н и я п р о -
цессов о б м е н а б и о г е н н ы х а м и н о в и м е ю т в а ж н о е з н а ч е н и е в о с н о в н ы х п а т о -
г е н е т и ч е с к и х з в е н ь я х р а з в и т и я а т е р о с к л е р о т и ч е с к о г о п р о ц е с с а ( и з м е н е н и е 
с о с у д и с т о й п р о н и ц а е м о с т и , р а з в и т и е г и п е р л и п о п р о т е и д е м и и ) [ 2 ] . В л и т е -
р а т у р е и м е ю т с я н е м н о г о ч и с л е н н ы е д а н н ы е , у к а з ы в а ю щ и е н а с н и ж е н и е а к -
т и в н о с т и м о н о а м и н о к с и д а з ы ( с у б с т р а т т и р а м и и ) в печени,, с е р д ц е и а о р т е 
п р и э к с п е р и м е н т а л ь н о м а т е р о с к л е р о з е у к р о л и к о в 131. 

В н а с т о я щ е й р а б о т е и с с л е д о в а н а а к т и в н о с т ь м о н о а м и н о к с и д а з ы в с е р -
д е ч н о й м ы ш ц е ж и в о т н ы х с р а з л и ч н ы м и ф о р м а м и э к с п е р и м е н т а л ь н о г о ате -
р о с к л е р о з а . 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на кроликах-самцах породы шиншилла массой 2,5—3,5 кг 
и беспородных крысах-самцах массой 160—200 г. Сердца животных с эксперименталь-
ным атеросклерозом были предоставлены сотрудниками лаборатории биохимии ате-
росклероза Всесоюзного кардиологического научного центра АМН СССР Е. А. Ба-
зановым, В. 3 . Ланкиным и И. IT. Озеровой. 

Кроликов для получения экспериментального атеросклероза содержали на 
холестериновой диете, проводили электрокоагуляцию ядер гипоталамуса и сочетали 
эти воздействия [4]. В одной из экспериментальных групп И. Н. Озерова исследо-
вала защитный эффект индуктора микросомальных ферментов — З-ацетат-16-а-изо-
тиоцианопрегиенолопа (ATЦП) [5]. У крыс гиперхолестеринемию вызывали добавле-
нием к корму холестерина, витамина D2 и сочетанием холестериновой диеты с ви-
тамином D2 [6]. 

В опытах были использованы фрагменты митохондриальных мембран, выде-
ленные из замороженных и оттаянных сердец кроликов и крыс в 0,25 М сахарозе, 
приготовленной на 0,01 М калий-натрий-фосфатном буфере рН 7,4 [7, 8 | . Отмытые 
от части балластных белков [9] 0,01 М калий-натрий-фосфатным буфером митохондри-
альные фрагменты хранили до начала опытов при —20°С. Содержание белка опреде-
ляли по методу Лоури с кристаллическим сывороточным альбумином в качестве 
стандарта. 

Д л я определения активности моноаминоксидазы использовали разработанный 
нами [10] высокочувствительный флюоресцентный метод, основанный на тушении 
флюоресценции скополетина (б-метокси-7-окси-кумарин; длина волн возбуждения 
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350 им, флюоресценции 460 нм) перекисью водорода, выделяющейся в ходе реакции 
окислительного дезаминирования аминов в присутствии пероксидазы. Опытные пробы 
содержали фрагменты митохоидриальных мембран сердца кролика или крысы (0,25— 
1,0 мг белка в зависимости от субстрата и вида животного), пероксидазу (0,05 мг) 
и 0,1 М калий-натрий-фосфатный буфер рН 7,4 (конечный общий объем проб 5 мл). 
Пробы преинкубировали в течение 10 мин при 37°С с периодическим покачиванием 
и охлаждали на льду. Затем добавляли амины в оптимальных концентрациях (см. при-
мечание к табл. 1 и 2) и скополетин (3,4 нмоль в объеме 0,2 мл); реакцию останавли-
вали погружением проб на ледяную баню. Флюоресценцию проб измеряли на флюо-
риметре, сконструированном на основе ФЭК-56 [ И ] . 

В опытах по изучению действия ненасыщенных жирных кислот митохоидриаль-
ные фракции обрабатывали водными дисперсиями лииолевой и линоленовой кислот. 
Предварительно кислоты подвергали окислению путем интенсивного перемешивания 
кислоты в тонком слое на магнитной мешалке в течение 24 ч при аэробных условиях, 
затем диспергировали в 0,1 М калий-натрий-фосфатном буфере рЫ 7,4 (9,0 мл лиио-
левой и 0,9 мг линоленовой кислоты на 1 мл буфера). В экспериментальные пробы 
(общий объем 5—10 мл) на 1 мг белка митохондрий добавляли 0,84 мкмоль окислен-
ной лииолевой или 0,16 мкмоль окисленной линоленовой кислоты. Пробы инкуби-
ровали в течение 10 мин при 37°С, затем диализовали против 10-кратного объема 
0,01 М калий-натрий-фосфатного буфера рН 7,4 в течение 4 ч, сменяя буферный рас-
твор трижды. В обработанных таким образом митохоидриальных фракциях опреде-
ляли скорость окислительного дезаминирования аминов. 

В работе были использованы субстраты: хлоргидраты триптамина (фирма «Шу-
хардт», ФРГ), бензиламина и р-фенилэтиламииа (отечественного производства); ин-
гибиторы моноамииоксидазы: Ь1-(2,4-дихлорфенокси)-пропил-Н-метил-2-пропинил-
амин-HCl (фирма «Хлоргилии, Мей и Бейкер», Англия), М-1-фенил-изопропил-М-ме-
тил-2-пропинил-амин» НС1 (депреиил, предоставлен д-ром Кноллем, Венгрия); скопо-
летин (фирма «Флюка», Швейцария); пероксидаза из хрена (фирма «Реанал», Венгрия); 
линолевая й линолеиовая кислоты (отечественного 'производства). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

После содержания кроликов на холестериновой диете в течение 90 дней 
удается обнаружить статистически достоверное снижение активности мито-
хоидриальных моноаминоксидаз в сердечной мышце при использовании 
в качестве субстрата триптамина (табл. 1, группа 2); в опытах с Р-фенилэти-
ламином и бензиламином в качестве субстратов активность моноамииокси-
дазы изменена не была (см. табл. 1, группы 2 и 5). Электрокоагуляция ядер 
гипоталамуса вызывала аналогичные изменения (см. табл. I, группа 3). 
При сочетании холестериновой диеты с электрокоагуляцией ядер гипотала-
муса отмечалось статистически достоверное снижение скорости окислитель-
ного дезаминирования всех исследованных аминов (см. табл. 1, группа 4). 
Наблюдаемое снижение скорости окислительного дезаминирования аминов 
в митохоидриальиой фракции сердечной мышцы связано, по-видимому, 
в первую очередь с нарушением проницаемости мембран, отмечающимся 
при самых различных воздействиях на животных, например при скармли-
вании им холестерина 112] или при электрокоагуляции ядер гипотала-
муса [4]. 

Введение А Т Ц П не влияло на скорость реакции окислительного де-
заминирования аминов (см. табл. 1, группа 6). Известно, что индуктор 
микросомальных ферментов А Т Ц П снижает содержание холестерина в кро-
ви животных при гиперхолестеринемии 15]. В связи с этим можно было 
предположить, что введение АТЦП животным, находящимся на холесте-
риновой диете, могло бы защитить их от развития атеросклеротического 
процесса и нормализовать нарушенные процессы окислительного деза-
минирования аминов. Однако в наших опытах сочетание холестериновой 
диеты с введением А Т Ц П вызвало резкое снижение скорости окислительного 
дезаминирования аминов (см. табл. 1, группа 7). Возможные причины 
этого явления в настоящей работе изучены не были. 

При содержании крыс иа холестериновой диете в течение 30 дней 
СКОрОСТЬ окислительного дезамииироваиия р-феиилэтиламииа, бензила-
мина и триптамина в сердечной мышце статистически достоверно снижа-
лась (табл. 2, группа 2). Такое же снижение скорости окислительного 
дезаминирования аминов отмечено при содержании крыс иа диете с ви-
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Т а б л и ц а 1 

Нарушение окислительного дезаминирования аминов в митохондриальной фракции сердечной мышцы кроликов при экспериментальном атеросклерозе 

Скорость окислительного дезаминирования аминов 

№ группы 
животных Условия опыта 

Р-фенилэтиламин бензиламин триптамин гистамин 

1 Контроль 7,1=1=0,4 (5) 0,46=1=0,05 (5) 0,18=1=0,02 (5) — 

2 Холестериновая диета (добавление холестерина к корму по 
0,2 мг/кг в течение 90 дней) 
Р 

6,6=1=0,6 (6) 0,36=1=0,04 (6) 0,1=1=0,02 (6) 
< 0 , 0 5 

— 

3 Электрокоагуляция ядер гипоталамуса [4] 
Р 

7,0=1=1,2 (4) 0,37=1=0,05 (4) 0,11=1=0,02 (4) 
< 0 , 0 5 

— 

4 Сочетание холестериновой диеты с электрокоагуляцией 
ядер гипоталамуса 
Р 

5,3=1=0,6 (5) 
< 0 , 0 5 

0,29=1=0,03 (5) 
< 0 , 0 5 

0,09=1=0,02 (5) 
< 0 , 0 5 

— 

1а Контроль 2,5=1=0,04 (4) 0,1=1=0,01 (4) 0,12=±=0,009 (4) 0,15,0,28 (2) 
5 Холестериновая диета (добавление холестерина к корму 

по 0,2 мг/кг в течение 90 дней) 2,5—0,02 (3) 0,08—0,009 (3) 0 (2 ) 
6 Введение АТЦП (водная эмульсия 150 мг/мл, per os в те-

чение 5 дней, перерыв 7 дней, курс 3 мес) 2,6=1=0,2 (4) 0,09=1=0,009 (4) 0,13=1=0,01 (4) 0,19, 0,1 (2) 
7 Сочетание холестериновой диеты с введением АТЦП 0,77=1=0,1 (4) 0,06—0,004 (4) 0,02=1=0,01 (4) 0 (2 ) 

Р <0 ,001 < 0 . 0 5 < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: 1—контроль к группам 2—4, 1а — контроль к группам 5—7. Скорость окислительного дезаминирования ами-
нов выражена в наномолях Н 2 0 2 на 1 мг белка за 1 мин (в опытах с Р-фенилэтиламином и гистамином — за 12 мин). Состав проб: 0,2—0,3 мг белка 
митохондрий в опытах с Р-фенилэтиламином ( Ы 0 ~ 4 М) и бензиламином ( 5 - Ю - 3 М), 0,4—0,6 мг с триптамином ( Ь Ю - 4 М), 1,0 мг с гистамином 
( 5 - Ю - 4 М). Длительность инкубации 12, 10, 6 и 12 мин соответственно. Здесь и в табл. 2 в скобках —число опытов. 



