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ACTIVITY O F A M I N E O X I D A S E AND CON-
TENT O F S E R O T O N I N IN B L O O D O F PA-
T I E N T S W I T H C A R C I N O M A S O F GASTRO-
INTESTINAL TRACT AND O F L U N G T I S S U E 

N. A. Filatov a 

Labora to ry of Cell Phys io logy, Ins t i tu te of 
Cytology, Academy of Sciences of the U S S R , 

Len ing rad 

Activity of amine oxidase < u s i n g serotonin 
as a s u b s t r a t c > and content of serotonin were 
s tudied in blood of hea l thy persons and in 
pa t ien t s with carc inoma of s tomach, in tes t ine 
and lung at the I I I - IV s teps of the disease. In 
the pa t ien t s with carc inoma of gas t ro in t e s t ina l 
t rac t the amine oxidase activi ty was decreased 
2-fold and in the pa t i en t s with carc inoma of 
lung it w a s decreased 4-fold as compared with 
controls . At the same time, conten t of serotonin 
w a s increased both in blood p lasma and in 
blood pla te le ts of the pat ients . The increase in 
content of serotonin depends on localizat ion 
of the tumors . 

УДК 616.35.015.1-06:547.962.6]-019-08 

A. Ii. Мартинчик, Г. И. Бондарев 

А КТ И В Н О СТ b I Jl У TAT И О Н Р Е Д У КТ А 3 Ы 
И ГЛУТАТИОН-Б-АРИЛТРАНСФЕРАЗЫ В ПЕЧЕНИ КРЫС 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СОДЕРЖАНИЯ ГЛУТАТИОНА 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Глутатион — Ь-у-глутамил-Ь-цисте-
инилглицин — является основным тио-
ловым компонентом большинства жи-
вых клеток. Концентрация глутатиона 
в клетках млекопитающих чрезвычай-
но высока. Так, в печени и почках его 
содержание составляет 5—10 мМ, в 
мозге — 3,5 мМ, в крови и скелетных 
мышцах — около 1 мМ [G, 9] . Клеточ-
ный пул глутатиона формируется в 
результате динамического равновесия 
процессов биосинтеза, деградации, 
межорганного перераспределения и 
транспорта, окислительно-восстанови-
тельных превращений и реакций конъ-
югации с электрофильными соедине-
ниями [1, 2, 11]. К а ж д ы й из процес-
сов катализируют специальные фер-
менты. Считается, что лимитирующим 
звеном в биосинтезе глутатиона вы-
ступает доступность аминокислот-
предшественников и в первую очередь 
цистеина [5, 16]. Величины Км глута-
тионсинтезирующих ферментов пече-
ни для цистеина составляют 2 , 5 Х 
X I О " 3 М, а реальная концентрация 
свободного цистеина в гепатоцитах не 
превышает 2-10~4 М, поэтому д а ж е 
незначительное снижение концентра-

ции цистеина в печени при недостаточ-
ном поступлении его с пищей вызы-
вает быстрое снижение концентрации 
глутатиона [17] . 

Функциональная роль высокоспеци-
фичной цитоплазматической глута-
тионредуктазы (КФ 1.6.4.2) заключа-
ется в генерации восстановленного 
глутатиона из его дисульфидной фор-
мы. Восстановленный глутатион со-
ставляет 95—98 % всего клеточного 
пула глутатиона как в печени, так и 
в других тканях [7, 18]. Д р у г а я груп-
па ферментов цитозоля печени — мно-
жественные формы глутатион-Б-транс-
феразы (КФ 2 .5 .1 .18 )—напротив , ка-
тализируют необратимый процесс 
конъюгации восстановленного глута-
тиона с электрофильными чужеродны-
ми соединениями, являющийся началь-
ной стадией биосинтеза меркаптуро-
вых кислот — продуктов деградации 
глутатиоиовой части конъюгата [4, 
8, 10]. 

Если активность ферментов биосин-
теза глутатиона регулируется доступ-
ностью предшественников и уровнем 
самого глутатиона по типу обратной 
связи [13], то роль других ферментов, 
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связанных с метаболизмом глутатио-
иа, в регуляции его концентрации, а 
т а к ж е влияние уровня глутатиона на 
а кт и в н ость ф е р м ен то в г л у т а т и о н р е -
д у кт а з ы и г л у т а т и о н - S - т р а н с ф е р а з ы 
остаются невыясненными. 

