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Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я КО ЛЛЕ ГИ Я 

ВОПРОСЫ 
М Е Г А 1 Л М И М О К О Й 

ХИМИИ 



EFFECTIVE P R O C E D U R E FOR SIMULTA-
NEOUS ISOLATION AND PURIFICATION 
OF TISSUE KALLIKREIN AND ACID STAB-

LE TRYPSIN INHIBITOR FROM URINE 
L. S. Lobareva, L. V. Plcitonova, S. E. Rabi-

novich, M. V. Palyulina, T. S. Paskhina 

Inst i tute of Biological and Medical Chemistry, 
Academy of Medical Sciences of the USSR. 

Moscow 

A simple preparat ive procedure is developed 
for s imultaneous isolation from urine of t issue 

kallikrein and acid stable trypsin inhibitor. 
The procedure involved adsorytion of these pro-
teins on chitosan at pH )5-6 and the subsequent 
elution with I N NIT4OH, which enabled to ob-
tain the enzyme and inhibitor with a yield of 
80-90 % and to purify 10-fold each of these 
components. Use of chitosan facilitated and 
simplified distinctly the large scale isolation 
from urine of the kallikrein and trypsin inhi-
bitor, required for medicinal and diagnost ic 
purposes. 

УДК (> 12.351.1:577.115.3].06:612.592].08 

В. А. Терновой, В. M. Яковлев 

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

Ж И Р Н Ы Х К И С Л О Т В П Л А З М А Л О Г Е Н Н Ы Х И Д И А Ц И Л Ь Н Ы Х 

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

Институт физиологии и экспериментальной патологии высокогорья АЫ Киргизской ССР, 
г. Фрунзе 

При воздействии различных факто-
ров внешней среды (гипоксия, тепло, 
холод и др.) и при патологических 
состояниях (сердечно-сосудистые за-
болевания, голодание, гепатиты, ко-
литы и др.) в тканях появляются 
биологически активные метаболиты 
глицерофосфолипидов — продукты 
перекисного окисления липидов, про-
стагландины, плазмалогенные фор-
мы фосфолипидов [1, 8]. Плазма-
логенным формам фосфолипидов от-
водят некую, пока неясную, роль в 
формировании адаптивного ответа 
[2, 3, 5—7]. Возможно, это связано 
с тем, что плазмалогены повышают 
стабильность и текучесть мембран, 
снижают их поверхностный потен-
циал [1| . Арахидоновая кислота, вхо-
дящая в структуру плазмалогенов, 
служит субстратом для синтеза вы-
сокоактивных простаглаидииов, тром-
боксаиов, непосредственно участву-
ющих в процесс адаптации [jl]. 
Дальнейшее изучение структуры фос-
фолипидов, а также соотношения в 
них плазмалогенных и диацильных 
форм, их жирнокислотиого состава, 
возможно, внесет ясность в понима-
ние функциональной роли плазмало-
генов при воздействии на организм 
различных условий среды. 

В данной работе мы изучали жир-
покислотпый состав плазмалогенных 
и диацильных форм фосфатидилэта-
ноламина (ФЭ) и фосфатидилхолина 
(ФХ) в ткани печени крыс при 

акклиматизации к различным пони-
женным температурам. 

М е т о д и к а 

Белые лабораторные крысы-самцы массой 
130,±10 г были разделены на группы: конт-
рольную, содержавшуюся при 25 °С (п — 6) , и 
подопытные группы, подвергавшиеся 2-недель-
ной экспозиции при 10°С (/г = 6) и 3 °С (п = 6) 
соответственно. За 1 мес до начала экспери-
мента и в течение всего времени экспозиции 
животные получали стандартный сухой корм 
ad libitum. Животных декапитировали. Липи-
ды из ткани печени извлекали по методу [4]. 
Для разделения диацильной плазмалогенной 
форм фосфолипидов плазмалогены разрушали 
парами ИС1, а образовавшуюся смесь альдеги-
дов, диацильной и лизо-форм фосфолипидов 
разделяли методом тонкослойной хроматогра-
фии [9]. Жирные кислоты ( Ж К ) метилировали 
и анализировали методом газожидкостной хро-
матографии на фоне средней полярности Саг-
bowax 20 М, при температуре колонок 180°С. 
Площадь полученных пиков подсчитывали на 
регистрирующем интеграторе И-02. Получен-
ные пики идентифицировали путем сравнения 
времен удержания исследованных образцов со 
стандартными Ж К или по таблицам времен 
удержания. 