Т а б л и ц а 2 
Нарушение окислительного дезаминирования аминов в митохондриальной фракции сердечной мышцы крыс при гинерхолестеринемии 

Скорость окислительного дезаминирования аминов 
N° группы 

Условия опыта животных Условия опыта 
бензилами и 3-фен илэтиламин бензилами и триптамнн гистамин путресцин 

1 Контроль 6 , 1 ± 0 , 5 (8) 0,08—0,006 (8) 0,64—0,06 (7) 
2 Холестериновая диета (добавление к 

корму 0,5% холестерина в течение 
30 дней) 3,0±=0,3 (4) 0,03—0,004 (4) 0,38—0,04 (7) — — 

Р <0,001 <0,001 <0 ,01 
3 Диета с добавлением витамина D2 

(60 000 ME) 3,3:±=0,5 (8) 0,05—0,007 (5) 0,45—0,007 (8) — — 

Р <0 ,01 < 0 , 0 5 <0 ,01 
4 Сочетание холестериновой диеты 

(группа 2) с витамином D, 2,5=*=0,05 (5) 0 ,06^0,003 (4) 0,42—0,004 (8) — — 

Р <0,001 < 0 , 0 1 
1а Контроль 3,0—0,35 (4) 0,022=5=0,002 (4) 0,34—0,04 (4) 0,2=±0,03 (8) 0,123—0,08 (6) 
5 Холестериновая диета (добавление к 

корму 0,5% холестерина в течение 15— 

3,0—0,35 (4) 

20 дней) 2,65—0,22 (4) 0,025—0,004 (4) 0,25—0,04 (4) 0,14—0,05 (8) 0 (6) 
Р 

2,65—0,22 (4) 
<0 ,005 > 0 , 0 5 

6 Диета с добавлением витамина D2 
(60 000 ME) 1,78—0,33 (6) 0,025—0,002 (6) 0,22=1=0,03 (6) 0,19—0,05 (10) 0(8) 

Р < 0 , 0 5 
0,025—0,002 (6) 

< 0 , 0 5 
7 Сочетание холестериновой диеты (груп-

па 5) с витамином D2 2,7—0,04 (4) 0,033=1=0,003 (4) 0,33—0,04 (4) 0,19—0,07 (8) 0(6) 
Р 

2,7—0,04 (4) 
< 0 , 0 5 

0,33—0,04 (4) 0,19—0,07 (8) 0(6) 

П р и м е ч а н и е . Скорссть окислительного дезаминирования аминов выражена в наномолях Н 2 0 2 на 1 мг белка за 1 мин (в опытах с р-фенилэтил-
амином, гистамином и путресцином — за 12 мин). Состав проб: 0,2—0,3 мг белка митохондрий в опытах с р-фенилэтиламином ( Ь Ю - 4 М), 0,4—0,5 мг 
с триптамином ( 5 - Ю - 4 М), 1 мг с бензиламином ( Ь Ю - 3 М), гистамином ( 5 - Ю - 4 М) и путресцином (5-10~4 М). Длительность инкубации 12, б, 10, 
12 и 12 мин соответственно. 
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тамином D 2 (СМ. табл. 2, груп-
па 3) и при сочетании холе-
стериновой диеты с витамином 
D 2 (СМ. табл. 2, группа 4). До-
бавление витамина D 2 к диете 
приводит к увеличению содер-
жания триглицеридов и фосфо-
липидов в плазме [13], индуци-
рует свободнорадикальные про-
цессы в мембранах [6 .1, что спо-
собствует развитию атероскле-
ротического процесса. 

На более ранних стадиях 
развития атеросклеротического 
процесса (холестериновая диета 
в течение 15—20 дней) дезами-
нирование аминов, являющихся 
субстратами моноаминоксидазы, 
снижалось в сердечной мышце 
менее резко (см. табл. 2, груп-
пы 5 и 6), а при сочетании хо-
лестериновой диеты с добавле-
нием витамина D 2 (см. табл. 2, 
группа 7) отмечалась стимуля-
ция окислительного дезамини-
рования бензиламина. 

Таким образом, по нашим 
данным, лишь уже развившийся 
атеросклеротический процесс у 
крыс и кроликов сопровождал-
ся снижением активности моно-
аминоксидазы (субстраты — (3-
фенилэтиламин, бензиламин, 

. трицтамин) в сердце. 
Как следует из данных, 

представленных в табл. 1 и 2, 
митохондр и и сер дечной мы шцы 
кролика в норме обладают 
свойством дезаминировать ги-
стамин, а митохондрии сердца 
крысы — дезаминировать гиста-
мин и путресцин, хотя скорость 
этих реакций очень незначи-
тельна и составляет 4 — 8 % от 
скорости реакции окислитель-
ного дезаминирования р-фе-
нилэтиламина. В пробах с када-
верином в качестве субстрата в 
присутствии митохондрий серд-
ца кролика и крысы нерегу-
лярно обнаруживалась лишь 
следовая активность. При экс-
периментальном атеросклерозе 
у кроликов свойство дезамини-
ровать гистамии митохондри-
альными фрагментами сердечной 
мышцы было подавлено полно-
стью (см. табл. 1, группы 5 и 7). 
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При гиперхолестеринемии у крыс дезаминироваиие путресцина митохоид-
р и а л ы ш м и фрагментами сердечной мышцы было подавлено полностью, а 
скорость дезаминирования гистамина изменена не была (см. табл. 2, 
группы 5—7). 

В соответствии с данными, изложенными выше, находятся результаты, 
которые были получены нами в опытах in vi t ro после обработки митохои-
дриальных мембран сердечной мышцы кролика и крысы водными диспер-
сиями окисленных лииолевой и линоленовой кислот, тканевая концентра-
ция которых при атеросклерозе возрастает [21. Н а р я д у с торможением 
указанными высшими непредельными жирными кислотами реакций оки-
слительного дезаминирования (3-фенилэтиламина, бензиламина и трипта-

Торможение хлоргилином и депренилом активности моноаминоксидаз митохоидри-
альных мембран сердца крыс с экспериментальной гиперхолестеринемией. 

Из тканей сердечной мышцы выделяли митохоидриальмые фракции и хранили при — 20°С. Пробы 
(конечный объем 5 мл) содержали 0,4 — 0,5 мг белка митохондрий, 0,05 мг пероксидазы, хлорги-
лии в различных концентрациях и 0,1 М калий-натрий-фосфатный буфер рН 7,4. После 10 мин ni>e-
инкубации при 37°С в пробы добавляли триптамин (5« 10~~4 М) и скополетин (3,4 нмоль в объем 0,2 мл) 
и инкубировали в течение 6 мин при 37°С. После охлаждения на льду в пробах измеряли интенсив-
ность флюоресценции. А — действие хлоргилииа; Б — действие депреиила. 1 — контроль; 2 — 
холестериновая диета (см. табл. 2, группа 2); 3 — диета с добавлением витамина D 2 (см. табл. 2, 
группа 3); 4 — холестериновая диета -(- витамин D 2 (см. табл. 2, группа 4). Представлены арифме-

тические величины и средние ошибки средних арифметических по данным 4 опытов. 

мина отмечалось торможение реакций дезаминирования гистамина и пут-
ресцина при их инкубации в присутствии митохондрий сердечной мышцы 
кролика и крысы (табл. 3). 

Помимо исследований активности митохоидриальных моноаминоксидаз 
в сердечной, мышце (субстраты — р-фенилэтиламии, бензиламин, трипта-
мин) у крыс с экспериментальной гиперхолестеринемией, у этих же жи-
вотных in v i t ro было изучено действие двух избирательных необратимых 
ингибиторов моноаминоксидаз — хлоргилииа и депреиила. Как известно, 
использование этих ингибиторов позволило выявить наличие двух типов 
моноаминоксидаз в тканях . Моиоамииоксидазы типа А высокочувстви-
тельны к тормозящему действию хлоргилииа, моиоамииоксидазы типа Б 
более чувствительны к тормозящему действию депреиила 114, 15]. Мито-
хоидриальиые фрагменты сердечной мышцы крысы содержат в основном 
моиоамииоксидазы типа А [10, 16]. В проведенных нами опытах показа-
но, что по чувствительности к тормозящему действию хлоргилииа митохонд-
риальные моиоамииоксидазы из сердечной мышцы крыс с гиперхолесте-
ринемией не отличались от моноаминоксидаз митохондриальной фракции 
из сердечцой мышцы контрольных животных (см. рисунок, А). Таким 
образом, несмотря на снижение активности моиоамииоксидазы при гипер-
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холестерииемии, свойства моноаминоксидаз сердечной мышцы, характе-
ризующие их принадлежность к моиоаминоксидазам типа А, изменены не 
были. Торможение депренилом активности моноаминоксидаз в сердечной 
мышце животных с экспериментальным атеросклерозом выражено несколь-
ко слабее по сравнению с таковой в норме (см. рисунок, Б). 
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IMPAIRMENT OF OXIDATIVE DE AMI NATION OF BIOGENIC AMINES IN H E A R T 
MUSCLE UNDER CONDITIONS OF EXPERIMENTAL ATHEROSCLEROSIS 

E.G. Brusova, R. S. Krivchenkova 

Laboratory of Biogenic Amines and Other Nitrogenous Bases, Institute of Biological and 
Medical Chemistry, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Statistically significant inhibition of oxidative deamination of several biogenic amines 
was found in mitochondrial fraction of heart muscle from rabbits and rats with experimental 
atherosclerosis and hypercholesterolemia, caused by various methods. Sensitivity of oxi-
dative deamination of tryptamine to inhibitory effect of clorgyline (selective inhibitor of 
mitochondrial monoamine oxidases) was unaltered in rats with experimental hypercholestero-
lemia. The rate of oxidative deamination of (^-phenyl ethylamine, tryptamine, benzylamine 
as well as histamine and putrescine was inhibited after treatment of the mitochondrial fragments 
ircm healthy rabbit and rat heart muscles with preparations of oxidized linoleic and linolenic 

acids, concentration of which was increased in tissues under conditions of atherosclerosis. 

