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ВОПРОСЫ Медицинской 

ХИМИИ 



вить, что в составе гидролизатов инги-
битора плазмы крови крыс, а также ин-
гибиторов выделенных из перечислен-
ных выше тканей крыс содержатся одни 
и те же аминокислоты: алании, арги-
нин, аспарагиновая кислота, валин, 
глутаминовая кислота, лейцин, лизин, 
пролин, серии, фенилалании и цистии. 

Таким образом, при помощи второй 
из приведенных выше совокупностей 
приемов удается выделить гомогенный 
препарат ингибитора самосборки фиб-
рина, пригодиы й дл я а налитич ее ки х 
целей. 
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P rocedures for i so la t ion of an i n h i b i t o r 
of the f ib r in se l fassoc ia t ion are descr ibed . The 
procedures involved d ia lys i s across c u p r o p h a n e 
or c e l l o p h a n e T-100, ion exchange chroma-
tog raphy (the f i rs t method) or gel f i l t r a t i o n 
(the second me thod) . The p roduc t c o n t a i n i n g 
a m i n o acid i m p u r i t i e s was o b t a i n e d a f t e r 
d i a ly s i s across c u p r o p h a n e and ion exchange 
c h r o m a t o g r a p h y ; a homogenous i n h i b i t o r was 
isola ted by means of d i a lys i s across c e l l o p h a n e 
T-100 and gel f i l t r a t i o n th rough Sephadex 
G-50. 
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Ф. 3. Меерсон, А. Д. Дмитриев, В. И. Заяц, И. И. Рожицкая, Е. А. Кизим 

ВЛИЯНИЕ СТРЕССА, ИНФАРКТА И АДАПТАЦИИ К КОРОТКИМ 
СТРЕССОРНЫМ ВОЗДЕЙСТВИЯМ НА СОДЕРЖАНИЕ 
ОПИОИДНЫХ ПЕПТИДОВ В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ 

Институт общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Всесоюзный 
научный центр психического здоровья АМН СССР, Москва 

Открытие опиоидных пептидов в го-
ловном мозге оказалось возможным на 
основе общей идеи о наличии в нем ра-
нее установленных фармакологами опи-
атных рецепторов, связанных с сущест-
вованием эндогенных лигандов, по хи-
мической структуре и действию подоб-
ных морфию и играющих важную роль 
в регуляции функций мозга [4]. Однако 
даже после установления химической 
структуры и распределения в мозге эн-
дорфинов и энкефалинов 12, 6] вопрос об 
их роли в конкретных физиологических 
реакциях организма остается во многом 
нерешенным. Так, например, известно, 
что Р-эндорфин и энкефалины выделя-
ются в кровь при стрессе 151 и при опре-
деленных стрессорных ситуациях могут 

накапливаться в тканях мозга 12]. Од-
нако неясно, как изменяется содержание 
этих опиоидных пептидов в тканях моз-
га при адаптации к повторным стрессор-
ным воздействиям. Между тем вопрос 
этот представляет существенный инте-
рес для понимания физиологической ро-
ли указанных пептидов в организме, 
так как известно, что такого рода адап-
тация к стрессорным воздействиям может 
предупреждать повреждения сердца и 
других органов при длительном стрес-
се и ограничивать нарушения сокра-
тительной функции сердца при инфаркте 
миокарда 13]. 

В соответствии с изложенным цель на-
стоящей работы состояла в определении 
содержания (3-эндорфина и энкефалинов 
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Содержание опиоидных пептидов (в фмоль на 1 мг ткани) при стрессе, инфаркте и адаптации 
» структурах мозга и надпочечниках ( / И ± ш ) 

Пептиды 
О б ъ е к т 

С т р е с с И н ф а р к т А д а п т а ц и и 
Пептиды и с с л е д о в а и ия 

1 
и с с л е д о в а и ия 

1 контроль опыт к о н т р о л ь опыт к о н т р о л ь опыт 

I и п о т а л а м у с 
М о з ж е ч о к 
Г и п о т а л а м у с 
С г р и а т у м 
Кора мозга 
Н а д п о м е ч и и к и 
М о з ж е ч о к 
Г и п о т а л а м у с 
Стриатум 
Кора мозга 
Н а д п о ч е ч и ик и 