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

Из табл. 1 видно, что 2-педельная 
акклиматизация крыс к 10 °С вызва-
ла увеличение доли ненасыщенных 
Ж К в диацильной форме ФЭ с 43,2 
до 72,8 % (в процентах к сумме 
Ж К ) . Насыщенные и менее нена-
сыщенные Ж К С20:0 И С20:2, С О С Т а В Л Я -
ющие при 25 °С примерно 2 1 % , за-
меняются при 10 °С полинеиасыщен-
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Т а б л и ц а 1 

Жирнокислотный состав (в процентах к сумме Ж К ) диациальной ( I ) и плазмалогенной ( I I ) 
форм ФЭ в ткани печени при акклиматизации крыс к различным температурам 

Ж и р н ы е кисло-

I О °С 2 5 °С 1 О °С 3 °С 

10:0 1 , 7 ± 0 , 1 47 , 4 ± 1,8 
12:0 3,3=1=0,6 0,4=1=0,1 
14:0 0 , 9 ± 0 , 1 0,9=1=0,1 
15:0 0 , 7 ± 0 , 1 8,9=1=0,5 
16:0 8 , 3 ± 0 , 3 8 , 3 ± 0 , 3 18, I ± 1 ,4 1 ,1 d=0,1 * 26,9=1= 1 ,6* 
16:1 8 , 8 ± 0 , 7 10,0=1=0,9 
17:0 7 , 5 ± 0 , 5 4 , 0 ± 0 , 5 * 10,9=1=0,8 0 , 8 ± 0 , 1 * 4,9=fc0 ,2* 
17:1 5 , 0 ± 0 , 2 2,4=1=0,3 
18:0 5 , 2 ± 0 , 2 1 5 , 9 ± 1,2 2 , 2 ± 0 , 3 : t ! 0,8=f=0,l* 
18:1 6 , 2 ± 0 , 4 2 , 6 ± 0 , 2 * 1 ,4=h0, 1 2 , l=h0,2 сл 
18:2 3 , 4 ± 0 . 4 14,8=fcl,l 2,5=1=0,4 3,3=1=0,5 
18:3 5 , 8 ± 0 , 4 1,8ч=0,1 4,9=1=0,5* 2,0=1=0,1 
18:6 10,2=1=0,6 
20:0 8 , 7 ± 0 , 4 0,2=fc0,1 с л 
20: 1 0 , 5 ± 0 , 1 сл 2,4=hO ,2 
20:2 1 2 , 4 ± 1,1 1 , 2 ± 0 , l 0,5=1=0,1 2,1=1=0,2 
20 :Зсо6 0,8=1=0,1 l Л ± 0 , 1 
20:4 0)6 1 1 , 6 ± 1 , 3 21 ,3=fcl ,6* 15,0=1=1 ,3 3,4=1=0,4* 1 0 , 3 ± 1 ,0* 
20:4соЗ 2, lzb() .2 0,4=1=0, 1 2,2=1=0,1 
20:5(оЗ 3,2=1=0,1 0,2=1=0,1 0 , 7 ± 0 , 1 
21 :0 1 , 3 ± 0 , 1 7 , 2 ± 0 , 4 
21 :2 1 8 , 7 ± 0 , 9 2 , 8 ± 0 , 6 
22:0 2 0 , 7 ± 1,2 0 , 9 ± 0 Л 
22:2 2 , 4 ± 0 , 3 
22:3 Сл еды 0 , 7 ± 0 , 1 
22:4со6 31,0zfc 1 .6 7,4=1=0,5 8 , 2 ± 0 , 5 
22:5w6 2 , 4 ± 0 , 3 7,4=1=0,6 1 , 4 ± 0 , 1 
22: 5соЗ 1 ,4=1=0,1 
22:6соЗ 6 , 4 ± 0 , 4 0,5=1=0,1 1 , 5 ± 0 , 1 
23:0 1 1 , 6 ± 1 ,3 5, 1 ± 0 , 3 * 4,1=1=0,3 1 , 2 ± 0 , 1 
Насы щенные 56,8 27,2 52,1 68 ,3 36,1 
Не н асы щенные 43,2 72,8 47,9 31 ,7 63 ,9 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2 — п — 6; звездочка — р < 0,01. 