УДК 612.128:577.152.31 

И. Б. Солитернова, И. Г. Никульчева 

АКТИВНОСТЬ ПОСТГЕПАРИНОВОЙ ЛИПОПРОТЕИДЛИПЛЗЫ 
ПЛАЗМЫ КРОВИ КРОЛИКОВ 

Отдел биохимии липидов и атеросклероза им. Н. Н. Аничкова Института эксперименталь-
ной медицины АМН СССР, Ленинград 

В опытах на кроликах изучали активность липопротеидлипазы плазмы крови 
кроликов после введения гепарина в дозе 50 ЕД на 1 кг массы. Для дифференциации ее 
от печеночной т риг лице р ид липазы добавляли NaCI в инкубационную среду в конечной 
концентрации 1 М. Установлено, что NaCI оказывает сильное ингибирующее влияние на 
липоли тическую активность постгепариновой плазмы крови кроликов, иногда устраняя 
ее полностью. Это свидетельствует о преобладании в общей липолитической актив-
ности постгепариновой плазмы крови кроликов липопротеидлипазы, чувствительной к 
NaCI. В исследованиях на кроликах, получавших с кормом холестерин, были обнару-
жены незначительные изменения в величине общей липолитической активности и та-
ковой, обусловленной липопротеид липазой. В этих условиях не происходило также 
заметного повышения уровня тр иглице р ид липазы, устойчивой к NaCI. 
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Известно, что катаболизм хиломикронов и липопротеидов очень низ-
кой плотности (ЛПОНП) , являющихся основной транспортной формой 
экзогенных и эндогенных триглицеридов, осуществляется липолитическими 
ферментами, прежде всего липопротеидлипазой — Л П Л (КФ 3.1 Л .3) 1.1—4 I. 
Этот фермент, впервые подробно охарактеризованный Кормом 15, 61, а 
затем — и другими авторами 1.7—10 J, содержится главным образом в жи-
ровой ткани, скелетных и сердечных мышцах, лактирующей молочной же-
лезе. Исходная активность Л П Л в плазме крови низка, и она значитель-
но возрастает в ответ на введение гепарина в связи с освобождением мем-
браиосвязаииого энзима и выходом его в кровь. При этом возрастает актив-
ность и других липаз , в том числе печеночной триглицеридлипазы (ПТГЛ), 
которая открыта сравнительно недавно [11 —18] . Некоторые авторы рас-
сматривают Л П Л и ПТГЛ как изоферменты триглицеридлипазы (ТГЛ) 
119, 20] , однако Л П Л и П Т Г Л существенно различаются как оптимумом 
рН и субстратной специфичностью, так и отношением к активаторам и ин-
гибиторам. Так, Л П Л активируется добавлением либо сыворотки, либо 
апопротеина C - I I , в то время как П Т Г Л активна и в их отсутствии [21 I. 
Л П Л действует преимущественно на триглицериды интактных хиломикро-
нов и Л П О Н П , субстратом же для 11ТГЛ являются так называемые ремнант-
ные частицы, образующиеся после воздействия Л П Л на хиломикроны и 
Л П О Н П . В отличие от последней П Т Г Л слабо действует на интактные хи-
ломикроны и Л П О Н П [ И , 22, 23] . 

К настоящему времени активность указанных энзимов постгепарино-
вой плазмы крови, а также тканей человека и некоторых видов животных 
изучена достаточно подробно как в норме, так и при патологии. Однако 
в доступной нам литературе мы не нашли характеристики Л П Л плазмы 
кроликов. Между тем выяснение этого вопроса представляет определенный 
интерес с точки зрения изучения биохимических механизмов развития ги-
перлипидемии у кроликов при скармливании им холестерина, поскольку 
именно эта модель нашла широкое применение для изучения морфо- и па-
тогенеза атеросклероза в условиях эксперимента. 

Целью данного исследования явилось изучение активности Л П Л пост-
гепариновой плазмы кроликов. Известно, что активность Л П Л в отличие 
от П Т Г Л избирательно тормозится высокими концентрациями NaCI (0,75 
и 1 М) 19, 12, 21, 24 1. Это свойство фермента было использовано в дан-
ной работе для определения активности истинной: Л П Л в постгепариновой 
плазме кроликов. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на кроликах-самцах массой 2,5—3,5 кг. Животные получали 
обычный рацион. Кровь брали утром натощак до и через 10 мин после внутривенного 
введения гепарина кроликам, голодавшим в течение 16—17 ч. Кровь собирали в про-
бирки, содержащие 1% раствор цитрата натрия. Как известно, для активации липо-
литических энзимов применяются различные дозы гепарина (от 10 до 100 Е Д и более 
на I кг массы). Нами были испытаны на кроликах дозы гепарина, равные 20, 50 и 
100 Е Д на 1 кг массы. Оказалось, что эффект от применения гепарина в дозе 20 ЕД/кг 
был не очень стабильным, а введение 50 и 100 ЕД/кг давало сходные результаты. 
В связи с этим в дальнейших опытах использовали гепарин в дозе 50 ЕД/кг . 

Активность Л П Л определяли по методу [25] с некоторыми модификациями: 
общий объем инкубационной среды был уменьшен до 1,1 мл, но с сохранением соотно-
шения основных ингредиентов среды (2 объема 20% альбумина, 1 объем 0,7 М 
трис-буфера рН 8,2, I объем смеси интралипида с сывороткой крысы в отношении 
I : 1, 1 объем дистиллированной воды). К 1,0 мл среды добавляли 0,1 мл цитратной 
плазмы крови. Д л я определения неэстерифицированных жирных кислот (НЭЖК) 
отбирали 0,05 мл инкубационной среды. Интралипид предварительно инкубирова-
ли с сывороткой крови крысы в течение 30 мин при 37°С при постоянном встряхивании. 
Липолитическую активность определяли в пробах до и после инкубации их в те-
чение 1 ч при 37°С по приросту количества Н Э Ж К и выражали в микромолях 
Н Э Ж К на 1 мл плазмы за 1 ч. Концентрацию Н Э Ж К определяли по [26]. Об ак-
тивности Л П Л судили по разнице между общей липолитической активностью плазмы 
без NaCI и после его добавления до конечной концентрации 1 М. Так как некоторые 
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авторы для дифференцирования Л П Л и ПТГЛ использовали протамииа сульфат 
[14, 15, 27], то в некоторых опытах наряду с NaCI был применен протамииа сульфат 
в конечной концентрации 5 мг/мл. 

В качестве стандарта при определении Н Э Ж К использовали 2 мМ раствор 
стеариновой кислоты. Измерение против контрольных проб проводили при 550 'нм 
на СФ-16. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

На рисунке видно, что в плазме крови кроликов определяется до -
статочно высокая общая липолитическая активность после введения гепа-
рина (14 ,82±1 ,47 мкМ Н Э Ж К на 1 мл/ч), которая значительно превы-
шает исходную активность, определенную в плазме до введения гепари-
на (0 ,66+0 ,14 мкМ Н Э Ж К на 1 мл/ч). 

Если в среду инкубации вводится NaCI, то в большинстве опытов 
активность снижается очень резко, во многих случаях до нуля . Интерес-
но отметить, что при меньшей концентрации NaCI наблюдается и более 

слабое ингибирующее влияние. 
Как видно из рисунка, при кон-
центрации NaCI 0,5 М в инкуба-
ционной среде остаточная актив-
ность равна 0 , 7 0 ± 0 , 1 8 мкМ/мл/ч, 
что составляет в среднем только 
4,7 % от общей липолитической 
активиости. Ингибир ующее дейст-
вие протамииа сульфата прояв-
ляется также отчетливо и стати-
стически значимо, но оно выра-
жено в более слабой степени, чем 
у NaCI. 

Полученные данные позво-
ляют говорить о том, что практи-
чески вся липолитическая актив-
ность постгепариновой плазмы 
кроликов обусловлена Л П Л , так 
как именно активность этого эн-
зима угнетается 1 М NaCI. 
С целью сравнения мы провели 
аналогичные исследования с пост-
гепариновой плазмой человека, ак-
тивность Т Г Л которой обусловле-

на в основном двумя ферментами — Л П Л и П Т Г Л . В этих опытах ис-
пользовали постгепариновую плазму больных ишемической болезнью серд-
ца, полученную утром натощак через 14—16 ч после последнего прие-
ма пищи. Гепарин вводили внутривенно в дозе 20 Е Д / к г за 10 мин до взя-
тия крови. Результаты этих определений также представлены на рисунке. 

Из рисунка видно, что после добавления NaCI в среду инкубации (ко-
нечная концентрация 1 М) липолитическая активность в среднем по груп-
пе обследованных лиц снижалась в 6 раз , тогда как у кроликов — в 
80 раз . После добавления протамииа сульфата липолитическая активность 
у людей уменьшилась в 4 раза , в то время как у кроликов — в 11 раз . 

Таким образом, в этих опытах выявилось различное по эффективности 
действие NaCI и протамииа сульфата на липолитическую активность пост-
гепариновой плазмы кролика и человека. Добавим к этому, что величина 
остаточной активности в плазме крови человека после добавления NaCI 
(2,63d=0,35 мкМ Н Э Ж К на 1 мл/ч) почти в 14 раз превышала таковую 
у кроликов (0,19zb0,08 мкМ Н Э Ж К на 1 мл/ч). Эти данные свидетель-
ствуют о различных соотношениях в крови кроликов и человека липазы, 
чувствительной к NaCI и протамину сульфату и устойчивой к их дей-

Влияние NaCI и протамииа сульфата на 
липолитическую активность иостгепарино-
вой плазмы крови кролика и человека. 
/ — липолитическая актшзность плазмы крови до 
введения гепарина; 2 — то же после введения 
гепарина; 3 — то же после введения гепарина 
при добавлении NaCI (конечная концентрация 
1 М); За — то же после введения гепарина при 
добавлении NaCI (конечная концентрация 0 ,5 М); 
4 — то же после введения гепарина при добавле-

нии протамииа сульфата (5 мг/мл). 
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ствию. Особенно наглядно это видно при сравнении общей липолитической 
активности и активности Л П Л , выраженной в процентах, в каждом от-
дельном случае (табл. 1). Из табл. 1 видно, что у большинства кроликов 
активность Л П Л практически приближается к общей липолитической 
активности плазмы, составляя в среднем 97 ,6% от последней; в то же 
время у человека активность Л П Л заметно ниже, и на ее долю прихо-
дится в среднем 84 ,5% от общей липолитической активности. 

Т а б л и ц а 1 
Сравнение липолитической активности постгепариновой плазмы крови кролика и человека 

Кролик Человек 

ЛПЛ, % ЛПЛ, % 

общая активность активность от общей общая ак- активность от общей 
общая активность ЛПЛ актив- тивность ЛПЛ актив-

ности ности 

22,0 22,0 100,0 21,98 " 18,83 85,6 
12,29 11,45 93,2 16,71 14,14 84,6 
22,77 21,85 95,9 19,02 15,45 81,1 
16,33 16,33 100,0 23,03 19,55 84,9 
11,37 11,37 100,0 25,49 23,53 92,3 
11,19 — 1 13,50 8,26 61,2 
14,61 14,31 97,7 10,33 8,26 79,9 
18,82 18,43 97,9 13,06 11,60 88,8 
12,08 _ — 11,76 10,56 89,8 
13,11 12,95 98,8 9,37 8,16 87,1 
14,22 14,22 100,0 11,87 11,03 92,9 
10,89 — — 15,35 12,40 80,8 

С р е д н е е . . . 14,97=Ы,20 14,61 — 1,43 97,6 15,96— 1,53 13,48=1,43 84,5 
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 активность выражена в микромолях НЭЖК на 

1 мл плазмы за 1 ч. 

Различие между кроликом и человеком было обнаружено и при иссле-
довании содержания Н Э Ж К в ответ на введение гепарина. Так , у кроли-
ка концентрация Н Э Ж К в плазме до введения гепарина составляла 0 , 4 1 5 ± 
± 0 , 0 4 0 мкМ/мл (средние данные 7 опытов), после внутривенного введения 
г е п а р и н а — 1 ,51±0 ,34 мкМ/мл. У человека эти величины были равны со-
ответственно 0 , 4 0 9 ± 0 , 0 5 3 и 2 ,80 '±0,42 мкМ/мл (средние данные 12 опы-
тов). ВиднЬ, что если у человека содержание Н Э Ж К в ответ на введение 
гепарина увеличилось почти в 6 раз, то у кроликов — только в 2 г / 2 ра-
за от исходного уровня. 