Ц е л ь ю настоящей работы явилось 
исследование активности глутатион-
р еду кт а з ы и г л у т а т и он - S - т р а и с ф е р а з ы 
в печени при различной внутриклеточ-
ной концентрации глутатиона , кото-
рую моделировали различным уров-
нем белка в рационе животных. 

М е т о д и к а 

В опыте использовали крыс-самцов Вистар 
с начальной массой тела 150- 180 г. По 8 крыс 
из к а ж д о й группы в течение 6 мед получали но-
лусиитетичсскис рационы, с о д е р ж а щ и е по кало-
рийности 5, 10, 15 и 15 % белка-казеина с до-
бавкой 0,3 % DL-метноиина. Крыс, голодавших 
в течение 18 ч, дскапитировали под эфирным 
наркозом. Гомогсиат печени ( 1 : 9 масса /объем) 
готовили на среде 0,05 М трис-HCl рН 7,4, 
1,15% КС1 в гомогенате Поттера — Эльвейсма, 
центрифугировали при 105 000 g 1 ч на цент-
рифуге MSH 65 (Англия) для получения ци-
тозоля . Р е а к ц и о н н а я смесь для определения ак-
тивности глутатиоиредуктазы |3 ] с о д е р ж а л а 
0,1 М N а -фосфатный буфер рН 7,4, мМ Э Д Т А , 
0,3 мМ Н А Д Ф • IT2 (Reana l» ) , 2 мМ окисленный 
глутатиои («Ferak») и I - 2 мг белка цитозоля. 
Снижение оптической активности при 340 им 
регистрировали на спектрофотометре «Spccord 
U V Vis», Г Д Р . Активность глутатпон-Б-арил-
траисферазы в цитозоле исследовали по скоро-
сти о б р а з о в а н и я конъюгата с 1 хлор-2,4-дини-
тробепзолом (ХД1 IB) , характеризующегося 
максимумом поглощения при 340 им | 8 | . Ин-
кубационная смесь с о д е р ж а л а 0,1 М Na-фос-
фатиого буфера р Н 6,5, 1 мМ восстановленного 
глутатиона и 30—50 мкг белка цитозоля в объ-
еме 3 мл. Реакцию начинали добавлением суб-
страта Х Д Н Б в конечной концентрации 1 мМ. 
Прирост оптической плотности регистрировали 
в течение 3 мни при 340 мм. Д а н н ы е условия 
обеспечивали линейную зависимость скорости 
реакции от количества фермента и минималь-
ные величины исфсрмситативного с в я з ы в а н и я 
глутатиона с Х Д Н Б . Величины Км и Им»кс 
глутатиоиредуктазиой реакции в цитозоле пече-
ни находили по методу двойных обратных ве-
личии Л а й и у и в с р а - Бэрка . Д л я исследования 
концентрации общего глутатиона ферментным 
методом и свободных SIT-групп печень гомоге-
низировали в среде 5 % ТХУ, 5 мМ Э Д Т А и 
0,01 и. НС1. Концентрацию свободных SIT-групп 
определяли в ТХУ-экстрактах по реакции с ре-
активом Элл м а на (5 ,5 ' -дитиобис-2-питробензо-
ат, Д Т Н Б ) [14] . При определении общего глу-
татиона ферментным методом д л я удаления сле-
дов ТХУ [18] проводили троекратное отмыва-
ние двойным объемом эфира. И н к у б а ц и о н н а я 
смесь (3 мл) с о д е р ж а л а 0,1 М N a - ф о с ф з т н ы й 
буфер рН 7,5, 5 мМ Э Д Т А , 0,65 мМ Д Т Н Б , 
0,2 мМ Н А Д Ф -И, 0 , 5 - 1 ед. глутатиоиредукта-
зы, выделенной из пекарских д р о ж ж е й [12], и 
0,05- 0,1 мл экстракта ткани. Прирост оптиче-
ской плотности регистрировали при 412 им в 
течение 6 мин при температуре 22 °С. Концент-

рацию общего глутатиона в расчете на моляр-
ную концентрацию восстановленного глутатио-
на находили по калибровочному графику с из-
вестными количествами восстановленного глу-
татиона [7, 18]. Белок определяли по Л о у р н . 
Результаты о б р а б а т ы в а л и статистически с при-
менением критерия Стыодеита . 

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

Концентрация свободных S H - r p y n n 
и общего глутатиона в печени пропор-
ционально снижается при уменьшении 
уровня белка в рационе крыс (табл . 
1). Д о б а в л е н и е к 1 5 % белковой диете 
0,3 % DL-метионина вызывает увели-
чение концентрации как глутатиона , 
т ак и свободных тиоловых групп в пе-
чени. Следует отметить п а р а л л е л и з м 
изменений концентрации общего глу-
татиона и свободных тиоловых групп 
в печени. Это явление закономерно, 
т а к как кон це нтр а ци я о к и сл е н м о го 
глутатиона почти на 2 порядка ниже 
концентрации восстановленного глута-
тиона, а 92—95 % всех свободных тио-
ловых групп в печени представлены 
восстановленным глутатиоиом [7, 15]. 
Таким образом, рационы с различным 
уровнем белка моделируют различный 
уровень как общего, так и восстанов-
ленного г л у т а т и о и а. 

Активность г л у т а т и о н р е д у к т а з ы в 
цитозоле печени значительно возра-
стает в 10% по белку диете по срав-
нению с таковой 1 5 % диеты ( т а б л . 2 ) . 
При снижении с о д е р ж а н и я белка до 
5 % а кт и в н ость г л у т а тио н р е д у кт а з ы 
остается значительно более высокой, 
чем на контрольной 1 5 % диете, по не 
отличается от величин активности на 
диете с 1 0 % белка . Вероятно, это яв-

Т а б л и ц а 1 

Содержание общего глутатиона и свободных 
тиоловых групп (в мкмоль на 1 г ткани) в пе-

чени крыс (yVfzhw, п 8) 

Группа Свободные Общий глута-
животных S H - г р у п п ы тиои 

1-Я 7,91=1=0,34 6,36=1=0,17 
2-я 6,51-1=0,44 5,18=1=0,38 

« 0 , 0 5 ) « 0 , 0 2 ) 
3-я 4 , 0 5 ± 0 , 2 9 3,32=1=0,26 

« 0 , 0 0 1 ) « 0 , 0 1 ) 
4-я 2,10=1=0,31 2,02=fc(), 18 

« 0 , 0 0 1 ) « 0 , 0 1 ) 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в т а б л . 2 и 3 
1-я группа — 15 % белка + 0 , 3 % метионина, 
2, 3 и 4-я — содержание белка 15, 10 и 5 % 
соответственно. В скобках — достоверность 
различий по сравнению с предыдущей группой. 
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-20 16 12 8 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 
l/rSS/'.мМ 

ю % р а ц и о н о м , К м 
г 

па 5 % д и е т е п и -

Группа 
Ж ипот-

ных 

Активность глу-
татиоиредукта:ш, 
мкмоль И А Д Ф - Н 

на 1 мг и 1 ч 

1/ 
МП кс к м . мМ 

2-й 2 , 5 4 ± 0 , 2 9 2 ,91 0 ,091 
3-й .1 .41 0 , 3 2 3 , 8 4 0 , 0 7 4 

« 0 , 0 1 ) 
4-я 3 ,48-fcO,18 3 , 3 2 0 , 0 5 0 

« 0 , 0 2 ) 

Т а б л и ц а 3 

Активность глутатион^-арилтрансферазы в ци-
тозоле печени крыс при различной обеспечен-

ности белком ( M ± m , п 8) 

X 
2 

Активность глутатион- S - а р и л т р а н с ф е р а з ы , 
мкмоль 

Г
ру

пп
г 

Ж
ИВ

ОТ
1 

па 1 мг белка 
цитозоля 
в 1 мин 

на 1 г 
ткан и 

на 1 00 г 
массы тела 

2 -Я 
3-я 
4-я 

0 ,274=0 ,01 
0,28=1=0,04 
0 , 2 3 ± 0 , 0 2 

3 6 0 , 4 ± 5 9 , 4 
325, 1=1=19,0 
181,1 ± 2 0 , 1 

« 0 , 0 2 ) 