ИЫМИ С20:4 И С20:5 (ОКОЛО 2 5 % ОТ 
суммы Ж К ) . Количество минорных 
Ж К растет с 10 до 17. Уменьшается 
количество нечетных (Ci7:0, C2i :2, 
С2з:о)> по появляются в следовых ко-
личествах короткоцепочечиые ЖК. 
Длина углеводородных цепей изме-
няется незначительно: с C2i до С20. 

Как и в диацильных формах ФЭ, 
акклиматизация к пониженным тем-
пературам ведет к увеличению числа 
минорных Ж К в плазмалогенах с 12 
до 21 при 10°С и до 26 при 3°С, к 
уменьшению числа нечетных Ж К с 
23,1 до 13,8% при 10°С и 11,3% 
при 3°С. 

Вместе с тем динамика плазмало-
генов ФЭ свидетельствует о разли-
чиях адаптивного ответа на воздейст-
вие различных степеней температур-
ного фактора. Если при 10 °С сред-
няя длина углеводородных цепей па-
дает с С17 до С!2, то при 3 °С она не 
изменяется (Ct8). 

При 10 °С в плазмалогенном ФЭ 
процент ненасыщенных Ж К убывает 
с 47,9 до 31,7 (за счет уменьшения 
доли Ж К С22:4, с22:5, C22:G), а при 
3 °С нарастает до 63,9% преимуще-
ственно за счет Ж К CI8:4. 

Из табл. 2 следует, что для диа-
цильных форм ФХ в еще большей 
степени, чем для ФЭ диацилыюго ха-
рактерно увеличение доли ненасы-
щенности Ж К при акклиматизации к 
низким температурам: с 16,4 до 
80,3% при 10°С и до 73,9% при 
3°С, в основном за счет полиненасы-
щенных длиноцепочечных С 2 2:4; 
C 2 2 : 5 i С 2 2 ; б . 

Число минорных кислот ФХ при 
10°С практически не изменяется, а 
при 3 °С возрастает с 14 до 22. 

В отличие от диацильных форм 
ФЭ, уже имеющих исходную длину 
углеводородных цепей С20, в ФХ, со-
держащем преимущественно коротко-
цепочечные Ж К при 25 °С, адаптация 
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Т а б л и ц а 

Жириокислотный состав (в процентах к сумме ЖК) диацильной (I) и плазмалогенной ( И ) 
форм ФХ в ткани печени при акклиматизации крыс к различным температурам 

Ж и р н ы е кисло-
ты 

1 11 
Ж и р н ы е кисло-

ты 2 5 °С 1 о °с з °с 1 0 °с з °г. 