Вероятно, у кроликов гепарин в более слабой степени активирует не 
только П Т Г Л (устойчивую к NaCI и протамину сульфату), но и другие 
липолитические ферменты — ди- и моноглицеридлипазы, фосфолипазу, 
холестерииэстеразу и др. 

Показано, что у кроликов при кормлении их холестерином происхо-
дит накопление липопротеидиых частиц, напоминающих по электрофоре-
тической подвижности Л П О Н П , но содержащих значительно больше хо-
лестерина [28]. Последние, как уже указывалось, являются субстратом 
для действия ПТГЛ, устойчивой к NaCI / Поскольку нами обнаружена 
сравнительно небольшая доля такой Т Г Л (2 ,4% от общей активности по-
стгепариновой плазмы крови кроликов), то представлялось интересным 
изучить соотношение липолитических ферментов у этих животных при 
развитии у них экспериментальной гиперхолестеринемии. 

Опыты проведены на 6 кроликах, получавших холестерин с овоща-
ми в дозе 1 г в день в течение 3 мес. Кровь для анализа брали через 1, 
2 и 3 мес кормления холестерином. 

Результаты опытов, представленные в табл. 2, показывают, что об-
щая липолитическая активность постгепариновой плазмы через 1 мес 
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несколько снизилась, а через 2 и 3 мес незначительно повысилась по 
сравнению с начальным уровнем. 

Однако эти изменения были статистически недостоверны. Обращает 
на себя внимание то, что на долю Л П Л по-прежнему приходилась основ-
ная липолитическая активность. Если у интактных кроликов она состав-
ляла 98 ,5% от общей, то через 1 мес кормления равнялась 97 ,4%, че-
рез 2 мес — 97,2 % и через 3 мес — 94,4 %. 

Таким образом, развитие гиперлипидемии у кроликов не сопровожда-
лось существенным изменением соотношения чувствительной и устойчи-
вой к NaCI ТГЛ. 

Т а б л и ц а 2 
Липолитическая активность постгепариновой плазмы крови кроликов при развитии у них 

экспериментальной гиперхолестеринемии 

Общая липолитическая активность 

Время i Содержание Активность Я н 
кормле- £ 2 холестерина, до введе- после вве- после до- ЛПЛ • О' 

ния 5 £ мг% ния гепа- дения гепа- бавления ЛПЛ 
^ X х 

~ н — о 
мг% 

рина рина NaCI г д е Ь VO К У № S O H 

До нача-
ла корм-
ления 6 63,2=1=5,6 0,61—0,23 13,36=1=3,0 0,19=1=0,08 13,17—3,0 98,5 
1-й месяц 6 249,40—53,83 0,87—0,32 9,75—2,03 0,31=1=0,13 9,50=1=2,04 97,4-
2-й » 6 448,60=1=85,75 0,62=1=0,17 15,68—3,53 0,36=1=0,13 15,25=1=3,53 97,2 
3-й » 6 471,0—54,0 1,07—0,29 16,33—2,07 0,76—0,31 15,42=1=2,06 94,4 

В заключение можно сказать, что у кроликов липолитическая актиЕ-
ность постгепариновой плазмы обусловлена почти полностью Л П Л . Со-
гласно данным литературы и результатам наших исследований, кролики 
в этом отношении отличаются от человека и некоторых видов животных» 
например крыс, у которых активность постгепариновой плазмы пред-
ставлена в основном суммой двух ферментов — Л П Л и П Т Г Л . На основа-
нии наших опытов пока трудно говорить о величине истинной активности 
ПТГЛ плазмы кроликов, так как активность ТГЛ измерялась в условиях, 
оптимальных для Л П Л . Д л я окончательного решения вопроса о наличии 
или отсутствии П Т Г Л в плазме крови кроликов необходимо использовать 
более специфические методы ее определения, что и явится предметом на-
ших дальнейших исследований. Однако хотелось бы подчеркнуть, что 
данные, полученные на кроликах , получавших холестерин, показывают, что 
у этих животных не происходит выраженного нарастания устойчивой к 
NaCI ТГЛ под влиянием нагрузки холестерином. Этот факт представляет 
определенный интерес с точки зрения уточнения одного из возможных ме-
ханизмов развития холестериновой гиперлипидемии у кроликов и, в част-
ности, причин накопления у них липопротеидных частиц необычного со-
става. 

По всей вероятности, накопление в плазме кроликов при развитии у 
них гиперхолестеринемии обогащенных холестерином Л П О Н П объясня-
ется, с одной стороны, тем, что последние являются плохим субстратом д л я 
действия Л П Л , а с другой — низким уровнем активности П Т Г Л . 
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ACTIVITY OF POSTHEPARIN LIPOPROTEIN LIPASE FROM RABBIT BLOOD 
PLASMA 

I. B. Soliiernova, N. G. NikuVcheva 

N. N. Anichkov Department of Lipid Biochemistry and of Atherosclerosis, Institute 
of Experimental Medicine, Academy of Medical Sciences of the USSR, Leningrad 

Activity of lipoprotein lipase was studied in rabbit blood plasma after administration 
of heparin at a close 50 un/kg into animals. NaCI was added to incubation mixture at final 
concentration 1 M to differentiate the enzyme from liver triglyceride lipase. The salt inhibited 
strongly (sometimes completely) the lipolytic activity in rabbit postheparin blood plasma. 
These data suggest predominance of lipoprotein lipase, sensitive to NaCI, in total lipolytic 
activity of rabbit postheparin blood plasma. Only slight alterations in the value of total 
lipolytic activity and in activity, depending on lipoprotein lipase, were observed in rabbits 
maintained at high cholesterol diet. Under these conditions distinct increase in activity o. 
triglyceride lipase, stable to NaCI, was not found. 

УДК 612.115 .3 

JJ. А. Ляпана, Б. А. Кудряшов 

ТРОМБОТИЧЕСКИЕ ОСЛОЖНЕНИЯ ПРИ БЛОКИРУЮЩЕМ ВЛИЯНИИ 
ПРОТАМИНСУЛЬФАТА НА НЕФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ФИБРИНОЛИЗ 

В КРОВИ ЖИВОТНЫХ ПРИ ВОЗБУЖДЕНИИ 
П РОГ И ВОС В Е РТЫ В А Ю Щ Е Й СИСТЕМЫ 

Лаборатория физиологии и биохимии свертывания крови Московского университета 
им. М. В. Ломоносова 

77ротаминсульфат не только in vitro, но и in vivo блокирует неферментативный 
фибринолиз путем, связывания гепарина и диссоциации его комплексных соединений, 
являющихся важнейшими гуморальными компонентами противосвертывающей системы. 
Достаточно полная блокада гуморальных агентов противосвертывающей системы, вы-
зываемая или однократным, внутривенным введением больших доз протаминсульфата, 
или хроническим внутривенным введением в течение 14 дней протаминсу льфата в 
у меренных дозах, вызывала гибель животных от. тромботических осложнений при до-
полнительном. появлении в кровотоке тромбина. При этом в коронарных сосудах обна-
ружены тромбы. Экстракты из тканей легких, ушков сердца и печени подопытных жи-
вотных, получавших протаминсульфат, в отличие от контрольных, после инъекции 
физиологического раствора, не обладали неферментативным фибр и политическим дей-
ствием.. 
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В ранних исследованиях было установлено, что после введения тром-
бина или тромбопластина в кровоток животным, а также при различных 
стрессовых ситуациях наблюдается активация функционального состояния 
противосвертывающей системы, сопровождающаяся резким повышением 
неферментативной фибринолитической активности крови [1—3]. Однако 
известно также, что протаминсульфат, прочно связывающий гепарин с об-
разованием неактивного комплекса протаминсульфат — гепарин, блоки-
рует неферментативную фибринолитическую активность комплексных сое-
динений гепарина in v i t ro [4]. Показано, что внутривенное введение кры-
сам протаминсульфата подавляет активацию противосвертывающей си-
стемы, вызываемую стрессом (30-минутной иммобилизацией) у животных. 
При этом интенсивность клиренса т 1 - т р о м б и н а при иммобилизационном 
стрессе значительно снижается и достигает уровня, наблюдаемого у жи-
вотных, не подвергавшихся стрессу [5]. Экспериментально установлено 
также, что гипокоагуляция и высокий фибринолиз, возникающие у крыс 
после внутривенного введения тромбина, устраняются последующим вве-
дением протаминсульфата и е-аминокапроновой кислоты [6]. 

Целыо настоящего исследования являлось изучение изменений в функ-
циональном состоянии противосвертывающей системы у животных при 
введении в организм протаминсульфата, диссоциирующего комплексные 
соединения гепарина в кровотоке. 

М е т о д и к а 

В опытах использовано 58 белых крыс-самцов массой 220—240 г, содержащих-
ся на полноценном лабораторном рационе. Применяли тромбин Каунасского завода 
бактериальных препаратов. 'Громбопластин получали из мозга крыс общепринятым 
методом. В экспериментах использован протаминсульфат фирмы «Спофа» (ЧССР). 
Подопытным крысам (опыт 1) вводили внутривенно по 0,5 мл раствора тромбина 
(60 вроцлавских ед.) или тромбопластин (опыт 2) в дозе 0,6 мл на 200 г массы. Тром-
бопластин обладал активностью, равной 15 с. Контролем 1 служили животные, кото-
рым внутривенно вводили 0,5 мл 0,85% физиологического раствора. Через 10 мин 
после введения указанных препаратов у животных брали по 1,5 мл крови, после 
чего дополнительно инъецировали по 0,5 мл 0,6% раствора протаминсульфата на 
200 г массы или по 0,5 мл 0,85% раствора NaCI (контроль 2). Взятие крови и внут-
ривенное введение препаратов производили через v. jugularis . Кровь брали с 3,8% 
цитратом натрия спустя 5 и 15 мин после внутривенного введения последнего пре-
парата (двум группам подопытных животных и одной группе контрольных, конт-
роль 3) — протаминсульфата, а другой группе контрольных крыс — физиологиче-
ского раствора — контроль 2. 

Определяли суммарную фибринолитическую активность плазмы и ее нефермен-
тативную фибринолитическую активность на нестабилизированиых пластинах фибри-
на [7, 8]. Концентрацию фибриногена определяли методом Бидвелла [9] в модифика-
ции Аидрееико [10]. Антитромбиновую активность плазмы устанавливали общепри-
нятым методом. Тромбоэластограммы плазмы крови были получены на тромбоэласто-
графе «Тромб-2». 

