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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 



щиты миокарда от влияния избыточ-
ных количеств изопротеренола функ-
ционируют у I-месячных крыс, менее 
эффективно — у 6-месячных и слабо — 
у 3-месячных. 
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SYNTHESIS OF MITOCHONDRIAL PRO-
TEINS IN ISOPROTERENOL-DERIVED NEC-

ROSIS OF RAT MYOCARDIUM 

G. A. Kevorkian, A. S. Kcmanyan, L. О Voska-
nian 

Inst i tu te of Biochemistry, Academy of Sciences 
of the Armenian SSR, Insti tute for Pos tg ra -

duate Tra in ing of Physicians, Yerevan 

A rate of l 4C-amino acids incorporation into 
mitochondrial proteins was studied dur ing nec-
rosis of myocardium developed after intraperi-
toneal injection of (—) isoproterenol to I-, 3-
and 6 months old rats. The rate of label in-
corporation into the outer membranes fraction 
was decreased in all the age groups studied, 
whereas incorporation of the label into the 
fraction of inner membranes was increased in 
myocardium of 1 month old ra t s and decreased 
in other age groups. Proteins of mitochondrial 
inner membrane were fract ionated by means of 
electrophoresis in 10 % polyacrylamide gel. In 
the group of 3 months old animals 23 fract ions 
were detected, while only 18 fract ions were 
found in I- and 6 months old rats 

УДК 616.153.962.4-074 

E. П. Смородин, X. Э. Арукаэву 

В Ы Д Е Л Е Н И Е А 2 - М А К Р О Г Л О Б У Л И Н А П Л А З М Ы 
К Р О В И Ч Е Л О В Е К А К О М Б И Н А Ц И Е Й М Е Т О Д О В 

Г 1 С Е В Д О Л И Г А Н Д Н О Й А Ф Ф И Н Н О Й Х Р О М А Т О Г Р А Ф И И 
И Г Е Л Ь - Ф И Л Ь Т Р А Ц И И 

Институт экспериментальной и клинической медицины Минздрава Эстонской ССР, Тал-
линн 

«2-Макроглобулин ((Х2-МГ) плазмы 
крови является ингибитором протеаз 
с широким спектром действия [5]. 
Для изучения физиологической роли 
(Х2-МГ важное значение имеет выде-
ление его в чистом виде в нативной 
форме. Методы выделения (Х2-МГ име-
ют недостатки: множество этапов и 
низкий выход [9, 10], инактивация 
препарата [11], необходимость при-

менения дефицитного иммуносорбента 
[3], использования плазмы крови с 
фенотипом гаптоглобинов 1—1 [12]. 
Применение псевдолигандной аффин-
ной хроматографии на Цибакрон голу-
бой агарозе имеет большие потенци-
альные возможности для разделения 
белков крови [7]. Такой метод выде-
ления (х2-МГ достаточно прост и по-
зволяет избавиться от главных при-
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месей— IgM и гаптоглобинов (Hp) 
[4], однако имеющее место перекры-
вание зон этих белков с (Х2-МГ снижа-
ет общий выход гомогенного препара-
та а2-МГ. В настоящей работе ком-
б и и а ци ей м ето д о в хрома т о г р а ф и и н а 
Цибакрон голубой агарозе [4] и гель-
фильтрации на TSK гелеTOYOPEARL 
HW-60 значительно улучшено отделе-
ние а2-МГ от IgM. 

М е т о д и к a 

Использована Цибакрон голубая агароза 
F3GA. синтезированная на Опытном заводе 
биопрепаратов и органического синтеза Инсти-
тута .химии АН Эстонской ССР. Д л я гель-филь-
трации применяли TSK-GEL T O Y O P E A R L 
HW-60 (TOYО SODA, Япония) . Д л я электро-
фореза в 5 % полиакриламидиом геле (ПААГ) 
использовали 8 мМ трис-вероналэлектродный 
буфер, рН 7,5. Состав 5 % разделяющего геля: 
0,07 М трис-НС1-буфер, рН 7,5, массовое от-
ношение акриламида к метилеибисакриламиду 
составляет 25. Состав 2,5 % концентрирующего 
геля: 0,05 М трис-фосфатный буфер, рН 5,5, 
отношение акриламида к метилеибисакрилами-
ду 4. Напряженность поля 5—7 В/см. Аппарат 
для электрофореза АВГЭ-1 (Эксперименталь-
ная лаборатория «Хийу калур», Эстонская 
ССР) . Ангипротеазную активность и 2-МГ опре-
деляли по методике, описанной в работе | 2 | . 
Количественный анализ а 2 -МГ проводили по 
методу Лорелла [1]. 