11,6± 1,2 
2 1 , 6 ± 5 , 1 

2 б 5 , 4 ± 2 7 , 8 
3 1 2 , 5 ± 3 2 , 6 

6 1 , 0 ± 5 , 4 
2 9 , 3 ± 17,5 
3 6 , 5 ± 5 , 9 

5 6 4 , 0 ± 5 7 , 0 
4 5 6 , 5 ± 5 2 , 8 * ' 

77,4 ± 7 , 4 
4 2 , 8 ± 5 , 3 

1 5 , 7 ± 0 , 6 
4 2 , 3 ± 4 , 7 * 

2 9 5 , 0 ± 16,5 
289,3 ± 2 5 , 4 

7 0 , 9 ± 5 , 9 
101, 1 ± 2 7 , 8 
4 8 , 8 ± 6 , 6 

594 ,6 ± 4 4 , 7 
694 ,6 ± 3 2 , 6 

7 7 , 9 ± 6 , 8 
5 6 , 5 ± 5 , 2 

7 , 8 ± 0 , I 
3 9 , 8 ± 12,9 

263 ,9 ± 1 , 7 
293,7 И 7 , 9 

94, 0 ± 9 , 8 
1 0 7 , 0 ± 3 8 , 6 
2 8 , 4 ± 3 , 3 

4 6 1 , 6 ± 2 6 , 3 
130,0 I 27 ,5 
96, 0 I 14,2 
32 ,8 ± 5 , 3 

1 2 , 5 ± 0 , 8 * * * 
/ 1 0 , 9 ± 7 , 2 

3 9 6 , 5 ± 2 3 , 9 * *" 
376, . ! 18,2 
86,5 ±2,6 

151,4 ± 3 8 , 6 
22,1±1,7 

554,4 ± 3 3 , 9 
5 8 4 , 7 ± 4 0 , 5 * * 

76, 1 ± 4 , 7 
60,7± 12,6 

10,2+0,8 
2 0 , 2 ± 3 , 8 

1 2 3 , 3 ± 2 2 , 9 
1 8 6 , 0 ± 17.5 
49, 1 ± 5 , 7 
7 1 , 8 ± 8 , 4 
2 2 , 3 ± 7 , 8 

2 2 6 , 7 ± 0 , 2 
2 6 3 , 2 ± 8 , 9 

6 0 , 5 ± 7 , 5 
5 3 , 7 ± 1,7 

П р и м е ч а н и е . Д о с т о в е р н о с т ь р а з л и ч и й д а н н ы х , п о л у ч е н н ы х при с т р е с с е , и н ф а р к т е и а д а п т а ц и и , 
п в с о о т в е т с т в у ю щ е м к о н т р о л е : одна з в е з д о ч к а — р < 0 ,05 , д в е — р < 0 , 0 1 , т р и < 0 , 0 0 1 . 

в различных отделах головного мозга и 
надпочечниках после 3 различных воз-
действий: после длительного иммобили-
зационного стресса, после инфаркта мио-
карда, и наконец, после длительной 
11осте 11 ей ной ада i гга i;и и к кор отки м 
стрессорным воздействиям. 

М е т о д и к а 
Опыты проводили на к р ы с а х - с а м ц а х ли-

нии Вистар с массой тела 180—200 г. Б ы л о 
выполнено 4 серии экспериментов. В I серии 
в эксперимент были взяты контрольные жи-
вотные — отдельно для к а ж д о й из последую-
щи х трех групп ; во 11 се р и и — жи BOTH ые 
после длительного иммобилизациониого стрес-
са ; в 111 серии — ж и в о т н ы е с эксперимен-
тальным инфарктом м и о к а р д а ; в IV серии -
ж и в о т н ы е , постепенно адаптированные к ко-
ротким стрессорным воздействиям. 