Через 5 и 15 мин после введения протаминсульфата крыс забивали, быстро 
извлекали ткани печени, легких, почек, сердца и селезенки и исследовали на наличие 
в них тромбов, а затем в экстрактах этих тканей определяли неферментативный фиб-
ринолиз по методу [7], нанося на пластину нестабилизированного фибрина по 0,05 мл 
1% экстрактов указанных выше тканей в физиологическом растворе в присутствии 
е-аминокапроновой кислоты в конечной концентрации 3 % . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как видно из табл. 1, внутривенное введение тромбина крысам 1-й 
опытной группы или тромбопластина крысам 2-й опытной группы вызывает 
возбуждение противосвертывающей системы, о чем свидетельствует уве-
личение суммарной фибринолитической активности в 2,2 раза после вве-
дения тромбина и в 1,8 раза после введения тромбопластина. Нефермен-
тативная фибринолитическая активность возрастала в 3,8 раза после вве-
дения тромбина и в 3 раза после введения тромбопластина. При этом 
концентрация фибриногена в плазме была достоверно снижена ( Р < 0 , 0 1 ) по 
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Т а б л и ц а 1 
СФА, НФ, AT активность плазмы, Ф, показатели R и К тромбоэластограммы крови животных после внутривенного введения тромбина 

и последующего введения протаминсульфата 

Ф, мг% 
Показатели тромбоэластограммы, с 

АТА, с Условия опыта СФА, мм* НФА, мм* Ф, мг% 
R К 

АТА, с 

До опыта 39,3=5=2,4 (10) 13,5=1=1,6 (10) 358=1=7,0 (10) 60=5=2 (6) 85=1=4,0 (6) 40=5=0,8 (10) 
Через 10 мин после введения тром-

сгустка (6) Более 5 мин нет бина— опыт 1 (1-я группа) 89,2=1=9,2 (10) 52,2=1=10,0 (10) 291=1=14,0 (10) Более 5 мин нет < сгустка (6) Более 5 мин нет бина— опыт 1 (1-я группа) 89,2=1=9,2 (10) 52,2=1=10,0 (10) 
сгустка (10) 

Р <0,001 <0 ,001 < 0 , 0 1 <0,001 <0 ,001 
Через 10 мин после введения тром-

сгустка (5). Более 5 мин нет бопластина — опыт 2 (2-я группа) 70,7—3,1 (11) 40,5=1=4,4 (И) 307=1=7,7 (10) Более 5 мин нет сгустка (5). Более 5 мин нет бопластина — опыт 2 (2-я группа) 70,7—3,1 (11) 40,5=1=4,4 (И) 
сгустка (7) 

Р <0,001 <0 ,001 <0 ,01 <0,001 '<0 ,001 
Через 10 мин посте введения 0,85% 

40=5= 1,0 (5) NaCI — контроль 1 (3-я группа) 41=1=1,8 (7) 12,9—3,1 (7) 364=1=8,8 (7) 57=5=3,0 (4) 83=1=1,7 (4) 40=5= 1,0 (5) 
Через 5 мин после следующего за 

тромбином введения протамин-
50=1=0,9 (6) 71=1=1,1 (6) 34=1=1,0 (5) сульфата (1-я группа) 29,2=5=2,2 (10) 0,8=1=0,01 (10) 399=1=7,0 (10) 50=1=0,9 (6) 71=1=1,1 (6) 34=1=1,0 (5) 

Р < 0 , 0 5 <0 ,001 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 
Через 5 мин после следующего за 

тромбопластином введения про-
68=1=2,1 (4) 35=1=0,8 (5) таминсульфата (2-я группа) 24,6± 1,8 (8) 1,8=1=0,3 (8) ' 410=1=12,7 (8) 51=1=1,1 (4) 68=1=2,1 (4) 35=1=0,8 (5) 

Р < 0 , 0 5 <0 ,001 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 
Через 15 мин после следующего за 

тромбином введения протамин-
30=1= 1,5 (8) сульфата (1-я группа) 25,3=1=2,3 (8) 0(8) 399=1=5,5 (8) — — 30=1= 1,5 (8) 

Р <0,01 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 <0 ,01 
Через 5 мин после следующего за 

40=1=0,9 (7) NaCI введения NaCI — контроль 2 ! 38=1=1,7(7) 12,0=1=0,9 (7) 349=1=12,2 (7) — — 40=1=0,9 (7) 
Р > 0 , 5 > 0 , 5 > 0 , 5 > 0 , 5 

Через 5 мин после следующего за 
NaCI введением протаминсульфа-

34=1=2,4 (7) та — контроль 3 20=1=0,8 (7) 0,6=5=0,9 (7) 384=5=9,7 (7) — — 34=1=2,4 (7) 
Р < 0 , 0 5 <0 ,01 > 0 , 5 < 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 СФА — суммарная фибринолитическая, Н.ФА — неферментативная фибринолитическая, АТА — антитромбиновая 
активность плазмы, Ф — концентрация фибриногена. Статистические показатели рассчитаны относительно исходного уровня. В скобках — число 
животных. 
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сравнению с контролем. Кроме 
того, у ста новле но увеличен ие 
антитромбиновой активности 
плазмы как после введения 
тромбина, так и после введения 
тромбопластина (не наблюда-
лось образования сгустка в те-
чение более чем 5 мин). У кон-
трольных крыс, получавших 
и иъекцию физиологического 
раствора, сгусток образовался 
в пределах 40 с. По данным 
тромбоэластограммы установле-
но значительное увеличение по-
казателя R тромбоэластограм-
мы у подопытных животных по 
сравнению с контрольными, по-
лучавшими инъекцию физиоло-
гического раствора (см. табл. 1). 

Через 5 мин после введе-
ния протаминсульфата живот-
ным 1-й и 2-й опытных групп, 
п р е д ва р и те л ь н о п олучавшим 
внутр и венные и нъекции тром-
бина или тромбопластина, изу-
ченные показатели свертываю-
щей и противосвертывающей 
систем свидетельствовали о на-
личии состояния гиперкоагуля-
ции. Так, суммарная фибрино-
литическая активность плазмы 
у крыс 1-й и 2-й опытных групп 
была ниже по сравнению с та-
ковой у контрольных (Р<С0,05), 
нефе рме итати в и ы й фибр и иол и з 
полностью исчезал. Показатели 
R и К тромбоэластограммы сви-
детельствуют об относительной 
гиперкоагуляции. 

При вскрытии животных 
1-й и 2-й опытных групп через 
6 мин после введения им про-
таминсульфата были обнаруже-
ны в 3 0 % случаев небольшие 
тромбы в коронарных сосудах 
сердца. В легких, печени, селе-
зенке и почках тромбы визуаль-
но обнаружены не были. При ис-
следовании экстрактов из пере-
численных органов не установ-
лена их нефермеитативная фиб-
ринолитическая активность, за 
исключением легких, обладав-
ших очень низкой нефермента-
тивной фибринолитической ак-
тивностью (24—28 мм2). У кон-
трольных животных, не полу-
чавших инъекций протамин-



сульфата , в тканях легких была обнаружена значительная нефермента-
тивиая литическая активность — 125—140 мм2. 

Через 15 мин после введения подопытным животным 1-й группы про-
таминсульфата у них возникала хорошо выраженная гиперкоагуляция кро-
ви. При этом суммарная фибринолитическая активность плазмы была до-
стоверно снижена (Р<С0,01) в 1,5 раза по сравнению с контрольными 
животными, получавшими вместо протаминсульфата 0 ,85% раствор NaCI. 
Иеферментативный фибринолиз в плазме подопытных крыс снизился до 
нуля , антитромбиновая активность уменьшилась на 10 с (Р<с0,01) по 
сравнению с контрольными. Концентрация фибриногена несколько 
повысилась. 

При вскрытии животных через 15 мин после введения протаминсуль-
фата на фоне ранее введенного тромбина были обнаружены небольшие 
тромбы в коронарных сосудах в 9 0 % случаев. При этом неферментативная 
фибринолитическая активность не была обнаружена ни в тканях ушков 
сердца, ни в тканях легких, печени и селезенки. 

Полученные результаты позволили допустить, что достаточно полная 
блокада гуморальной функции противосвертывающей системы, вызываемая 
внутривенным введением больших доз протаминсульфата, должна приво-
дить животных к гибели от тромботических осложнений. 

С целью проверки этого предположения был проведен следующий 
эксперимент. Иа фоне внутривенного введения тромбина крысам был инъ-
ецирован 0 , 6 % раствор протаминсульфата в дозе 4,5 мг (0,75 мл) на 200 г 
массы тела. В этих условиях в 60% случаев животные погибали от тром-
боза. При аутопсии тромбы были обнаружены в коронарных сосудах. 
Таким образом, связывание протаминсульфатом гепарина в его комплекс-
ных соединениях с белками крови и аминами в процессе их возникновения 
в кровотоке при возбуждении тромбином противосвертывающей системы 
явилось основной причиной тромботических осложнений, приведших жи-
вотных к гибели. 

Хроническое внутривенное введение 0,1 мл 1% раствора протамин-
сульфата животным уже через 7 дней вызывало у них снижение суммарной 
фибринолитической активности плазмы в 2,2 раза, неферментативного фиб-
ринолиза — в 5 раз, увеличение концентрации фибриногена на 145— 
135 м г % и снижение аититромбиновой активности плазмы крови на 5 с. 
К 14-му дню опыта после ежедневного введения протаминсульфата сум-
марная фибринолитическая активность плазмы была снижена более чем 
в 1,5 раза , неферментативный фибринолиз — более чем в 5 раз, кон-
центрация фибриногена повышена на 134 м г % по сравнению с показате-
лями у контрольных животных, которым внутривенно вводили физиологи-
ческий раствор (0,85% NaCI) (табл. 2). При проведении тромбиновой пробы 
иа 15-й день после хронического опыта, т. е. при внутривенном однократ-
ном введении животным опытной группы 60 ед. тромбина иа 200 г массы 
тела, наблюдалась гибель в 50% случаев. В контрольной группе после 
внутривенного введения той же дозы тромбина все животные выжили. 

Таким образом, на основании полученных экспериментальных данных 
можно заключить, что протаминсульфат не только in vi t ro, но и in vivo 
блокирует неферментативный фибринолиз путем связывания гепарина и 
диссоциации его комплексных соединений, являющихся важнейшими 
гуморальными компонентами противосвертывающей системы. Достаточно 
полная блокада гуморальной функции противосвертывающей системы, 
вызываемая внутривенным введением больших доз протаминсульфата, при-
водила к гибели животных от тромботических осложнений в коронарных 
сосудах. Внутривенное однократное введение умеренной дозы тромбина 
животным, в течение 14 дней получавших протаминсульфат, также вызы-
вало гибель животных от тромбоза в коронарных сосудах. 
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THROMBOTIC COMPLICATIONS IN BLOCKING EFFECT OF PROTAMINE-SULFATE 
ON NON-ENZYMATIC F IBRINOLYSIS IN ANIMAL BLOOD UNDER CONDITIONS 

OF ACTIVATION OF ANTICOAGULATION SYSTEM 

L. A. Lyapina, B. A. Kudryashov 

Laboratory of Physiology and Biochemistry of Blood Coagulation, M. V. Lomonosov State 
University, Moscow 

Protamine-sulfate blocked non-enzymatic fibrinolysis not only in vitro but also in vivo 
through binding of heparin and dissociation of its complexes, which are of great importance 
as humoral components of the anticoagulation system. Almost complete blocking of humoral 
agents of the anticoagulation system, caused either by a single intravenous administration 
of protamine-sulfate at large doses or by repeated administration of the substance at moderate 
doses within 14 days, led to death of the animals as a result of thrombotic complications related 
to appearance of additional thrombin in blood circulation. In these cases thrombosis occurred 

in to coronary blood vessels. The non-enzymatic fibrinolytic effect was not observed in extracts 
from lungs, auricula atrii and liver tissue of experimental animals, treated with protamine-
sulfate, as compared with the controls, administered with physiologic solution. 