Процесс выделения а 2 -МГ осуществляли на 
холоду. Плазму крови (5,5 мл) , содержащую 
цитрат и ингибитор трипсина из сои, обрабаты-
вали солями бария | 9 | . Перемешивали 1 ч, 
добавляли 7,о часть 2 % декстраисульфата и 
7,о часть I М раствора СаСЬ, перемешивали 
в течение 1 ч. Ионы кальция и бария осажда-
ли небольшим избытком 1,5 М раствора 
Na 2S04, осадок отделяли центрифугированием. 
К иадосадочной жидкости добавляли 20 % по-
лиэтиленгликоль (мол. м. 6000) в 0,02 М нат-
рий-фосфатном буфере, рН 7,4, содержащем 
0,1 А1 NaCl, до 6 % насыщения. Перемешивали 
0,5 ч, центрифугировали, к иадосадочной жид-
кости добавляли полиэтиленгликоль до насы-
щения 12 %. Перемешивали 0,5 ч, содержащий 
а 2 -МГ осадок отделяли центрифугированием и 
растворяли в 1,2 мл 0,05 М трис-ИС1-буфера, 
pi I 8,0 Экстрагировали липиды равным объ-
емом гексана (10 мин при перемешивании), 
центрифугировали и собирали нижний слой, 
который диализовали против стартового буфе-
ра 0,05 М ацетата натрия (ионная сила 
^ = 0,05), рН 5,0. Центрифугировали и надоса-
дочную жидкость (1,35 мл) наносили на ко-
лонку с Цибакрон голубой агарозой (объем 
13 мл). Хроматографию проводили при комнат-
ной температуре. Количество белка на колон-
ку - 40 ед. оптической плотности при 280 нм. 
Колонку промывали 11 мл стартового буфера, 
белки элюировали в линейном градиенте NaCl; 
стартовый буфер — стартовый буфер, содержа-
щий 2 М NaCl (общий объем 30 мл). 2 М 
NaCl-буфер пропускали дополнительно до зна-
чительного снижения оптической плотности 
элю а та. 

Кроме того, исследовали распределение 

фракций белков при хроматографии на Ци-
бакрон голубой агарозе при рН 8,0, После об-
работки солями бария 0,4 мл плазмы крови 
диализовали против 0,05 М трис-НС1-буфера, 
рН 8,0, наносили на колонку, эквилибрироваи-
ную этим буфером (процесс на холоду) . Соби-
рали фракции в трис-буфере, затем фракции 
белков при элюировании I М NaCl, далее 
фракции при элюировании 0,3 М KSCN (раст-
воры без трис-буфера) . 

Фракции а 2 - М Г при градиентной элюции 
2 М NaCl диализовали против 0,08 М натрий-
фосфатного буфера, содержащего 0,32 М NaCl, 
рН 7,2 и наносили 9 ед. белка (280 нм; объем 
0,7 мл) на колонку с гелем TS1\ ITW-60, экви-
либрированиым этим же буфером. Объем геля 
200 мл, элюция со скоростью 6 мл/ч (процесс 
на холоду) . 

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

При рН 8,0 в 0,05 М трис-НС1-бу-
фере многие белки плазмы крови че-
ловека не связываются с Цибакрон 
голубой агарозой (рис. 1), хотя и на-
блюдается некоторое распределение 
компонентов по колонке. Гель задер-
живает иммуноглобулины, основная 
часть которых элюируется 1 М рас-
т вором NaCl. I I ез н а ч и т е л ь н а я часть 
а2-МГ элюируется стартовым буфе-
ром, основная часть- 1 М NaCl. Ха-

Рис. 1. Электрофорез в ПААГ фракций, по-
лученных хроматографией плазмы крови на 
Цибакрон голубой агарозе в трис-НС1-буфсре, 

р Н 8,0. 
а—в — распределение белковых компонентов при элю-
ировании стартовым буфером (а — белки, выходя-
щие с фронтом буфера) ; — фракция белков, элюи-
рующихся 1 М раствором NaCl; д • фракция а 2 -МГ 
(F-ctj-МГ), представлена для сравнения; с фракция 
белков, элюирующихся 0,3 М раствором KSCN. А — 

альбумин. 
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К ст. Смородина и соавт. 

Рис. 3. Электрофорез в Н А М ' фракций, полученных хроматографией на Цибакрон го-
лубой агарозе, рН 5,0. 

а исходная фракция, обогащенная оь2-МГ; б — фракция № 17 (см. рис. 2); п № 18; г №19; 
О № 20- 21; г № 22 23; ж — № 24—25; з — № 26—27; и — № 28—29; /с — № 30—32; л — № 33—37. 

G £ й г д е ж э и н л м н 

Рис 5 Электрофорез л ПААГ фракций, полученных гель-фильтрацией па геле TSK 
HW-60. 

а — F-Oj-мг (неактивная форма) ; б - - с ы в о р о т к а крови человека; и • фракция № .40—ИГ, •• № 32 
33; д — № 34—35; е —36—37; ас - 3 8 - 3 9 ; з — 40-41 ; и — 42-43 ; /с — № 44—45; л — № 4 0 - 4 7 ; 

л — № 48—51; н — № 52—54 (см. рис. 4). 



Ms франции 

Рис. 2. Хроматография на Цибакрои голубой 
агарозе фракции белков, полученных осажде-
нием в 1 2 % полиэтиленгликоле (ацетатный 

буфер, рН 5,0). 
Пунктирная линия — концентрация NaCI. 

paктерной особенностью элюирования 
I М NaCI в этих условиях является 
отсутствие фракции альбумина. Часть 
альбумина элюируется стартовым бу-
фером, основная часть — 0,3 М рас-
твором KSCN. Стартовый буфер элюи-
рует также фракции, имеющие более 
высокую электрофоретическую под-
вижность, чем альбумин. В целом уве-
личение рН и ионной силы элюеита ос-
лабляет связывание белков с гелем 
[7]. Изменяя рН, ионную силу элю-
еита и температуру, можно добиться 
качественного разделения исследуе-
мых белков. Одним из достоинств Ци-
бакрон голубой агарозы является так-
же высокая емкость связывания бел-
ка. 

Для у со в ер ше и ст в о в а н и я м ето д а 
выделения аг-МГ воспроизводили ра-
боту [4], в которой не приведены дан-
ные анализа фракций методом элек-
трофореза в П А А Г. Хром а т о г р а м м а 
обогащенной и2-МГ фракции пред-
ставлена на рис. 2. Полученные дан-
ные показывают, что в этих условиях 
и м м у I юг л обул и н ы и Н р э л ю и ру ются 
раньше и отделяются от аг-МГ (рис.3, 
см. вклейку). На втором этапе аг-МГ 
отделяют от низкомолекулярных бел-
ков [4] на акриламид-агарозном геле 
АСА 22. Мы вместо АСА-22 использо-
вали гель TSK HW-60 (рис. 4). Полу-
чено не только разделение аг-МГ и 
белков меньшего размера, но и допол-
нительное отделение аг-МГ от приме-
си IgM (рис. 5, см. вклейку). IgM 
(в е р х н я я д и ф ф у з н а я з о н a) выходи т 

значительно позднее «2-МГ, хотя эти 
белки мало различаются по размеру. 
Задерживание IgM на колонке можно 

объяснить его гидрофобным и элек-
тростатическим взаимодействием с ге-
лем. Как известно, TSK-гели не явля-
ются и деа л ьн ы м и д л я гел ь- ф ил ьт р а -
ции, и фракционирование может дать 
неожиданные результаты. Та к, на 
TSK-G 4000 SW удается отделить да-
же нативную форму аг-МГ от ком-
плекса 062-М Г с протеазама или ме-
т и JI а м и и ом, ri р и чем диффузная з о н а 
комплекса зависит от стехиометрии 
связывания аг-МГ с трипсином [8]. 
В настоящей работе исходная фрак-
ция 30—37 и фракции, полученные 
после гель-фильтрации, не содержали 
неактивной формы аг-МГ с большей 
эле кт р о ф о р ет и ч ее ко й п од в и ж и ост ь ю 
F = аг-МГ [6] (см. рис. 5). Поэтому 
неизвестно, разделяются ли нативный 
аг-МГ и F-аг-МГ на колонке с гелем 
Т S К Н W - 6 0. П олученный к о н е ч н ы й 
препарат аг-МГ имел высокую анти-
протеазную активность: удельная ак-
тивность комплекса с трипсином в 
присутствии ингибитора трипсина из 
сои составляла 2,2—2,4 ед/мг (суб-
страт— этиловый эфир N-a-бензоил-Ь-
аргинина, 0,6 мМ, 25 °С). 