Иммобилизационный стресс вызывали пу-
тем фиксации животных в положении на 
спине в течение 10 ч. Спустя 2 ч животных 
з а б и в а л и . Экспериментальный инфаркт вос-
производили перевязкой нисходящей ветви 
левой коронарной артерии по Селье . Ж и в о т -
ных декапитировали через сутки после пере-
вязки артерии . П л о щ а д ь инфаркта составля-
ла около 50—60% от общей площади левого 
ж е л у д о ч к а на его н а р у ж н о й поверхности и 
около 45% на внутренней . Контролем слу-
жили животные , подвергнутые торакотомии 
без перевязки коронарной артерии , и ин-
тактные животные . Адаптацию к коротким 
и м м об и л и за ци о и н ы м стр ессор шлм в оз де й ст-
виям проводили в течение 13 дней путем фик-
сации животных в положении на спине : в 
первый день на 15 мин, во второй день на 
30 мин, в третий на 45 мин и в последующие 
10 дней на 1 ч. В каждой серии опытов было 
использовано по 7 крыс. Немедленно после 
дека цитации животных вскрывали черепную 
коробку , мозг и з в л е к а л и , в звешивали и по-
мещали в 0,2 М HCI. Концентрацию Leu-
и Mct -эикефалинов определяли в коре, моз-
жечке , стриатуме и надпочечниках , а содер-
жание р-эндорфина — только в гипоталамусе . 
Пробы прогревали при 80 °С в течение 20 мин 
и измельчали на холоду в гомогенизаторе 
(стекло — стекло). Экстракты центрифуги-
ровали (5000 g, 0 С, 30 мин), осадок у д а л я л и . 

Ыадосадочиую жидкость нейтрализовали До 
р Н 7,0 1 М NaOIT с 0 ,2 М N a 2 H P 0 4 ; образо-
в а в ш а я осадок у д а л я л и центрифугирова-
нием, а надосадочиую жидкость использо-
вали д л я радиоиммунологического опреде-
лен и я о п и о и д н ы х п е п т и д о в. 

Радиоиммунологическое определение опио-
идных пептидов. Все компоненты инкуба-
ционной смеси растворяли в буфере следую-
щего состава : 0 ,05 М N а-фосфат (рН 7,5) с 
0 ,15 М NaCI, 0 ,2% или 1% бычьего сыворо-
точного альбумина д л я эн кефали нов и Р-эн-
дорфина соответственно, 0 ,01% N a N 3 ( Р И А -
буфер) . 

И н к у б а ц и о н н а я смесь в конечном объеме 
1 мл с о д е р ж а л а соответствующий 1 2 В1-пептид— 
104 и м п - м и и - 1 в 0,1 мл, антисыворотку в со-
ответствующем разведении — 0,1 мл, стан-
дартное количество пептида (в случае калиб-
ровки) — 0,1 мл или неизвестный образец 
0 ,2—0,4 мл, Р И А - б у ф е р до конечного объема 
1 мл. Получение антисывороток к опиоидным 
пептидам, йодирование пептидов и использо-
вание антисывороток д л я радиоиммунологиче-
ского определения описаны ранее [1]. Антисы-
воротки х а р а к т е р и з о в а л и с ь следующими свой-
ствами: а нти сыворотка к (З-эидорфину (№ 50) 
имела перекрестную иммунореактивность с 
а - эндорфином 0 , 1 5 % , с у-эндорфииом 0 , 8 % , 
с Leu- и Me t-эн кефали нам и менее 0 ,02% и 
р-л и п отр о п и и ом 6 , 6 % ; а нти с ы во р от к а № 17 
к Lcu-эикефалину обладала перекрестной им-
м у и о р е а к т и в н о с т ы о с Mct -энкефалином 0 , 9 3 % , 
с ос-, Р", 7 -эидорфииами и Р-липотропином ме-
нее 0 , 0 1 % ; антисыворотка № 19 к Mct -энке-
фалипу п р о я в л я л а п е р е к р е с т н у ю иммунореак-
т и в н ост ь в отн 01 не нии Z е п- Э11 ке фа липа 5 ,8%, 
с эндорфииами и Р-липотропином менее 0 , 1 % . 
П р и р а д и о и м м у н о л ог и че ск ом о п ре д е л е н и и 
и Leu- и Met-эи кефали нов пробы инкубиро-
вали в течение 16—18 ч; в случае Р-эидорфи-
на и с п о л ь з о в а л и д в у х с т а д и й н у ю ииубацию, 
д о б а в л я я метку через 16—18 ч, с последую-
щей и н к у б а ц и е й в течение 2 сут. Все инкуба-
ции проводили на холоду при 4 °С. Д л я раз-
д е л е н и я с в я з а н н о г о и свободного 12Г)1-пептида 
к пробам д о б а в л я л и 0,1 мл нейтральной сы-
воротки кролика в разведении 1 : 30, 0,1 мл 
ослиных антител к иммуноглобулинам кро-
л и к а в п ре ци пи тирующей концентрации и 
0 ,6 мл 8 % п о л и э т и л е н г л и к о л я (мол. м. 6000). 
Пробы перемешивали на вихревом смесителе 
и ц е н т р и ф у г и р о в а л и (1500 g, 0 0 С, 30 мин). 
Н а д о с а д о ч и у ю жидкость отсасывали с i io-
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мощью водоструйного насоса . Р а д и о а к т и в н о с т ь 
в осадках определяли на гамма-счетчике «Beck-
ma п-4000». 