УДК 612.049-085.23:577.152.321 

И. В. Цветкова, Т. В. Золотухина, Е. JI. Розенфельд, И. С. Розовский 

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

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Всесоюзный научно-исследо-
вательский институт акушерства и гинекологии Министерства здравоохранения СССР, 

Москва 

Представлены данные об активности в культуре клеток амниотической жидкости 
человека гликозидаз, недостаточность которых лежит в основе наследственных болез-
ней накопления. Полученные данные по активности гликозидаз в норме могут служить 
в качестве контрольных величин при проведении пренатальной диагностики наслед-
ственных гликолипидозов и гликопротеинозов. Приводится пример использования 
культуры клеток амниотической жидкости для пренатальной диагностики болезни 
Тея — Сакса. 

О п р е д е л е н и е а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в в к у л ь т у р е к л е т о к а м н и о т и ч е с к о й 
ж и д к о с т и ( А Ж ) н е о б х о д и м о д л я о с у щ е с т в л е н и я п р е н а т а л ь н о й д и а г н о с т и к и 
р я д а н а с л е д с т в е н н ы х з а б о л е в а н и й , в ч а с т н о с т и г л и к о л и п и д о з о в и г л и к о п р о -
т е и н о з о в [ 1 ] . В о с н о в е п о с л е д н и х л е ж и т н е д о с т а т о ч н о с т ь к а к о й - л и б о г л и -
к о з и д а з ы и л и о д н о й и з ее ф о р м , у ч а с т в у ю щ и х в к а т а б о л и з м е г л и к о л и п и д о в 
и г л и к о п р о т е и н о в . В р е з у л ь т а т е п р о и с х о д и т н а к о п л е н и е э т и х б и о п о л и м е -
р о в в к л е т к а х и к а к с л е д с т в и е н а р у ш е н и е ф и з и о л о г и ч е с к и х ф у н к ц и й к л е -
т о к . В с л у ч а е з а б о л е в а н и я п л о д а н е д о с т а т о ч н о с т ь т о г о и л и и н о г о ф е р м е н т а 
о б н а р у ж и в а е т с я и в к л е т к а х А Ж . О д н а к о о п р е д е л е н и е а к т и в н о с т и ф е р м е н -
т о в в н е к у л ь т и в и р о в а н н ы х к л е т к а х А Ж о с л о ж н я е т с я , в о - п е р в ы х , н е д о с т а -
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т о ч н ы м и х к о л и ч е с т в о м и , в о - в т о р ы х , н а л и ч и е м с р е д и ж и в ы х к л е т о к р а з -
л и ч н о г о к о л и ч е с т в а м е р т в ы х к л е т о к , ф е р м е н т а т и в н а я а к т и в н о с т ь к о т о р ы х 
м о ж е т б ы т ь и з м е н е н а . П о э т о м у д л я о ц е н к и а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в к л е т о к 
А Ж и с п о л ь з у ю т и х к у л ь т у р у . Е с т е с т в е н н о , ч т о д л я в ы я в л е н и я н е д о с т а т о ч -
ности ф е р м е н т а н е о б х о д и м о з н а т ь е г о а к т и в н о с т ь в н о р м е . В л и т е р а т у р е 
и м е е т с я р я д р а б о т по в ы я в л е н и ю а к т и в н о с т и г л и к о з и д а з к а к в н е к у л ь т и -
в и р о в а н н ы х к л е т к а х А Ж 12], т а к и в к у л ь т у р е к л е т о к А Ж 1.3, 4 ] . О д -
н а к о д а н н ы е , п о л у ч е н н ы е р а з н ы м и а в т о р а м и , и н о г д а з н а ч и т е л ь н о о т л и ч а -
ю т с я д р у г о т д р у г а , ч т о с в я з а н о , в е р о я т н о , с о с о б е н н о с т я м и м е т о д и ч е с к и х 
п р и е м о в , в ч а с т н о с т и с у с л о в и я м и к у л ь т и в и р о в а н и я к л е т о к . П о э т о м у ис -
с л е д о в а т е л и , з а н и м а ю щ и е с я п р о б л е м о й п р е н а т а л ь н о й д и а г н о с т и к и н а с л е д -
с т в е н н ы х э н з и м о п а т и й , д о л ж н ы р а с п о л а г а т ь с о б с т в е н н ы м и д а н н ы м и по 
а к т и в н о с т и с о о т в е т с т в у ю щ и х ф е р м е н т о в в к у л ь т у р е к л е т о к А Ж в н о р м е . 
Н и ж е п р е д с т а в л е н ы р е з у л ь т а т ы о п р е д е л е н и я а к т и в н о с т и н е с к о л ь к и х г л и -
к о з и д а з , н е д о с т а т о ч н о с т ь к о т о р ы х л е ж и т в о с н о в е н а с л е д с т в е н н ы х г л и -
к о л и п и д о з о в и г л и к о п р о т е и н о з о в , в к у л ь т у р е к л е т о к А Ж ч е л о в е к а . 

М е т о д и к а 

Метод культивирования клеток АЖ. Первичную культуру клеток А Ж получа-
ли по методу Нельсона [5] с некоторыми модификациями. Образец АЖ,. полученной 
амниоцентезом на 16—22-й неделе беременности, центрифугировали в течение 10 мин 
в стерильных пробирках. Клетки ресуспендировали в 1 мл эмбриональной телячьей 
сыворотки и переносили в пластиковый флакон площадью 25 см2 (форма «Falcon»). 
Через 20—30 мин, когда клетки прикреплялись к дну культуралы-юго сосуда, добав-
ляли 5 мл питательной среды Хем F-10 (фирма «Flow Lab.»), содержащей 20% 
эмбриональной телячьей сыворотки, 500 мкг/мл гентамицина и 20 мкг/мл фунгизона. 
Начальная концентрация жизнеспособных клеток составляла 600—800 клеток в 1 мл. 
Флаконы, неплотно закрытые крышками, помещали в термостат (фирма «Flow Lab.») 
во влажную атмосферу с подачей С0 2 при 37°С. Первую смену среды производили 
через 72 ч от начала инкубации, последующие смены — через каждые 6—7 дней. Ин-
кубация длилась 13—24 дня. Контроль роста культуры осуществляли при анализе 
культуральных матрасов под инвертированным микроскопом «Telaval» (фирма 
«К. Цейс», ГДР). Рост считался достаточным при достижении рыхлого монослоя или 
появления около 10 колоний диаметром 3—12 мм. Морфологически культура характе-
ризовалась смешанным типом роста (эпителиоидным, фибробластоподобным и пере-
ходным между этими двумя типами) с разной степенью преобладания клеток каждого 
типа в отдельных культурах. 

Обработка культуры клеток. В разные сроки культивирования при достижении 
достаточной степени роста клетки удаляли следующим образом. После сливания среды 
матрас отмывали 2 раза небольшим количеством смеси, состоящей из 0,9% раствора 
NaCI и 0,1 М фосфатного буфера рН 7,0 в соотношении 9 : 1 . Затем клетки снимали 
механически в небольшой объем указанной смеси. В некоторых случаях матрас пред-
варительно обрабатывали 0,25% раствором трипсина при 37°С в течение 2 мин. Су-
спензию клеток центрифугировали в течение 5 мин при 2000 об/мин. Если клетки 
снимали с помощью трипсина, то после центрифугирования их отмывали указанной 
выше смесыо и центрифугировали еще раз. Осадок клеток в той же центрифужной 
пробирке гомогенизировали в 0,2—0,5 мл воды (в зависимости от количества клеток). 
Часть гомогената брали на определение активности p-D-глюкозидазы по методу Пе-
терса [6], а к остальной части добавляли тритон Х-100 до конечной концентрации 
0,1% и через 1 ч при помощи центрифугирования получали экстракт клеток, в ко-
тором определяли активность остальных гликозидаз. В ряде опытов в качестве источ-
ника фермента использовали и нецеитрифугированный гомогенат, содержащий тритон 
Х-100. 

Определение активности гликозидаз. Д л я определения активности p-D-глюкози-
дазы к 20 мкл гомогената добавляли 10 мкл 6% раствора таурохолата-натрия, тщатель-
но перемешивали, добавляли 100 мкл 3,5 мМ 4-метилумбеллиферил-Р-0-глюкопира-
нозид, приготовленный на 0,1 М ацетатном буфере рН 5,0. Пробы инкубировали в 
течение 1 ч. Д л я определения других гликозидаз использовали экстракт или гомогенат 
клеток в количестве от 5 до 40 мкл (от 2 до 25 мкг белка), к которому добавляли 
50—100 мкл раствора субстрата на соответствующем буфере и инкубировали при 
37°С в течение 30—60 мин. Относительное содержание гексозаминидазы А определяли 
методом тепловой инактивации |7 | . В качестве субстратов использовали 4-метилум-
беллиферилгликозиды (фирма «Koch-Light»), растворы которых готовили на 0,1 М 
цитратно-фосфатном буфере рН 4,5, за исключением субстрата для P-D-глюкуронид-
азы, который готовили на 0,1 М ацетатном буфере pIT 5,0. Ниже приводятся условия 
определения активности гликозидаз (концентрация субстрата, количество фермента 
и время инкубации): p-D-галактозидаза — 1,25 мМ, 5 мкл, 30 мин; a-D-галактозида-
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за — 2,2 мМ, 30 мкл, 60 мин; P-D-гексозамииидаза — 1,5 мМ, 5 мкл, 30 мин; a-L~ 
фукозидаза — 1,25 мМ, 20 мкл, 60 мин; a-D-маннозидаза — 2,5 мМ, 10 мкл, 60 мин; 
p-D-глюкуронидаза — 1 мМ, 10 мкл, 60 мин; a-D-глюкозидаза — 1 мМ, 20 мкл, 60 мин. 

После инкубации к пробам добавляли 0,4 М глициновый буфер рН 10,5 до ко-
нечного объема 1,5 мл и измеряли флюоресценцию с помогцыо флюориметра, изготов-
ленного на основе фотоколориметра ФЭК-56 [8]. Количество отщепившегося 4-метил-
умбеллиферона оценивали по стандартному раствору в концентрации от 0,022 до 
0,352 мкг на 1,5 мл. Активность гликозидаз выражали в нанамолях отщепившегося 
4-метилумбеллифероиа на 1 мг белка за 1 ч. Белок определяли по методу Лоури |9 | . 