8 : 0 4 2 , 6 4 - 1 ,6 14,7=1=1 , 1* 
10 :0 2 0 , 2 i t 1,2 0,6=!=0 1* 
12 :0 13 ,34=0 ,9 0 ,5=1=0,1* 18,2 ± 0 , 7 * 
14:0 0,4=1=0,1 0 , 7 ± 0 , 1 1 0 , 8 ± 0 , 7 * 
15:0 0,5=1=0,1 2,3=1=0,4 5 ,1 ± 0 , 3 
16:0 6 , 3 ± 0 , 2 0,6=1=0,1* 2,0=1=0,2* 3 , 9 ± 0 , 3 5 , 2 ± 0 , 5 
17 :0 0,6=1=0,1 4 , 9 ± 0 , 1 6 , 1 ± 0 , 2 
17: 1 

0,6=1=0,1 
1 , 7 ± 0 , 1 

18 :0 1,2=1=0,1 0,3=1=0,1 15,0=1= 1 ,2* 1 , 7 ± 0 , 1 3 , 9 ± 0 , 5 * 
18: 1 16,4=1= 1 ,5 2 , 6 ± 0 , 3 1 Л ± 0 , 1 
18 :2 0,6=1=0, 1 3,0=1=1 ,0* 2 , 9 ± 0 , 1 0 , 9 ± 0 , 1 * 
18 :3 1,1 ± 0 , 1 1 ,9=1=0,1 5 , 9 ± 0 , 2 2 , 1 ± 0 , 2 * 
19:0 1 , 5 ± 0 , 1 0 , 9 ± 0 , 1 
2 0 : 0 0,4=1=0, 1 1 ,4=1=0,1 5 , 7 4 = 0 , 2 
20 :1 0 , 4 ± 0 , 1 0,7=1=0,1 6 , 5 ± 0 , 4 2 , 4 ± 0 , 1 
2 0 : 2 0 , 6 = t 0 , 1 2 , 6 ± 0 , 3 * 6 ,1 ± 0 , 3 * 0 , 2 ± 0 , 1 2 , 6 ± 0 , 5 * ' 
2 0 : 3 со 6 3 ,7=1=0,1 7 , 0 ± 0 , 8 
20 :4а )6 5,7=1=0,6 2 9 , 7 ± 1 ,7* 5,8=1=0,2 1 4 , 7 ± 1 ,6 9 , 4 ± 1,0 
20:4(1)3 1,0=1=0,1 
20:5(оЗ 0 , 8 ± 0 , 1 2,8=1=0,2 2 3 , 5 ± 1 , 5 
21 :0 9 , 0 ± 1 ,0 
21 :2 2 ,1 =1=0,2 
2 2 : 0 1,6=1=0,1 0,5=1=0,1 5 , 5 ± 1 , 1 
22 : 1 3 , 7 ± 0 , 2 
2 2 : 3 3,3=1=0,2 6 , 1 ± 0 , 3 
22 :40)6 2,7=1=0,2 33,0=1=1 ,6* 1 ,4=1=0,2 0 , 8 ± 0 , 1 2 , 3 ± 0 , 3 * 
22:5(0 6 1,1=1=0,1 5,5=1=0,5* 8 , 2 ± 0 , 9 * 0 , 5 ± 0 , 1 1 1 , 1 ± 1 ,3* 
22:5(03 Следы 
22:6(03 0,9=1=0,1 8 , l ± 0 , 1 * 2 , 8 ± 0 , 4 * 3 4 , 5 ± 2 , 1 
2 3 : 0 3 , 5 ± 0 , 3 1 , 0 ± 0 , 1 
Н а с ы щ е н мыс 8 3 , 6 19,7 26,1 3 9 , 1 2 6 , 9 
Н е н а с ы щ е н н ы е 16,4 8 0 , 3 7 3 , 9 6 0 , 9 7 3 , 1 

к 10 °С ведет к резкому увеличению 
длины углеводородных цепей с Cg-io 
до С20-21 и значительному — при 
3 °С — до Ci8. Адаптация к 3 °С ве-
дет к появлению в диацильных фор-
мах ФХ до 8 % нечетных ЖК. 

И для ФХ плазмалогенного, как и 
для его диацильных форм, характе-
рен высокий процент полиненасыщен-
ных Ж К при акклиматизации к низ-
ким температурам. Однако в отличие 
от диацильной формы большое со-
держание (21 % от суммы ЖК) не-
четных Ж К в ФХ плазмалогенном 
обнаруживается при 10 °С. Число 
короткоцепочечпых Ж К в плазмало-
генном ФХ, как и в его диацильной 
форме, при 10 °С и 3 °С снижено; бо-
лее 50 % Ж К составляют кислоты с 
длиной углеводородной цепи С20-22. 
Причем при 3 °С более половины 
всех Ж К в плазмалогенном ФХ при-
х од и тс я н а п о л и не 11 а сы ще 11 н ые 

0^2:5^6 И С22:бш3, тогда как при 10 °С 
этих кислот практически нет. 

Таким образом, обнаружены су-
щественные различия адаптивного 
ответа при различных степенях воз-
действия температурного фактора 
среды. Следует заметить, что функ-
циональное значение изменений дли-
ны, четкости и нечеткости углерод-
ных цепей Ж К в диацильных и плаз-
малогенных формах ф о с ф о л и п и д о в, 
а также изменений качественного со-
става их Ж К пока остается неясным. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Вельтищев Ю. В., Юрьева Э. А., Воздви-
женская Е. С. / / Вопр. мед. химии. - 1987. — 
№ 2. — С. 2—9. 

2. Дембицкий В. М. / / Ж у р и , эволюц. био-
х и м . — 1 9 8 1 . — № 3. — С . 296—298. 

3. Карасев В. А. / / С т р у к т у р а , биосинтез и 
и п р е в р а щ е н и е липидов в организме живот-
ного и человека . — Л. , 1972. — С. 64—65. 

60 



4. Кейт с М. Техника ли индологии: Пер. с 
англ. — М., 1975. 

5. Крепе Е. М. / / Физиология и биохимия мор-
ских и пресноводных животных. — Л., 
1979.— С. 3—21. 

6. Круглова Э. Э. / / Т а м же. — 1985. — № 4 . -
С. 411—413. 

7. Круглова Э. Э.// Жури, эволюц. биохим. 
1987, — № 5 . — С. 582 -587. 

8. Куликов В. /О., Ким Л. Б. Кислородный 
режим при адаптации человека на Крайнем 
Севере. — Новосибирск, 1987. 

9. Horrocka L. A., Sun G. Г . / / R e s e a r c h Me-
thods in Neurochemistry / Ed. N. Merks, 
R. Rod night. — New York, 1972.— Vol. 1 . -
P. 223—231. 

Поступила 09.03.88 

COMPOSITION O F FATTY ACIDS IN PLAS 
MALOGEN AND DIACYL FORMS OF PHOS-
P H O L I P I D S FROM RAT LIVER T I S S U E UN-
DER C O N D I T I O N S OF LOW TEMPERATU-

RES 

V. A. Ternovoi, V. M. Yakovlev 

Inst i tu te of Physiology and Experimental Pa-
thology of Alpine Regions, Academy of Scien-

ces of the Kirghiz SSR, Frunze 

Content of unsa tura ted fa t ty acids was in-
creased in rat liver phospholipids under con-
ditions of low temperatures : + 1 0 ° and + 3 ° 
within 2 weeks. At the same time, length of 
hydrocarbonic chains, even and odd orders of 
fatty acids and content of minor acids were al-
tered in plasmalogen and diacyl forms of liver 
t issue phospholipids. These al terat ions were dis-
tinctly dissimilar under various temperature 
conditions. 