Такие хроматографические носите-
ли, как Цибакрон голубая агароза и 
TSK-гели, в е р о я т н о, п р и год н ы н е 
только для разделения отдельных бел-
ков, но и для выявления их микроге-
т е р ore н н ости. X р ома т о г р а ф и я на ге-
ле TSKHW-60 (или использованная 
в данной работе комбинация) может 
быть рекомендована также для выде-

30 35 40 50 55 
Ж» франции 

Рис. 4. I ель-фильтрация фракций № 3 0 — 3 7 
(см. рис. 2) на геле TSK HW-60. 

0,08 М натрий-фосфатный буфер, содержащий 0,32 М 
NaCI, рН 7,2. 
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ления IgM. Так, IgM содержит лишь 
следовые количества сс2-МГ и р-липо-
протеида — примесей, затрудняющих 
очистку IgM (см. рис. 3 и 5). 

Таким образом, с помощью комби-
нации примененных методов достигну-
то отделение аг-МГ от главных при-
месей— Hp и IgM. (х2-МГ получен в 
функционально активной форме инги-
битора протеаз. Псевдолигандная аф-
финная хроматография и неидеальная 
гель-фильтрация являются перспек-
тивными видами хроматографии с 
большими потенциальными возможно-
стями. 
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ISOLATION OF a 2 -MACROGLOBULIN FROM 
HUMAN BLOOD PLASMA BY MEANS O F 
P S E U D O L I G A N D AFFINITY CHROMATO-
GRAPHY C O U P L E D WITH GEL FILTRATION 
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Combination of two procedures — pseudoli-
gand aff ini ty chromatography on Cibacron blue 
agarose and usual gel fil tration on TSK HW-60 
enabled to separate successfully blood plasma 
a2-macroglobulin from immunoglobulin M, 
haptoglobins and low molecular weight pro-
teins. The preparat ion of a2-macroglobulin ob-
tained exhibited high inhibitory activity towards 
proteases. 
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В настоящее время успешно иссле-
дуются мембранные механизмы кле-
точной патологии. Установлено, в ча-
стности, существование определенной 
взаимосвязи между интенсивностью 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) 
биомембран и особенностями их функ-
ционирования в норме и при патоло-
гии [2| . Многие авторы наблюдали 
ПОЛ в печени при метаболизме эта-
нола [22], но данные о сравнительной 
характеристике процессов ПОЛ в ор-
ганах человека при алкогольной ин-
токсикации не опубликованы. 

Основной целью настоящей работы 
было сравнительное исследование ди-
намики аскорбатзависимого ПОЛ в 
тканях печени, легких, почек и сердца 
человека при острой и хронической 
алкогольной интоксикации. В ходе ис-
следования мы охарактеризовали так-

же активность ферментов супероксид-
дисмутазы (СОД), глутатионперокси-
дазы (ГП) и глутатионтрансферазы 
(ГТ) как важных компонентов анти-
оксидантной защитной системы клет-
ки [10]. 

М е т о д и к а 

Навески органов трупов мужчин (25— 
55 лет), которые при жизни подвергались хро-
нической алкогольной интоксикации и погибли 
от несчастных случаев (14 человек), от острой 
алкогольной интоксикации (16 человек), от не-
счастных случаев или других причин, не связан-
ных со злоупотреблением этанолом (5 человек, 
контроль), были получены не позже чем через 
24 ч после смерти. Д о момента вскрытия тру-
пы находились в одинаковых условиях морга. 
Аутоптаты были любезно представлены нам 
канд. мед. наук А. И. Угрюмовым. 

Митохондриальные фракции выделяли из 
10 % тканевых гомогснатов в 0,25 М сахарозе 
[17]. Содержание белка определяли колори-
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