Д л я определения арилсульфатазы А использовали в качестве субстрата нитро-
катехолсульфат (фирма «Koch-Light») в концентрации 10 мМ, растворенный в 0,5 М 
ацетатном буфере рН 5,5, содержащем 5• 10 4 М пирофосфат натрия и 10% NaCI. 
Пробу, содержащую 20—40 мкл экстракта или гомогсиата и 100 мкл раствора суб-
страта, инкубировали в течение 2 ч при 37°С, добавляли 1 и. NaOH до объема 1,5 мл 
и измеряли поглощение при 515 нм. Количество отщепившегося п-нитрокатехола 
оценивали по стандартному раствору и выражали в нанамолях n-нитрокатехола на 
1 мг белка за 1 ч. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В табл. 1 и 2 представлены данные об активности гликозидаз в эк-
страктах и гомогенатах культуры клеток АЖ. 

Т а б л и ц а 1 
Активность гликозидаз (в нмоль/мг/ч) в экстрактах культуры клеток АЖ 

Фермент М ±т Пределы 
кол еб а н и i'i 

p-D-галактозидаза 451 r t Ю6 
1 

557—303 
a-D-галактозидаза 37=2:7,4 44—28 
a-L-фукозидаза 240— 123 397—90 
a-D-маннозидаза 135=t 58 251—75 
P-D-глюкуронидаза 95—9 104—38 
Арилсульфатаза А 208=±r 117 433—121 
p-D-гексозаминидаза общая 1782—750 3040—940 

Полученные нами данные согласуются с данными Баттерворса, кото-
рый приводит примерно такие же величины активности с такими же пре-
делами колебаний [3.1. В некоторых случаях определение активности гли-
козидаз мы проводили в гомогенатах, содержащих тритон Х-100, посколь-
ку при работе с культурой клеток А Ж часто приходится иметь дело с 
очень малым количеством материала. Оказалось, что гомогенаты культуры 
клеток А Ж являются не менее пригодным объектом для определения ак-
тивности гликозидаз. В табл. 2 представлены полученные данные. 

Из табл. 2 следует, что средняя активность гликозидаз в гомогенатах 
культуры клеток А Ж такая же, как и в экстрактах. Активность некоторых 
ферментов, например a-D-маннозидазы, (i-D-глюкуроиидазы и арилсульфа-
тазы А, в экстрактах и гомогенатах примерно одинакова. Активность 
p-D-галактозидазы и P-D-гексозамииидазы выше в гомогенатах, а актив-
ность a-L-фукозидазы — в экстрактах клеток. Необходимо отметить, что 
активность P-D-глюкозидазы в наших экспериментах была значительно 
выше, чем в исследованиях других авторов, в частности Баттерворса 13 1. 
Это связано, вероятно, с тем, что для определения активности (З-Э-глюко-
зидазы нами был использован метод Петерса 16 1, в котором в качестве де-
тергента используется таурохолат, солюбилизирующий этот фермент наи-
более эффективно. 

На основе полученных нами данных по активности гликозидаз в 
культуре клеток А Ж в норме предполагается проводить анализы А Ж с 
целью пренатальной диагностики таких наследственных болезней, как 
ганглиозидозы, болезнь Гоше, болезнь Фабри, метахроматическая лейко-
дистрофия и др. В качестве примера такой диагностики можно привести 
анализ культуры клеток А Ж пациентки Э. с отягощенной по болезни-



Т е я — Сакса наследственностью. В табл. 3 приведены данные об актив-
ности гексозаминидазы А (недостаточность которой лежит в основе забо-
левания ) в А Ж , в ее клетках и в культуре клеток А Ж у пациентки Э. 
Кроме того, представлены данные об активности гексозаминидазы А 
в лейкоцитах родившегося ребенка. 

Т а б л и ц а 2 
Активность гликозидаз (в нмоль/мг/ч) в гомогенатах культуры клеток АЖ 

Ферме пт м ± m Пределы 
колебаний 

р- D- га л а кто зидаза 675—228 1022—287 
а - D - га л а ктоз идаз а 42—21 80 — 17,5 
a-L-фукозидаза 168=1=91 363—77 
a-D-маннозидаза 134=1=85 291—52 
p-D-глюкуронидаза 75=1=36 158—38 
p-D-глюк оз идаз а 67=1=30 112—37 
а-D-глюкозидаза 29=1=17 55—10 
Арилсульфатаза А 206=1=48 266—107 
P-D-гексозаминидаза общая 2478—556 3065—1309 

% формы А 60 80—40 

Представленные в табл. 3 данные позволили считать, что в данном 
случае болезнь плода исключена, что и подтвердилось при последующем 
определении активности гексозаминидазы А в плаценте и лейкоцитах ре-
бе н к а. 

Т а б л и ц а 3 
Определение активности гексозаминидазы А (в % от общей активности) с целью пренаталь-

ной диагностики болезни Теи — Сакса 

Объект исследования Контроль Пациентка Э. Д а н н ы е литературы 
дли контроля [10] 

АЖ 18 17,6 21 
(12—29) 27 (11-26) 

Клетки А Ж 31 38 
(17—46) (30—47) 

Культура клеток АЖ 44—80 43—50 63—81 
Плацента 67 48 — 

Лейкоциты рсбенка 55—68 60 — 

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

При проведении пренатальной диагностики наследственных дефектов 
обмена необходимо учитывать возможность диагностических ошибок из-
за перекрывания активности ферментов в норме и при гетерозиготности 
и, что особенно важно, активности у гетерозигот и больных гомозигот. 
Такие ошибки, связанные, по-видимому, с использованием для диагностики 
культур , отличающихся по условиям культивирования от контрольных, 
описаны в литературе 111]. Поэтому абсолютным требованием при прове-
дении пренатальной диагностики является строгое соблюдение стандарт-
ных условий выращивания клеток (время культивирования, число пасса-
жей и др.) , методов их обработки и определения активности ферментов 
в контроле и в исследуемом материале. 

Вторым важным условием диагностики является обследование семьи 
с отягощенной по тому или иному заболеванию наследственностью. За-
дачей такого обследования является выявление особенностей активности 
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ф е р м е н т а , х а р а к т е р н ы х д л я д а н н о й с е м ь и . Д е л о в т о м , что н е д а в н о о п и с а -
н ы с л у ч а и н а с л е д с т в е н н ы х г л и к о л и п и д о з о в , к о г д а с р е д и р о д с т в е н н и к о в 
б о л ь н о г о р е б е н к а и м е л и с ь п р а к т и ч е с к и з д о р о в ы е л и п а с о ч е н ь н и з к о й 
а к т и в н о с т ь ю с о о т в е т с т в у ю щ е й г л и к о з и д а з ы 1 1 2 — 1 4 ] . С д р у г о й с т о р о н ы , 
у н е к о т о р ы х б о л ь н ы х д е т е й с в ы р а ж е н н ы м и п р и з н а к а м и з а б о л е в а н и я 
о б н а р у ж и в а л и в ы с о к у ю о с т а т о ч н у ю а к т и в н о с т ь г л и к о з и д а з ы [ 1 5 ] . В с в я з и 
с э т и м о б с л е д о в а н и е ч л е н о в с е м ь и п р и п р е н а т а л ь н о й д и а г н о с т и к е з а б о л е -
в а н и й , о б у с л о в л е н н ы х н е д о с т а т о ч н о с т ь ю г л и к о з и д а з , к р а й н е в а ж н о , по-
с к о л ь к у м о ж е т о б л е г ч и т ь и н т е р п р е т а ц и ю р е з у л ь т а т о в а н а л и з а . 
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ACTIVITY OF GLYCOS1DASES IN CELL CULTURE OF HUMAN AMNIONIC FLUID 

I. V. Tscetkova, Т. V. Zolotukhina, E. L. Rosenfeld, / . S. Rosovsky 

Institute of Biological and Medical Chemistry, Academy of Medical Sciences of the U S S R , 
All-Union Research Institute of Obstetrics and Gynecology, Ministry of Public Health 

of the USSR, Moscow 

Deficiency of glyccsidases is a fundamental feature of the hereditary diseases of glyco-
conjugate accumulation. The data obtained on activity of glycosidases in cell culture of nor-
mal amnionic fluid might be used as standards in prenatal diagnostics of hereditary glycol i-
pidoses and glycoproteinoses. Use of cell culture of amnionic fluid for prenatal diagnosis of 
Tay-Sachs disease is described. 

УДК 612.354.3.001.57 

Г. Ф. Жирное, М. В. Изотов, И. И. Карузина, Ю. М. Лопухин, 
А. И. Арчаков 

М О Д Е Л И Р О В А Н И Е О К И С Л И Т Е Л Ь Н О Й Д Е Т О К С И Ц И Р У Ю Щ Е Й 
Ф У Н К Ц И И П Е Ч Е Н И С ПОМОЩЬЮ Р Е А К Ц И Й Э Л Е К Т Р О Х И М И Ч Е С К О Г О 

О К И С Л Е Н И Я 

Научно-исследовательский центр II Московского медицинского института 
им. Н. И. Пирогова 

Лредложена электрохимическая система, позволяющая моделировать окислитель-
ные реакции, протекающие на цитохроме р-450. Предполагается, что подобная систе-
ма в комплексе с диализатором может быть использована для окисления и выведения 
из организма животных и человека различных токсичных гидрофобных веществ экзоген-
ного и эндогенного происхоо/сдения. 

Н а о к и с л е н и е с а м ы х р а з н о о б р а з н ы х по своей п р и р о д е х и м и ч е с к и х 
с о е д и н е н и й , п о п а д а ю щ и х в о р г а н и з м и з в н е , а т а к ж е р я д а э н д о г е н н ы х суб-
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с т р а т о в р а с х о д у е т с я к и с л о р о д , а к т и в и р о в а н н ы й в ф е р м е н т н о й с и с т е м е , 
с о с т о я щ е й и з Н А Д Ф • Н - с п е ц и ф и ч е с к о г о ф л а в о п р о т е и д а и ц и т о х р о м а р-
450 . Л о к а л и з о в а н а о н а в м е м б р а н а х э н д о п л а з м а т и ч е с к о г о р е т и к у л у м а 
к л е т о к п е ч е н и 11 1. С п о с о б н о с т ь ц и т о х р о м а / ? - 4 5 0 - г и д р о к с и л а з н о й систе -
м ы п е ч е н и п р е в р а щ а т ь н е п о л я р н ы е с о е д и н е н и я в п о л я р н ы е п о з в о л я е т р а с -
с м а т р и в а т ь ее в к а ч е с т в е о с н о в н о й с и с т е м ы , в ы п о л н я ю щ е й д е т о к с и ц и р у ю -
щ у ю ф у н к ц и ю по о т н о ш е н и ю к г и д р о ф о б н ы м в е щ е с т в а м в о р г а н и з м е ж и в о т -
н ы х и ч е л о в е к а . В р е з у л ь т а т е г и д р о к с и л а з н ы х р е а к ц и й , п р о т е к а ю щ и х на 
ц и т о х р о м е />-450, п р о д у к т ы о к и с л е н и я с т а н о в я т с я б о л е е г и д р о ф и л ь н ы м и 

Рис. 1. Электрохимическая установка. 
1 — электрохимическая ячейка; 2 — катодный иольтметр ЛПУ-01; 3 — стабилизирующий источник 
питания; 4 — миллиамперметр; 5 — термостат; 6 — диализатор; 7 — насос; 8 — сосуд для диали-

за Ц И о И110 Й жидкое 'I' и . 

и, с л е д о в а т е л ь н о , в о т л и ч и е от и х н е п о л я р н ы х п р е д ш е с т в е н н и к о в м о г у т 
б ы т ь л е г к о у д а л е н ы и з м е м б р а н к л е т к и в в о д н у ю ф а з у 11 1. 

В н а с т о я щ е м и с с л е д о в а н и и б ы л а п р е д п р и н я т а п о п ы т к а м о д е л и р о в а т ь 
в п р о с т о й э л е к т р о х и м и ч е с к о й с и с т е м е г и д р о к с и л а з н ы е р е а к ц и и , п р о т е к а ю -
щ и е на ц и т о х р о м е р-450. П р о д у к т ы о к и с л е н и я п р е д п о л а г а л о с ь у д а л я т ь 

п о м о щ ь ю д и а л и з а . , v 
и. ; 

М е т о д и к а 

Реакции электрохимического окисления проводили на установке, представлен-
ной на рис. 1. В электрохимическую ячейку обт>емом 150 мл помещали вибрирующую 
с частотой 20 Гц и амплитудой 2 мм пару электродов. Анодом служила платиновая 
проволока диаметром 0,3 MIVI и длиной 32 мм, катодом — никелевая пластинка дли-
ной 55 мм, шириной 55 мм и толщиной 0,3 мм. Потенциал подавали от стабилизи-
рованного источника питания постоянного тока фирмы «Labor» (Венгрия). Потенциал 
катода 650 мВ относительно насыщенного каломельного электрода измеряли катодным 
вольтметром ЛПУ-01. Силу тока регистрировали миллиамперметром. Продукты окис-
ления, образованные в электрохимической ячейке, удаляли в диализационной камере 
фирмы «Labor» (Венгрия). Скорость протекания через диализациониую систему 
диализата была равна 10 мл/мин, диализирующего раствора — 80 мл/мин. Скорость 
окисления билирубина определяли по изменению его абсолютного спектра поглощения 
при 290—600 им. Д л я стабилизации билирубина в раствор добавляли бычий сывороточ-
ный альбумин из расчета 1 г белка на 16 мг билирубина [2]. Скорость окисления 
паранитроанизола (пНА) в параиитрофенол (пНФ) измеряли по изменению оптиче-
ской плотности при 395 им. По количеству образовавшегося формальдегида определя-
ли скорость деметилироваиия амидопирина (1-фенил-2,3-диметил-4-диметиламинопира-
золон-5) (АП) [3]. Скорость окисления анилина (АН) измеряли по образованию п-ами-
нофенола [3]. Скорость гемолиза измеряли по изменению оптической плотности при 
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545 им |4]. Все измерения оптической плотности при окислении и удалении окислен-
ных производных субстратов проводили на спектрофотометре «Hitachi-124». Реакцию 
в электрохимической ячейке, а также удаление окисленных продуктов в диализ ацион-
ной камере проводили при температуре 37°С. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Реакция окисления билирубина сопровождается переходом его в 
биливердин, дальнейшее окисление которого происходит с образованием 
бесцветных продуктов 15]. Подобное превращение наблюдается в растворе 
билирубина, помещенном в электрохимическую ячейку. Через 15 мин 
ярко-оранжевый раствор билирубина становится зеленым, а затем обес-
цвечивается. Изменение окраски хорошо регистрируется в пробах, отобран-
ных для спектрального анализа (рис. 2, Л, кривые / -5). В электрохи-

с{ис. 2. Окисление в электрохимической системе свободного (Л) и связанного с аль-
бумином (Б) билирубина. 

Среда объемом 150 мл содержала 20 мМ фосфатный буфер рН 7,4, 150 мМ NaCI и 2 • 10—6 М би-
лирубин. В случае Б в среду инкубации добавляли 250 мг альбумина. / — свежеприготовленный; 
раствор билирубина; 2 — самоокисление билирубина в течение 120 мим. Окисление билирубина при. 
v 650 мВ и 1 12 мА; 3 — 15 мин; 4 — 30 мин; 5 — 45 мин. 

мической системе удается окислить не только свободный билирубин, но и 
билирубин, стабилизированный альбумином. Видно, что в присутствии 
альбумина реакция замедляется и полное обесцвечивание раствора на-
блюдается через 45 мин (см. рис. 2, Б , кривые 1—5). Продукты окисле-
ния билирубина не имеют четко выраженных максимумов поглощения в 
УФ- и видимой области (290—600 нм), что не позволяет спектрофото-
метрически идентифицировать их в диализационной жидкости. Накопле-
ние в диализационной жидкости окисленных продуктов удается просле-
дить при использовании в качестве субстратов окисления пНА, АП и АН. 
Реакция пНА хорошо изучена в микросомах печени. В результате оки-
сления метильной группы пНА превращается в пНФ, который можно лег-
ко регистрировать по поглощению в области 395 нм [1 ]. Было обнаруже-
но (рис. 3, кривая а), что включение тока инициирует образование пНФ 
и в электрохимической ячейке. Реакцию заканчивали через 3 ч, когда 
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концентрация окисленного продукта выходила на стационарный уровень.. 
Хорошо видно, что после выключения тока и подключения диализацион-
ной системы пНФ начинает выходить в диализационную жидкость (см. 
рис. 3, кривые а и б). 

Аналогичные результаты можно получить, окисляя в электрохимиче-
ской ячейке АН. По данным, представленным на рис. 4 (кривые J и 2)у 

Рис. 3. Скорость образования и диализ 
пНФ. 

Диализат объемом 350 мл содержал 20 мМ фое" 
фатный буфер рН 7,4, 150 мМ NaCI и 10~ у М л НА. 
Диализациоииая жидкость объемом 350 мл со-
держала '20 мМ фосфатный буфер р i I 7,4 и 
150 мМ NaCI. Окисление пНА проводили при v— 
650 мВ и I 12 мА. Стрелка J — включение тока; 
стрелка 2 начало диализа. Кривая а — накоп-
ление пНФ в диализате; б — накопление пНФ в 

диализационной жидкости. 

0 60 120 /SO 240 300 360 400мин 

Рис. 4. Окисление АП и диализ обра-
зовавшегося при этом формальдегида. 
Диализат ( / ) объемом 350 мл содержал 20 мМ 
фосфатный буфер рН 7,4, 150 мМ NaCI, 10 мМ 
АП. Диализациоииая жидкость (2) объемом 
350 мл содержала 20 мМ фосфатный буфер рН" 
7,4 и 150 мМ NaCI. Окисление АП проводили 
при v — 650 мВ и I 12 мА. Стрелкой указан 

момент начала диализа. 

можно судить о скорости накопления, а затем удаления с помощью диали-
за формальдегида, образованного при деметилироваиии АП. 

С наибольшей скоростью в электрохимической ячейке окислялся АН-
На рис. 5 приведены данные, из которых можно заключить, что п-амино-

300 мин 
Рис. 5. Окисление анилина и диализ п-

аминофенола. 
Диализат (/) объемом 350 мл содержал 20 мМ фос* 
фатный буфер рН 7,4, 150 мМ NaCI и 1 мМ ани-
лин. Диализациоииая жидкость (2) объемом 350 мл 
содержала 20 мМ фосфатный буфер рИ 7,4 и 
150 мМ NaCI. Окисление проводили при v — 
650 мВ и 1 14 мА. Стрелкой указан момент начала 

диализа. 

60 120 1В0мин 

Рис. 6. Скорость окисления анилина в. 
электрохимической ячейке. 

Инкубационная смесь объемом 150 мл содер-
жала 20 мМ фосфатный буфер рН 7,4, 150 мМ* 
NaCI и 1 мМ анилин. / — окисление анилина 
при вынесенном катоде при v — 9,5 В и Г 
14 мА; 2 — при вынесенном аноде при v — 
650 мВ и I 14 мА; 3 — контрольное окисление 

анилина при v — 650 мВ и I 14 мА. 

фенол, образовавшийся в диализате при пропускании тока через раствор 
АН (см. рис. 5, кривая У), начинает удаляться в диализационную жид-
кость после выключения тока и подсоединения диализационной камеры 
(см. рис. 5, кривая 2). 
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Б ы л о проведено дополнительное исследование с одним из о к и с л я е м ы х 
субстратов анилином д л я выяснения места его окисления в электрохими-
ческой системе. С этой целыо из нее выносили либо катод, либо анод. И х 
помещали в с т е к л я н н у ю трубочку , наполненную насыщенным раствором 
КС1, которая соединялась с ячейкой через агаровый мостик. Судя по кри-
вым, приведенным на рис. 6, отчетливо видно, что А Н окисляется на 
аноде (см. рис. 6, к р и в а я 1). Однако при вынесении катода п-аминофенол 

начинал образовываться при более высоком по-
тенциале . Потенциал его относительно насыщен-
ного каломельного электрода устанавливался та-
ким образом, чтобы сила тока была та ж е (14 мА), 
что и в случае , когда из электрохимической ячей-
ки анод и катод не выносили. 

Электрохимическая система способна окис-
л я т ь API и в крови . К р и в а я , и зображенная на 
рис. 7, характеризует скорость образования п-
аминофеиола в гепаринизированной крови собаки. 
Т а к к а к сила тока при пропускании его через 
к р о в ь снижается в связи с высоким ее сопротив-
лением, то потенциал катода необходимо было уве-
личить д о — 1 В. Окисление А Н в п -аминофенол 
в такой системе не сопровождалось гемолизом 
эритроцитов , измеренным по поглощению при 
545 нм. 

пров од и лй при v — 1 В и Таким образом, электрохимическая система 
• способна о к и с л я т ь различные соединения, что де-
лает ее похожей на цитохром /?-450-гидроксилаз-

ную систему мембран эндоплазматического ретикулума печени. В резуль-
тате электролиза неполярные субстраты гидроксилирования становятся 
более гидрофильными, и их удается удалить с помощью д и а л и з а . Весьма 
вероятно, что д а л ь н е й ш а я разработка и усовершенствование подобных 
установок позволяет создать модельную систему, способную выполнять 
окислительную детоксицирующую ф у н к ц и ю печени. 
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SIMULATION OF OXIDATIVE DETOX ICAT1NG FUNCTION OF LIVER TISSUE 
USING REACTIONS OF ELECTROCHEMICAL OXIDATION 

G. F# Zhirnov, M. V. Izotov, /. I. Karuzina, Yu. M. Lopukhin, A. I. Archakov 

Research Centre, N. I .Pirogov II Medical School, Moscow 

An electrochemical system is developed, which permits to simulate oxidative reactions, 
processing in presence of cytochrome P-4'50. This system, combined with a dialyzing appa-
ratus, may be used for oxidation and elimination of various hydrophobic substances of exo-
and endogenous origin from animal and human organisms. 

E630 
0 , 8 -

0 60 120 /60 мин 

Рис. 7. Окислеиие ани-
лина в гепаринизиро-
ванной крови собаки. 

Инкубационная смесь содер-
жала 150 мл крови собаки, 
2000 Е Д гепарина и 5 мМ 
анилин. Окисление анилина 
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