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INFLUENCE OF THYMOSIN AND ALIMENTARY FACTORS 

ON PHOSPHOLIPID COMPOSITION A N D THE RATE OF 

PEROXIDATION IN LIVER, SPLEEN, BONE MARROW AND 

LYMPHOCYTES OF THYMECTOMIZED RATS 

Zh. / . Mamutov 

Middle Asian Medical Pediatric School, Tashkent. 

Influence of thymosin and alimentary factors on phospholi-
pid composition and the rate of peroxidation in liver 
( including subcellular organel les ) , spleen, bone marrow and 
lymphocytes of thymectomized rats was studied within 
different periods after the operation (40, 70, 100, 190 and 
370 days) . Phospholipid composition arid POL intensity in 
the tissues, subcellular structures and cells studied were 
markedly changed as a result of the immunodeficiency 

developed, especially within later periods after thymectomy. 
Content of phosphatidyl choline, phosphatidyl ethanolamine, 
phosphatidyl inositol and the rate of spontaneous POL 
were decreased while lysophosphatidyl choline, cardiolipin, 
phosphat ide acid and the rate of ascorbate-induced POL 
were increased. Administration of thymosin normalized 
completely the phospholipid fractions studied and lipid peroxi-
dation in all the preparations studied within the early 
periods after thymectomy as well as the same effect was 
observed within the later periods when the drug was admi-
nistered s imultaneously with vitamins A and E; these alimen-
tary factors improved complete normalization of the patterns 
studied. 
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3. К. Никитина, Н. Н. Абросименкова, Л. Б. Ребров 

И З М Е Н Е Н И Я АКТИНА С К Е Л Е Т Н Ы Х М Ы Ш Ц 
К Р Ы С В ПРОЦЕССЕ ПОСМЕРТНОГО АУТО-
J1ИЗА 
Научно-исследовательская лаборатория биологических струк-
тур Минздрава СССР, Москва 

Интенсивное развитие в последние годы транс-
плантации органов и тканей, мышечно-пластиче-
ских операций и использование для этого в ряде 
случаев трупного материала делает необходимым 
исследование процессов, происходящих в различ-
ных тканях, в том числе мышечной, после смер-
ти. При этом, по-видимому, для мышц особое 
внимание-должно быть уделено изучению измене-
ний свойств актина и миозина — белков, состав-
ляющих структурную основу миофибрилл. Ранее 
[2] нами были исследованы структурные и 
функциональные изменения миозина скелетных 
мышц крыс в процессе посмертного аутолиза. 
В настоящее время в литературе имеется огра-
ниченное число работ, посвященных изучению 
аутолитических превращений другого белка акто-
миозинового комплекса — актина. При этом дан-
ные биохимических исследований, свидетельст-
вующие о значительной устойчивости этого белка 
к действию протеаз |12, 19], не всегда пол-
ностью совпадают с результатами работ, выпол-
ненных на электронно-микроскопическом уровне. 
Так, например, при исследовании посмертных 
изменений икроножных мышц крыс показано раз-
рушение в первую очередь актиновых прото-
фибрилл [11]. 

Все сказанное выше определило задачи настоя-
щего исследования, посвященного изучению акти-
на скелетных мышц крыс на различных этапах 
посмертного аутолиза. В частности, учитывая 
существенную роль взаимодействия актина и мио-
зина в функционировании мышечной ткани, боль-
шое внимание в работе было уделено иссле-
дованию способности белка к ассоциации с мио-
зином с помощью аффинной хроматографии 
актина. 

М е т о д и к а 

В работе использовали мышцы задних конечностей крыс 
Вистар. Животных забивали декапитацией и тушки хранили 
при комнатной температуре в течение 1, 2 и 5 сут. 