УДК <)l<).311 -002.289-085.272.4.014.425-036.8-07: [61(>. 155.3-008.931:577.152.3] 

10. А. Петрович, A. Л. Машкиллейсон, Г. Г. Сулейманова, А. И. Лагунов 

В Л И Я Н И Е А Н Т И О К С И Д А Н Т О В Н А А К Т И В Н О С Т Ь 
К И С Л Ы Х Г И Д Р О Л A 3 Л Е Й К О Ц И Т О В К Р О В И Б О Л Ь Н Ы Х 

Л Е Й К О П Л А К И Е Й С Л И З И С Т О Й О Б О Л О Ч К И П О Л О С Т И Р Т А 

Московски й сто м а то л о г и ч е ск и й и и ст и тут 

Актив Н ОСТ!) ({) с р м с н т он ней т р о ф И Л о в 
периферической крови изменяется при 
многих патологических состояниях, 
включая воспалительные заболевания, 
инфаркт миокарда, дерматозы, пред-
рак и злокачественные опухоли [1, 3, 
5, 14, 161. Разные воздействия вызы-
вают в лейкоцитах однотипные изме-
н е н и я к и с л о р од з а в и с и м о го м ет а б о л и з -
ма с генерацией супероксиданиоиа, 
гидроксильного радикала и пероксида 
водорода [4, 6], накопление которых 
может приводить к онкотрансформа-
ции клетки [7]. Активные формы кис-
лорода, генерируемые фагоцитами при 
воспалении, могут участвовать в кан-
церогенезе [18]. 

В связи с этим целью работы было 
изучение вли яния а нтиоксидантов на 
а кти в н ость к и с л ы х гид рол а з, щел о ч -
ной фосфатазы и лейцинаминопепти-
дазы лейкоцитов крови у больных 
лейкоплакией, которую относят к фа-
культативному предраку слизистой 
оболочки рта. 

М е т о д и к а 
Обследовали 43 больных в возрасте 28 

76 лет (36 мужчин и 7 женщин) и определяли 
активность ферментов у них до лечения. 
У 26 больных была плоская форма заболева-

ния, у 17 веррукозная с поражением крас-
ной каймы нижней губы, слизистой оболочки 
щек, углов рта, подъязычной области. У 22 
больных диагностировано по 1 лейкоплакиче-
скому очагу, у 21 — по 2 очага. Все больные 
курили сигареты или папиросы. Из сопутству-
ющих заболеваний у 2 больных была гипер-
тоническая болезнь, у 1 туберкулез легких, 
у 4 — язвенная болезнь желудка и двенадца-
типерстной кишки, у 14 - хронический гаст-
рит, у 1 — хронический холецистит, у 1 -
хронический колит, у 1 — дискоидная красная 
волчанка, у 1 больного — хронический брон-
хит. Для сравнения были однократно обследо-
ваны 43 здоровых человека в возрасте 22— 
40 лет, из них 22 женщины и 21 мужчина. 
10 мл крови у больных брали не только до, но 
и после лечения из локтевой вены, выделяли 
лейкоцитарную фракцию путем центрифугиро-
вания и гемолитического шока, повторного 
центрифугирования и растворения осадка в 
0,9 % растворе хлорида натрия. 

Активность свободных гидролитических 
ферментов определяли путем гидролиза специ-
фических субстратов: |3-галактозидазу - - с р-
н и т р о ф е н и л - р - D - г а л а к т о п и р а н о з и д о м, р Н 4,0; 
P-N-ацетилгексозаминидазы А и В -
с р - н и т рофе н ил - N - а дети л -13 - D - г л юкоза мини до м, 
pIT 4,0; p-глюкуронидазу — с 4-нитрофенил-
p-D-глюкуронидом, рН 4,0; катепсин В с 
a-N-бен зоил-ар г и и и н -13 - н а ф т и л а м и д о м, р Н 5,0; 
катепсин С — с гли-фен-2-нафтиламидом, 
рН 5,0, как описано в работе [2]. Активность 
лейцинаминопептидазы определяли с субстра-
том диметилбеизальдегидом, рН 10,15 | 12 | , 
щелочной фосфатазы, рН 10,5, — с р-нитрофе-
нилфосфатом [9]. Активность ферментов вы-
ражали в наномолях в 1 мин на 1 мг белка. 
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