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

Из результатов экспериментов, пред-
ставленных в таблице, следует, что в со-
ответствии с ранее известными данными 
[2, 61 наибольшее содержание энкефали-
нов отмечено в стриатуме; содержание 
их в других отделах мозга было меньше. 
При использованпых воздействиях во 
всех отделах мозга наблюдали выра-
женную тенденцию к увеличению содер-
жания Leu- и Met-энкефалинов. Однако 
достоверное увеличение уровня Leu- и 
Ме1-эикефалинов после стресса и ин-
фаркта обнаруживали в том отделе мозга, 
где исходное их содержание было наи-
большим, т. е. в стриатуме. При этом 
через 2 ч после завершения стрессорно-
го воздействия содержание Met-энкефа-
линов в стриатуме было увеличено на 
5 0 % (/?<0,01). Через сутки после раз-
вития инфаркта содержание Ме1-энке-
фалинов в стриатуме было увеличено 
на 3 5 % (/;<с0,01), а Len-энкефалинов 
на 2 8 % (р<0,01). Содержание [3-эндор-
фина в гипоталамусе достоверно возра-
стало после обоих воздействий: при ин-
фаркте в 1,5 раза (/;<0,001), при стрес-
се на 30% (р<0,01) . 

Таким образом, содержание энкефа-
линов в зоне преимущественной локали-
зации энкефалинергических нейронов (в 
полосатом теле и гипоталамусе) сущест-
венно увеличивается в результате таких 
острых стрессорпых воздействий, как 
длительная иммобилизация и инфаркт 
миокарда. Из таблицы также следует, 
что при постепенной адаптации к корот-
ким стрессориым воздействиям это яв-
ление оказывается еще более выражен-
ным. Видно, что адаптация к повторным 
коротким стрессориым воздействиям выз-
вала увеличение содержания энкефали-
нов и Р-эпдорфина во всех изученных 
структурах мозга и надпочечниках. Од-
нако достоверным этот сдвиг оказался 
лишь там, где исходное содержание оп-
ределяемых пептидов было высоким: в 
стриатуме, гипоталамусе и надпочечни-
ках. Содержание Р-эндорфина в гипота-
ламусе увеличилось в результате адап-
тации на 75 %. Содержание Leu- и Met-
эн кефали нов в гипоталамусе, стриатуме 

и надпочечниках возросло примерно 
вдвое. 

Таким образом, полученные данные 
показывают, что острое стрессор мое воз-
действие, в частности инфаркт миокарда, 
и еще в большей мере адаптация к корот-
ким стрессориым воздействиям законо-
мерно приводили к накоплению опиоид-
ных пептидов в мозге и надпочечниках. 
Учитывая аналгезирующее действие этих 
нейропептидов [7], а также их влияние 
на психоэмоциональную сферу, можно 
думать, что такое увеличение резерва 
опиоидных пептидов в организме повы-
шает его резистентность к последующим 
повреждающим воздействи ям. 
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Con ten t of р -endorph ine , Met- and Leu-
e n c e p h a l i n e s was s tud ied in va r ious bra in 
reg ions a n d in ad rena l g l a n d s a f t e r long- te rm 
i m m o b i l i z a t i o n s t ress , a f t e r myocard ia l in-
f a r c t i o n and d u r i n g prolonged g r a d u a l adap-
t a t i o n to sho r t - t e rm s t ressory a f fec t s . Acute 
s t ressory c o n d i t i o n s , myoca rd i a l i n f a r c t i o n o r , 
e spec i a l l y d i s t inc t a d a p t a t i o n to sho r t - t e rm 
s t ressory a f f ec t s were shown to cause an ac-
c u m u l a t i o n of opioid pep t ides in b ra in stru-
c t u r e s a n d in ad rena l g l ands . This increase 
in opioid p e p t i d e s a c c u m u l a t e d as a t i ssue 
reserve appea r s to e l e v a t e the body res i s tance 
to s u b s e q u e n t i n j u r i n g af fec ts . 
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