Миозин выделяли методом Перри с последующей очист-
кой ионообменной хроматографией на DEAE Toyo jjearl 
650 М [2] и использовали в дальнейшем для иммоби-
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лизации на CNBr-активированной сефарозе. Актин получали 
методом Штрауба из Z-мембранных дисков [5] . Экстрак-
цию белка из ацетонового порошка проводили раствором 
Риса-Янга следующего состава: 10 мМ трис-HCI рН 7,5, 
0,5 мМ АТФ, 0,2 мМ СаСЬ, 0,5 мМ fi-меркаптоэтанола, 
5 мМ аскорбиновой кислоты с последующим диализом 
экстракта против стартового буфера, состав которого указан 
ниже. Д о л ю активного, способного к полимеризации, белка в 
препаратах, полученных из нативной мышцы, находили, поли-
меризуя актин в 0,02 М КС1 в течение ночи при 

0 °С [14] , с последующим определением концентрации 
F-актина после осаждения его при 100 000 g в течение 2 ч и 
деполимеризации. 

Анализ актина проводили методом диск-электрофореза в 
ПААГ с додецилсульфатом Na ( Д С П ) [7 | . Гели окрашивали 
0,125 % раствором кумасси ярко-голубого R-250 в смеси 
метанол — вода — уксусная кислота (4,5:4,5:1) и сканировали 
на сканирующем и интегрирующем денситометре «Хромо-
скан 200». Подвижность белковых зон выражали в относи-
тельном расстоянии миграции (R f ) , принимая Rf бромфено-
лового синего за 1. Для построения калибровочной кривой 
использовали наборы белков c. диапазоном мол. м. от 2,5 до 
280 кД фирмы «Fluka». 

Способность к ассоциации с миозином актина, выделен-
ного из мышц на различных сроках аутолиза, исследова-
ли, используя аффинную хроматографию на миозин-сефарозе, 
приготовленную следующим образом: 1 г CNBr-активирован-
ной сефарозы фирмы "Pharmacia" замачивали в 15 мл 
1 мМ НС1 и промывали на стеклянном фильтре 200 мл 
того же раствора, а затем 50 мл буфера 1 (0,1 М 
NaHCCb рН 8,3 с 0,5 М КС1). Необходимое количество 
миозина добавляли к суспензии геля и инкубировали при 
4 °С в течение ночи. Д л я блокировки оставшихся активных 
групп матрицы гель выдерживали в 100 мл 0,2 М раство-
ра глицина рН 8,0 в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре. Избыток лиганда и блокирующего агента удаляли, 
промывая гель поочередно 3 — 4 раза 50 мл буферов I и 
2 (0,1 М ацетат Na рН 4,0, 0,5 М КС1). Полученную 
матрицу уравновешивали стартовым буфером следующего со-
става: 20 мМ трис-HCI рН 7,6, 0,2 М KCI, 1 мМ 
MgCl 2 , 0,5 мМ p-меркаптоэтанола и упаковывали колонку 
К 9 / 1 5 фирмы "Pharmacia" обычным способом. 

Д л я выбора оптимальной концентрации лиганда, иммобили-
зованного на сефарозе, к одинаковому количеству геля (10 мг) 
добавляли разные количества миозина. Инкубировали в те-
чение ночи, затем обрабатывали так, как указано выше, и 
определяли концентрацию несвязавшегося миозина в фильтра-
тах. По разнице между концентрацией белка, добавлен-
ного к гелю и несвязавшегося с ним, находили количе-
ство иммобилизованного миозина. 

Оптимальное соотношение актина и миозин-сефарозы под-
бирали следующим образом. К гелю, содержащему опре-
деленное количество миозина ( 2 3 - 1 0 2 мкмоль/г геля), 
добавляли разные количества актина. Соотношение миозин — 
актин в такой системе менялось от 1:0,5 до 1:5 моль. 
Пробы инкубировали в течение 30 мин при комнатной 
температуре, центрифугировали при 2000 об /мин в течение 
10 мин и определяли в надосадочной жидкости количе-
ство несвязавшегося актина. 

Д л я проведения аффинной хроматографии актина на 
колонку, упакованную миозин-сефарозой, наносили белок, 
полученный на различных сроках аутолиза. Инкубировали 
при комнатной температуре в течение 30 мин. Затем колон-
ку промывали 3 объемами стартового буфера, проводя 
непрерывную регистрацию оптической плотности элюента на 
денситометре «Увикорд-П» (LKB) и самописце «Флед-Бед» 
( L K B ) . