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L I P I D S FROM ERYTHROCYTES O F PA-
T I E N T S W I T H D I A B E T E S M E L L I T U S AND 

DIABETIC A N G I O P A T H I E S 

G. M. Kasimova, D. T. Mirtalipov, A. A. Abi-
dov, Z. S. Akbarov 

Ins t i tu te of Regional Medicine, Minis t ry of Pub-
lic Heal th of the Uzbek SSR, Tashkent 

Al tera t ions in content of neutra l lipids, phos-
pholipids and of their lysoforms were s tudied in 
e ry throcyte membranes of pa t i en t s with var ious 
severity of vascular impa i rments cons ider ing cli-
nical mani fes ta t ion of diabetes melli tus. Impair-
ments of lipid composit ion in ery throcyte mem-
branes observed correlated with the s teps of dia-
betic angiopathies , thus cons ider ing an import-
nance of these a l te ra t ions in pa thogenes i s of 
vascular diseases of pa t ien ts with diabetes melli-
tus. 

УДК 577.112.856.04:577.152.311].086.8 
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Д Е Й С Т В И Е ХОЛ Е С Т Е Р О Л Э С Т Е Р А З Ы НА Л И П О П Р О Т Е И Д Ы . 
Н И З К О Й П Л О Т Н О С Т И . В Л И Я Н И Е М О Д И Ф И Ц И Р О В А Н Н Ы Х 

Л И П О П Р О Т Е И Д О В НА Н А К О П Л Е Н ИЕ Х О Л Е С Т Е Р И НА 
В К У Л Ь Т У Р И Р О В А Н Н Ы Х К Л Е Т К А Х 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Имеются м н о го ч и с л е н н ы е да н н ы е, 
свидетельствующие о возможном уча-
стии модифицированных л и riоri ротеи -
дов низкой плотности ( Л П Н П ) в па-
тогенезе атеросклероза [2, 4]. Приро-
да атерогенных модификаций in vivo 
неясна. Неизвестно также, в какой 
степени в этот процесс вовлекаются 
белковые и липидные компоненты 
Л П Н П . Не исключено, что в рецептор-
ном и нерецепторном взаимодействии 
Л П Н П с клетками, ведущем к разви-
тию атеросклеротических поражений, 
важную роль играют особенности ли-
пидного состава Л П Н П , в частности 
содержание в них неэтерифицирован-
ного холестерина. В пользу этого го-
ворят исследования Fielding и соавт. 
[7], в которых показано, что обога-
щенные свободным холестерином 
Л П Н П больных сахарным диабетом 
легко отдают холестерин фибробла-
стам в отличие от Л П Н П здоровых 
людей. Одним из способов контроли-
руемого изменения состава Л П Н П яв-
ляется их обработка соответствующи-
ми ферментами [6]. В настоящей 
работе приведены характеристики 
Л П Н П , модифицированных панкреа-

тической холестеролэстеразой, и ис-
следовано влияние таких Л П Н П на 
содержание холестерина в культури-
рованных фибробластах. 

М е т о д и к а 

Л П Н П выделяли из сыворотки крови здо-
ровых доноров методом ультрацентрифугиро-
вания [9]. Аналитическое ультрацентрифуги-
рование липопротеидов проводили в двухсек-
торных ячейках аналитической ультрацентри-
фуги «Spirico-Е» при скорости вращения рото-
ра 52 640 об/мин. Угол наклона фазовой пла-
стинки составлял 60°. Липопротеиддефицитиую 
сыворотку ( Л И Д С ) человека получали с по-
мощью препаративного ультрацептрифугирова-
ния [10]. Л И Д С диализовали против 0,15 М 
NaCl в 0,02 М Ыа-фосфатном буфере рН 7,4, 
стерилизовали фильтрацией через мембранный 
фильтр с диаметром пор 0,22 мк и хранили 
при — 20 °С. 

Холестеролэстеразу выделяли из поджелу-
дочной железы свиньи по модифицированному 
методу [12]. Поджелудочную железу (110 г 
ткани) очищали от жира , измельчали на мя-
сорубке и смешивали с 300 мл 0,15 М К-фос-
фатного буфера рН 6,2, содержащего 7 мМ 
меркаптоэтанола и 500 мг ингибитора трипси-
на и соевых бобов. Фермент экстрагировали 
при 4°С в течение 30 мин, затем фильтровали 
через несколько слоев марли, суспензию сме-
шивали с 60 г целита-545, быстро отфильтро-
вывали на воронке Бюхнера и находящийся 
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на фильтре целит промывали 400 мл экстра-
гирующего буфера. Фильтрат охлаждали до 
0 °С, добавляли равный объем 9 5 % этанола, 
охлажденного до —20 °С, выпавший осадок от-
деляли центрифугированием при 14 000 g и 
4°С. Осадок суспендировали в 120 мл К-фос-
фатного буфера рН 6,2 с 7 мМ меркаптоэта-
нола, содержащего 50 мг соевого ингибитора 
трипсина, и перемешивали в течение 1 ч при 
4°С с 20 мл 2 % дигитонина, приготовленно-
го, согласно [15]. После центрифугирования 
суспензии при 14 000 g в течение 20 мин при 
4 °С надосадочную жидкость тщательно отде-
ляли от осадка и к ней добавляли сульфат 
аммония до 60 % насыщения. Осадок отделяли 
центрифугированием при 14 000 g в течение 
20 мин при 4 °С, растворяли в 25 мл 0,05 М 
К-фосфата рН 6,2 и пропускали через колон-
ку с ссфадексом G-25 (2 ,5X40 см), уравнове-
шенным этим ж е раствором. Фракции, содер-
ж а щ и е холестеролэстеразу, объединяли и нано-
сили на колонку с ДЭАЭ-сефарозой (1,6Х 
Х 2 0 см), уравновешенной тем ж е раствором. 
Элюцию проводили линейным: градиентом кон-
центрации К-фосфатиого буфера рН 6,2 
(0,05—0,3 М; общий объем 500 мл) . Фракции, 

в которых обнаруживалась активность холе-
стеролэстеразы, объединяли, добавляли суль-
фат аммония до 60 % насыщения, выпавший 
осадок отделяли центрифугированием при 
14 000 g в течение 20 мин при 4°С, растворяли 
в 4 мл 0,05 М К-фосфата рН 6,2 и наносили 
на колонку с сефакрилом S-200 (1 ,6X90 см), 
уравновешенным 0,15 М NaCl с 0,05 ,М 
К-фосфатом рН 6,2. Фракции элюата, в кото-
рых обнаруживалась активность холестерол-
эстеразы, объединяли, диализовали в течение 
ночи против дистиллированной воды и лио-
фильно высушивали. Фермент хранили в тече-
ние 2 мес при 4 °С, активность при этом 
снижалась на 30 %. 

Определение активности холестеролэстера-
зы проводили по ранее описанному методу 
[3]. За единицу активности принимали коли-
чество фермента, катализирующее образование 
1 мкмоль 1АС-олеиновой кислоты при гидроли-
зе холестерил- , 4С-олеата в описанных услови-
ях за 1 ч. 

Активность фосфолипаз At и А2 определя-
ли по гидролизу ди- , 4 С-пальмитоилфосфатидил-
холина (112 Ки/моль , «Amersham») , «озву-
ченного» в смеси с яичным лецитином. Эк-
стракцию освобождаемых жирных кислот и 
измерение их радиоактивности проводили так 
же, как при определении активности холесте-
ролэстеразы. 

Активность фосфолипаз С и D определяли 
по гидролизу «озвученного» дипальмитоилфос-
фатидил- '^С-холииа (58 Ки/моль, «Amersham» 
с использованием преципитации ТХУ для от-
деления освобождаемых фосфо-1 4С-холииа и 
й С-холина [16]. 

Протеолитическую активность измеряли по 
расщеплению казеина [11]. 

Гидролиз Л П Н П холестеролэстеразой про-
водили при 37 °С в 0,15 М NaCl с 0,05 М 
К-фосфатом рН 7,4. Количество фермента и 
Л П Н П в пробах соответствовало 0,05 ед. ак-
тивности на 1 мг эфиров холестерина. 

Эмбриональные фибробласты кожи челове-
ка (штамм 814; клеточный банк Института 
медицинской генетики АМН СССР) были лю-
безно предоставлены группой культуры клеток 
Института биологической и медицинской хи-
мии АМН СССР. Использовали клетки после 

14—15 пассажей. 5 Х Ю 6 клеток суспендировали 
в 20 мл среды А (среда Игла, с о д е р ж а щ а я 
1 0 % сыворотки крупного рогатого скота, 
290 мкг /мл L-глутамина, 100 Е Д / м л пеницил-
лина, 100 мкг /мл стрептомицина). Клетки 
вносили в 20 стеклянных флаконов (диаметр 
20 мм) и инкубировали 7 дней при 37 °С в ат-
мосфере 5 % СО2, меняя среду к а ж д ы е 3 дня. 
На 8-й день клетки промывали д в а ж д ы сре-
дой А (без сыворотки), затем добавляли 
среду А, содержащую 10 % Л П Д С вместо 
сыворотки, и выдерживали еще сутки. Перед, 
началом эксперимента к клеткам добавляли по 
1 мл свежей среды А, содержащей 10 % 
Л П Д С , и необходимое количество нативных. 
и модифицированных Л П Н П . Инкубацию вели 
в течение 48 ч при 37 °С в атмосфере 5 % 
С0 2 . После окончания инкубации клетки про-
мывали 3 раза по 2 мл 0,15 М NaCl в 0,05 М 
Ыа-фосфатном буфере рН 7,4, затем 2 раза 
этим ж е раствором с добавлением альбумина 
(2 мг /мл) и, наконец, 2 раза буферным рас-
твором без альбумина. Экстракцию клеточных 
липидов проводили в культуральных флако-
нах [8 | . Д л я этого в каждый флакон после 
удаления промывающего буфера добавляли ПО' 
2 мл смеси гексаи — изопропанол ( 3 : 2 ) и ин-
кубировали 1 ч при комнатной температуре. 
После этого экстракт отбирали и клетки инку-
бировали 10 мин с 2 мл свежей смеси гек-
саи — изопропанол. Объединенный липидный 
экстракт упаривали в вакууме. Во флаконы 
затем добавляли по 1 мл 0,1 и. N a O H и бел-
ковый преципитат растворяли сутки при ком-
натной температуре. Аликвоты полученного 
раствора использовали для определения кле-
точного белка по методу Лоури [13]. Этим же 
методом измеряли содержание белка в Л П Н П . 

Определение свободного холестерина (СХ) 
в Л П Н П проводили ферментативным колори-
метрическим методом [5] с использованием 
набора реактивов фирмы WAKO (Япония) . 
Д л я определения общего холестерина в этот 
набор добавляли холестеролэстеразу фирмы 
«Boenringer» ( Ф Р Г ) . Содержание этерифициро-
ваиного холестерина (ЭХ) в Л П Н П рассчиты-
вали по разнице между общим холестерином 
и СХ. Определение СХ и ЭХ в липидном эк-
стракте клеток проводили аналогичным обра-
зом. Перед анализом липидный экстракт рас-
творяли в изопропаноле, содержащем 1 0 % 
тритона Х-100. 

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

Очищенный препарат холестеролэс-
теразы не содержал заметных приме-
сей фосфолипаз А], А2, С и D и был: 
лишен протеолитической активности. 
Удельная активность холестеролэсте-
разы, определенная по расщеплению 
холестерил-14С-олеата при рН 6,6 в 
присутствии с 6 мМ холата Na, состав-
ляла 0,59 ед/мг. В отсутствие холата 
фермент сохранял 15% исходной ак-
тивности. Это позволило в дальней-
шем проводить гидролиз Л П Н П холе-
стеролэстеразой в отсутствие холата, 
т. е. в условиях, исключающих струк-
турные изменения Л П Н П , вызывае-
мые детергентами. 



При инкубации Л П Н П с холесте-
ролэстеразой происходило уменьше-
ние содержания в пробах эфиров хо-
лестерина и увеличение содержания 
СХ. За 4 ч инкубации прирост СХ со-
ставлял 4 12% (для разных препа-
ратов Л П Н П ) , убыль эфиров холе-
стерина за это же время колебалась в 
интервале 1,5—5,3 %. Увеличение вре-
мени гидролиза до 18 ч не приводило 
к дальнейшему приросту содержания 
СХ. Полученные данные свидетельст-
вуют о доступности эфиров холестери-
на нативных Л П Н П (в отсутствие де-
тергентов) для действия холестерол-
эстеразы. Эти данные трудно объяс-
нить, если придерживаться структур-
ной модели Л П Н П , согласно которой 
все молекулы эфиров холестерина на-
ходятся в «ядре» частиц Л П Н П [1]. 
Однако исследования Л П Н П методом 
фазовых диаграмм свидетельствуют о 
поверхностной локализации опреде-
ленной доли эфиров холестерина в 
Л П Н П [14]. Обнаруженный нами гид-
ролиз эфиров холестерина в Л П Н П 
холестеролэстеразой также говорит о 
поверхностном расположении части 
молекул эфиров холестерина в Л П Н П . 
П р и бл и з и тел ьна я оцен к а содер ж а и ия 
эфиров холестерина в наружном слое 
Л П Н П , полученная нами (около 5 % ) , 
близка величине, полученной методом 
фазовых диаграмм [14]. 

При аналитическом ультрацентри-
ф у г и р о в а и и и Л П Н П, под в ер г н у т ы х о б -
работке холестеролэстеразой, не обна-
ружено заметных изменений скорости 
флотации или формы пика на флота-
ционных диаграммах в растворе плот-
ностью 1,063 г/мл. Добавление 5 % 
обезжиренного альбумина из сыворот-
ки крови человека («Calbiochem», 
США) приводило к замедлению ско-
рости флотации модифицированных 
Л П Н П , обусловленному, очевидно, 
сорбцией на альбумине жирных кис-
лот, освободившихся в результате гид-
ролиза эфиров холестерина. 

Анализ мод и ф и ц и р о в а и и ы х Л П Н П, 
выделенных из инкубационной среды 
ультрацентрифугированием в растворе 
плотностью 1,063 г/мл, показал, что 
липопротеиды полностью отделяются 
от содержащейся в инкубационной 
среде холестеролэстеразы. Фермента-
тивная активность при этом выявля-
лась лишь в инфранатанте. 

В липопротеидах, выделенных уль-
трацентрифугированием из опытных и 

'Г а б л и u а I 

Состав нативных и модифицированных ЛПНП 

Препа-
рат Л П Н П 

Весовое отношение Препа-
рат Л П Н П 

СХ/белок ЭХ/белок 

1 

2 

Н а т и в н ы е 
Мод и ф и ц и р о в а и н ыс 
Н а т и в н ы е 
Мод и фиц и р ов а и и ые 