1034 ! 80 
901=1=60 
735=1=74 

« 0 , 0 5 ) 

З а в и с и м ос т ь скорости г л у т а т и о и р е д у кт а :ш о ii 
реакции в цитозолс печени крыс от концент-
рации субстрата ( график Л а й н у и в е р а — Б э р к а ) . 
/ , 2 и 3 количество белка в рационе 15, 10 

и 5 % соответственно. 

ляс гея следствием выраженного бел-
кового голодания, приводящего к на-
рушению образования белка-апофер-
м е 11 та гл утатио нреду кт азы. П одтве р ж -
дение этому было получено при иссле-
довании кинетических параметров глу-
татионредуктазной реакции в цитозо-
ле печени. Как видно из табл . 2 и ри-
сунка, величина Км глутатионредук-
тазной реакции снижается с уменьше-
нием с о д е р ж а н и я белка в рационе жи-
вотных и составляет на диетах с 15, 
10 и 5 % белка соответственно 91, 74 
и 50 мкМ. Несмотря на снижение 
VM а к ( ф с р м е н т а т и в ной р е а к ц и и и р и 
5 % белка в рационе по сравнению с 

же, чем на 10 и 1 5 % рационах . Глу-
татиоиредуктаза печени крысы и дру-
гих объектов о б л а д а е т высокой субст-

Т а б л и ц а 2 

Активность и кинетические пераметры глутати-
онредуктазной реакции в цитозолс печени крыс 

П р и м е ч а и и е. Здесь 
скобках - достоверность разл 
иию с показателями 2-й группы. 

в т а б л . 3 в 
по сравме-

ратной специфичностью и ее актив-
ность по отношению к другим дисуль-
ф и д а м не превышает 0,5—1 % при ак-
тивности с окисленным глутатионом. 
Известно, что Км не зависит от коли-
чества фермента , что позволяет при-
нимать во внимание данные по изме-
нению Км глутатионредуктазной реак-
ции в грубой фракции цитозоля. Най-
денные величины Км. при содержании 
животных на 15 % полноценной дие-
те близки к величинам, найденным 
д л я частично очищенной глутатионре-
д у к т а з ы печени крысы [ 3 | . Следует 
однако признать , что величина Кмакс 
глутатионредуктазной реакции, най-

денная при исследовании грубой 
фракции цитозоля печени крыс, полу-
чавших м а л о б е л к о в у ю 5 % диету, не 
о т р а ж а е т истинные величины скорос-
ти ферментативной реакции, которая 
могла быть получена на очищенном 
ферменте , так к а к скорость реакции 
и е и оср едетвенно з а вис ит от к оличест-
ва фермента . По-видимому, глубокая 
белковая недостаточность, развиваю-
щаяся при кормлении крыс 5 % бел-
ковой диетой, является причиной не-
которого снижения максимальной ско-
р ост и гл ут а т и онредукта з ио й реакции 
в цитозоле, несмотря на увеличение 
сродства фермента к субстрату по 
сравнению с 1 0 % белковой диетой. 
Таким образом, одним из наиболее ве-
роятных механизмов активации глута-
тиоиредуктазы в цитозоле печени при 
снижении белка в рационе и пула об-
щего глутатиона в печени является 
увеличение сродства г л у т а т и о п р е д у к -
та зы к субстрату. 

А к т ив ность гл утатион-Б-арилтранс-
феразы в расчете па 1 мг белка цито-
золя печени существенно не изменя-
лась при различном уровне белка в 
рационе (табл. 3) . Только при выра-
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ж е н н о м дефиците белка (на 5 % по 
белку рационе) отмечается тенденция 
к снижению активности фермента . 
Тем не менее при расчете активности 
глутатион-Б-трансферазы на единицу 
массы печени выявлено ее снижение 
почти в 2 р а з а у крыс, получавших 
5 % по белку рацион, по сравнению с 
таковой ж и в о т н ы х с 15 % рационом. 
В ы р а ж е н о снижение активности глу-
т а т и о н - Б - а р и л т р а и с ф е р а з ы у живот-
ных, н а х о д я щ и х с я на малобелковом 
рационе и при расчете этого показате-
ля на единицу массы тела . Расчет ак-
т и в и ост и г л у т а т и о н - S - а р и л т р а и с ф е р а -
зы на массу органа и тела о п р а в д а н и 
необходим, так к а к этот фермент при-
нимает участие в обезвреживании ксе-
нобиотиков и их метаболитов , дози-
ровку которых в экспериментальной 
токсикологической практике рассчиты-
вают на единицу массы тела . 

Р е з у л ь т а т ы исследования показали , 
что активность ферментов глутатион-
редуктазы и глутатион-5 -арилтрансфе-
разы, связанных с метаболизмом глу-
татиона , претерпевает в печени разно-
н а п р а в л е н н ы е изменения при сниже-
нии потребления белка с пищей. Ак-
тивность глутатионредуктазы возрас-
тает при снижении количества белка 
в рационе, которое сопровождается 
значительным снижением концентра-
ции глутатиона . Активация глутатион-
редуктазы обусловлена повышением 
сродства фермента к субстрату. Уве-
личение скорости восстановления глу-
татиона в условиях его недостатка 
обеспечивает более высокую скорость 
оборота молекулы глутатиона в про-
цессе о к и с л ите л ьио - восст а и о в и тел ь и ы х 
в заимопревращений , в частности в 
процессе восстановления глутатиона в 
сопряженной паре глутатионперокси-
д а з а - г л у т а т и о н р е д у к т а з а . Увеличение 
а кт и в ности гл ут атион р едукт азы и 
повышение сродства к субстра-
ту свидетельствуют т а к ж е о том, что 
г л у т а т и о н р е д у к т а з а не является лими-
тирующим звеном в поддержании пу-
ла восстановленного глутатиона при 
обеднении его депо в печени. 

Активность г л у т а т и о 11 - S - т р а и с ф е р а -
зы в печени не регулируется уровнем 
глутатиона , ио в значительной степе-
ни подвержена влиянию белкового го-
лодания , которое приводит к сниже-
нию количества фермента на единицу 
массы органа и тела животных. Сни-
жение количества фермента глутати-

oi- i -S-арилтрансферазы на единицу 
массы тела и печени в сочетании с 
резким снижением концентрации глу-
татиона свидетельствует о весьма не-
благоприятном влиянии белкового го-
лодания на процессы конъюгации 
электрофильных чужеродных веществ 
или их метаболитов . 
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C O N T E N T O F G L U T A T H I O N E , A C T I V I T I E S 
O F G L U T A T H I O N E R E D U C T A S E AND GLU-
TATlI JON E-S-ARYLTRANSFERASE IN LIVER 
T I S S U E O F RATS, M A I N T A I N E D ON VA-

R I O U S P R O T E I N RATIONS 

A. N. Martinchik, G. 1. Bondarev 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

After a decrease of protein in ra t ions of 
r a t s content of total g lu ta th ione w a s decreased 
in liver t issue, whereas the g lu ta th ione reduc-
tase activity w a s increased in liver cell cytosol. 
The g lu ta th ione reductase act ivat ion occurred 
due to an increase in the enzyme af f in i ty to 
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the subs t ra te . In the ra t ions con ta in ing 15 %, 
10 % and 5 % of protein the appa ren t Km/ 
va lues of the g lu ta th ione reduc tase reaction in 
liver cytosol const i tu ted 91 fiM, 74j iM and 

50 (j.M, respectively. The g lu t a th ione -S-a ry l t r ans -
ferase activi ty w a s decreased in liver t i ssue 
only under condi t ions of a distinct protein 
deficiencyy. 
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Л. Д. Ворончихина, В. Т. Демьянова, С. А. Ситников 