0 , 6 5 
0 , 5 8 
0 , 7 8 
0 , 8 2 

1,64 
1,35 
1,89 
1 ,53 

контрольных проб после инкубации,, 
определяли содержание белка, свобод-
ного и этерифицированного холестери-
на, затем рассчитывали величины ве-
совых отношений СХ/белок, ЭХ/белок. 
Данные, полученные для двух препа-
ратов Л П Н П , обработанных различ-
ными препаратами фермента, приве-
дены в табл. 1. Как видно, потери эфи-
ров холестерина в результате модифи-
кации холестеролэстеразой существен-
но выше 5 % , т. е. выше максималь-
ного уровня гидролиза, регистрируе-
мого при анализе инкубационной сре-
ды. Увеличения отношения СХ/белок, 
соответствующего степени гидролиза,, 
не наблюдалось. Механизм обнару-
женных изменений не вполне ясен. 
Эти изменения могут быть связаны с 
«уходом» определенной части СХ и 
ЭХ из Л П Н П или могут отражать уве-
личение содержания белка в Л П Н П 
(например, в результате сорбции хо-
лестеролэстеразы из инкубационной 
среды). Последнее маловероятно, по-
скольку, с одной стороны, аналитиче-
ское ультрацентрифугирование не вы-
являет изменения плавучей плотности 
модифицированных Л П Н П , а с дру-
гой,— как говорилось выше, холесте-
ролэстераза полностью отделяется от 
Л П Н П в процессе ультрацентрифуги-
рования. Более вероятным объяснени-
ем падения величин отношений СХ/бе-
лок и ЭХ/белок представляется «уход» 
части липидов из модифицированной 
Л П Н П . Можно думать, что гидролиз 
эфиров холестерина, расположенных в 
поверхностном слое Л П Н П , ведет к 
образованию избытка СХ, который не 
удерживается частицами Л П Н П и 
«уходит» с поверхности. Вместе с СХ 
частицы Л П Н П теряют, по-видимому,, 
некоторое количество эфиров холесте-
рина из гидрофобного «ядра». Под-
тверждением последнего предположе-
ния служит тот факт, что отношение 
ЭХ/СХ в модифицированных Л П Н П , 
выделе и н ы х у л ьт р а ц е н т р и ф у г и р о в a 11 и-
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Т а б л и ц а 2 

Содержание холестерина и его эфиров в фибробластах после инкубации с ЛПНП 

Концентрация 
модифицирован-

ных Л П Н П , 
мкг/мл 

Весовое отношение 
Концентрация 

нативиых 
Л П Н П . мкг/мл 

Весовое отношение 
Концентрация 

модифицирован-
ных Л П Н П , 

мкг/мл СХ/белок ЭХ/белок 

Концентрация 
нативиых 

Л П Н П . мкг/мл СХ/белок ЭХ/белок 

6 , 2 5 
12,50 
18,75 

1 7 , 1 3 ± 0 , 3 9 
19,54 ± 0 , 3 6 
20,54 ± 0 , 3 7 

3 , 1 4 ± 0 , 5 1 
4 , 2 3 ± 2 , 0 0 

1 0 , 1 6 ± 0 , 6 9 

7 , 3 
14,6 
21 ,9 

1 7 , 7 4 ± 2 , 9 0 
1 7 , 0 0 ± 3 , 3 2 
18,64 ± 2 , 1 7 

3 , 0 3 ± 1 , 3 5 
I ,81 ± 0 , 7 7 
3,91 ± 0 , 4 9 

ем из инкубационной среды, ниже та-
кового, полученного при анализе цель-
ной инкубационной среды (1,87 и 2,39 
соответственно для препарата 2; 
табл. 1). 

Модифицированные Л П Н П в даль-
нейшем были использованы в опытах 
на культуре клеток. Из данных, пред-
ставленных в табл. 2, следует, что со-
держание СХ в клетках не зависит от 
вида добавленных в культуру Л П Н П 
и их концентрации в среде. Содержа-
ние ЭХ в клетках возрастало с увели-
чением концентрации Л П Н П , причем 
при инкубации с модифицированными 
Л П Н П клетки накапливали больше 
эфиров холестерина, чем при инкуба-
ции с нативными Л П Н П (при одина-
ковой их концентрации в среде). 

Таким образом, полученные данные 
говорят о том, что панкреатическая 
холестеролэстераза в отсутствие де-
тергентов гидролизует до 5 % эфиров 
холестерина, расположенных скорее 
всего в поверхностном слое Л П Н П . 
Появляющийся избыток СХ, очевидно, 
«уходит» из Л П Н П вместе с некото-
рым количеством эфиров холестерина 
из гидрофобного «ядра». Инкубация 
фибробластов с ферментио модифици-
рованными Л П Н П ведет к внутрикле-
точному накоплению больших коли-
честв эфиров холестерина, чем инку-
бация с нативным Л П Н П . В настоя-
щее время трудно судить о механизме 
избыточного накопления эфиров холе-
стерина. Можно предположить, что на-
рушение нормальных взаимоотноше-
ний между СХ и его эфирами в Л П Н П 
ведет к изменению структуры липо-
протеидов и способствует более актив-
ному транспорту холестерина в клет-
ки. 
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E F F E C T O F C H O L E S T E R O L E S T E R A S E ON 
LOW DENSITY L I P O P R O T E I N S . ACCUMULA-
TION O F C H O L E S T E R O L BY CULTIVATED 
CELLS IN A M E D I U M C O N T A I N I N G MODI-

F I E D L I P O P R O T E I N S 

G. G. Kovaleva, I. M. Kartnansky 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemist ry , 
Academy of Medical Sciences of the U S S R , 

Moscow 

Up to 5 % of cholesterol es ters were hydro-
lyzed af te r incubat ion of blood serum low den-
sity l ipoproteins (LDL) with pancrea t ic choles-
terol es te rase free of pro te inases and phospho-
lipase activi ty in absence of de tergents . The 
sur face layer of the l ipoprotein par t ic les appea r s 
to conta in about 5 % of cholesterol esters. 
More active intracel lular accumulat ion of cho-
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lesterol e s t e r s w a s found in f ib rob la s t s cul t iva-
ted in a m e d i u m c o n t a i n i n g modi f ied LDL as 
c o m p a r e d wi th cu l t iva t ion in p resence of na-
t ive LDL. De te r io ra t ion of n o r m a l in te r re la -

t ions be tween f ree choles te ro l and its e s t e r s 
a p p e a r s to be r e spons ib le for a l t e r a t i o n s in the 
LDL s t r u c t u r e a n d c o n t r i b u t e d to more ac t ive 
t r a n s p o r t of choles te ro l in to cells. 

У Д К 0 1 0 . 3 3 - 0 0 2 . 4 4 - 0 7 : 6 1 0 . 3 3 - 0 1 8 . 7 3 - 0 0 8 . 9 3 9 . 1 5 - 3 9 - 0 7 4 

В. Д. Пасечников 

П Е Р Е К И С Н О Е О К И С Л Е Н И Е Л И П И Д О В , Ф Е Р М Е Н Т Н А Я 
А Н Т И О К И С Л И Т Е Л Ь Н А Я С И С Т Е М А И С О Д Е Р Ж А Н И Е 

К И С Л О Й Ф О С Ф А Т А З Ы В С Л И З И С Т О Й О Б О Л О Ч К Е Ж Е Л У Д К А 
П Р И Я З В Е Н Н О Й Б О Л Е З Н И 

Ставропольский медицинский институт 

В механизмах повреждения слизи-
стой оболочки желудка ( С О Ж ) при 
язвенной болезни существенную роль 
могут играть процессы перекисного 
окисления липидов ( П О Л ) , приводя-
щие к повреждению лизосомальных 
структур клеток [8, 14]. К факторам, 
способствующим развитию реакций 
П О Л , относят снижение функциональ-
ной активности многокомпонентной 
антиокислительной системы (АОС) 
клеток и тканей [5, 12]. 

Имеются немногочисленные иссле-
дования, указывающие на участие ли-
зосомальных ферментов в развитии 
нарушений внутриклеточного метабо-
лизма при язвенной болезни. Показа-
но, что высвобождение лизосомальных 
ферментов в ответ на воздействие ук-
сусной кислотой, этанолом, приводит 
к деструкции клеток, появлению ост-
рых эрозий и язв С О Ж [1, 37]. Кли-
нические исследования указывают, что 
в С О Ж наряду с активацией лизосо-
мальных ферментов определялись при-
знаки деградации органелл [7, 9, 15]. 
Авторы делают вывод о причинной об-
условленности повреждений в резуль-
тате взаимодействия лизосомальных 
энзимов с элементами мембран этих 
субклеточных образований. 

Целью настоящей работы было ис-
следование содержания кислой фосфа-
газы — К Ф (маркера лизосом) в со-
поставлении с образованием в С О Ж 
больных язвенной болезнью перекис-
ных продуктов и компонентов АОС в 
разные фазы течения заболевания. 

М е т о д и к а 

О б с л е д о в а н о 53 больных язвенной болезнью 
ж е л у д к а (44 мужчины и 16 ж е н щ и н ) в воз-
расте от 22 до 57 лет с л о к а л и з а ц и е й язвы 

в области тела ж е л у д к а . В период обострения 
в ходе гастродуоденоскопического исследова-
ния производили прицельную биопсию из кра-
ев я з в ы и периульцерозной области . С наступ-
лением ремиссии биоптаты получали из зоны 
ф о р м и р у ю щ е г о с я рубца и о к р у ж а ю щ е й слизи-
стой. П о м и м о обычного гистологического ис-
следования часть биоптатов фиксировали в 
ж и д к о м азоте для последующего определения 
продуктов П О Л , ф а к т о р о в А О С и КФ 

С о д е р ж а н и е продуктов П О Л определяли 
спектрофотометрически по х а р а к т е р н ы м макси-
мумам поглощения в у л ь т р а ф и о л е т о в о м спектре 
растворов липидов в смеси метанол — гептан 
( 5 : 1). При 233 им регистрировали диеновые 
к о н ъ ю г а т ы ( Д К ) , при 273 им — диенкетоны 
(К) по [18, 22] . Л и п и д ы из биопсийных об-
р а з ц о в э к с т р а г и р о в а л и хлороформ-метанольпой 
смесыо ( 2 : 1 ) с добавлением антиоксиданта 
ионола (I мг на 100 мл смеси) . Количество 
липидов определяли гравиметрически. Резуль-
таты в ы р а ж а л и в единицах оптической плот-
ности (Ё2зз И Е27З) на 1 мг липидов в 3 мл 
смеси метанол — гептан. Состояние А О С оце-
нивали по п о к а з а т е л я м активности супероксид-
д и с м у т а з ы — С О Д 13, 30] , глутатионпероксид-
азы — ГП [33], г л у т а т и о и р е д у к т а з ы — Г Р 
[5] и концентрацией восстановленной ( T S H ) и 
окисленной ( P S S F ) форм глутатиоиа [2 ] . 
Активность Г Р оценивали по кинетике окисле-
ния Н А Д Ф Н2 , количество которого эквива-
лентно убыли Г 5 8 Г в инкубационной смеси в 
ходе его восстановления ферментом. Актив-
ность Г П оценивали в системе, с о п р я ж е н н о й 
с активностью ГР, добавленной в среду инку-
бации: для расчета использовали кинетику 
окисления Н А Д Ф - Н г , количество которого убы-
в а л о э к в и в а л е н т н о TSST, о б р а з у ю щ е м у с я в 
ходе р а з л о ж е н и я Н 2 0 2 в реакционной среде. 
Д л я определения активности ферментов био-
птаты предварительно гомогенизировали в 
трис-HCI буфере рН 7,4 при 0 °С в гомогени-
з а т о р е П о т т е р а — З л ь в е й е м а (стекло — с т е к л о ) . 
Активность ферментов определяли по измене-
нию оптической плотности о б р а з ц о в на реги-
стрирующем спектрофотометре « B e c k m a n 
UV-2504» ( С Ш А ) . Активность С О Д в ы р а ж а -
ли в условных единицах активности (U) на 
1 мг белка гомогената , ГГ1 и Г Р — в нано-
молях окисленного в реакции Н А Д Ф Н 2 за 
1 мин на 1 мг белка , T S H и T S S T — в нано-
молях на 1 мг белка . Ввиду нестабильности 
субстрата за 1 U активности принимали, со-
гласно [30] , количество С О Д , требуемое д л я 
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