С О Д Е Р Ж А Н И Е ПОЛИАМИНОВ В КРОВИ З Д О Р О В Ы Х ЛЮДЕЙ 

Кировский Н И И гематологии и переливания крови 

Полиамины спермин, спермидин и их 
предшественник путресции играют су-
щественную роль в жизнедеятельности, 
принимая непосредственное участие в 
регуляции клеточного метаболизма 
[17]. Полиамины являются необходи-
мыми компонентами структуры рибо-
сом и влияют на их функциональную 
активность [1] . Установлена тесная 
взаимосвязь увеличения синтеза поли-
аминов с процессами клеточной проли-
ферации, тканевой регенерации и ма-
лигнизации [4, 12, 13, 15, 24] . Все это 
свидетельствует о том, что определе-
ние содержания полиаминов в биологи-
ческих средах организма может дать 
важную информацию как исследовате-
лям, так и практическим врачам. 

В отечественной литературе отсутст-
вуют сведения о нормальных величи-
нах содержания полиаминов в цельной 
крови. В данной работе приведены ре-
зультаты исследования фракционного 
состава свободно циркулирующих и 
связанных полиаминов крови у 70 
практически здоровых людей в возрас-
те от 18 до 48 лет. 

Методика 

Полиамины определяли ранее описанным 
электрофоретическим методом для исследова-
ния их в моче [3] с незначительными измене-
ниями и дополнениями, связанными со специ-
фикой исследуемого материала. Д л я исследова-
нии как свободных, так и связанных полиами-
нов брали по 1 мл гепарииизированной крови. 
Полиамины крови экстрагировали при более 
щелочной реакции среды (рН 10,5—11,5), чем 
при анализе мочи, согласно рекомендации [14]. 
Свободные полиамины определяли после осаж-
дения белков 2 % хлорной кислотой и центри-
фугирования при 10 000 g 20 мин, как описано 
в методике [8]. Полиамины, связанные с бел-
ками, освобождали путем кислотного гидроли-
за крови в 2 н. ITC1 при 110 °С в течение 3 ч, 
как при анализе мочи [3]. Последующие этапы 
(экстракция «-бутиловым спиртом, фракциони-
рование путем электрофореза на бумаге) вы-
полняли по описанной методике [3]. Принцип 
количественного определения полиаминов [16] 
основан на окрашивании фореграмм ниигидри-

иовым красителем с последующим измерением 
оптической плотности элюатов опытных и стан-
дартных (спермин, спермидин, путресцин) проб 
на спектрофотометре при 505 нм и подробно 
освещен в литературе [2, 11]. Содержание по-
лна мимов в ы р а ж а л и в наномолях на 1 мл кро-
ви. Концентрацию связанных полиаминов рас-
считывали путем вычитания величины свобод-
ных поли аминов из суммарного количества, 
определенного после гидролиза. Основным преи-
муществом электрофоретического метода опре-
деления полиаминов является его доступность 
для широкого использования, так как он не тре-
бует импортного оборудования и реактивов. 
Полученные данные обрабатывали статистиче-
ски [5], величину S вычисляли с помощью ко-
эффициента, найденного по таблице С. И. Ер-
молаева [6]. 

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

Как видно из табл. 1, в цельной кро-
ви здоровых людей в свободном состо-
янии находятся спермин и спермидин. 
Существенных различий в содержании 
полиаминов в зависимости от пола не 
обнаружено. Полученные результаты 
сходны с немногочисленными данными 
других исследователей [8, 9] , которые 
использовали для определения поли-
аминов аминокислотный анализатор 
(табл. 2) . Более низкий уровень поли-
аминов, полученный авторами других 
работ [7, 18], возможно, связан с ма-
лым числом проведенных ими исследо-
ваний. Следует отметить, что все цити-
руемые авторы, т а к ж е как и мы, не об-
наружили свободного путресцина в 
цельной крови здоровых людей или вы-
явили его в очень низких, не поддаю-
щихся измерению количествах (см. 
табл. 2) . Концентрация полиаминов 
цельной крови в основном зависит от их 
содержания в форменных элементах, 
так как известно [18, 20], что уровень 
полиаминов в плазме и сыворотке кро-
ви очень низкий и не превышает 
1 нмоль/мл. Как наши исследования 
(см. табл. 1), так и данные литерату-
ры (см. табл. 2) показали преоблада-
ние в цельной крови спермидина. Со-
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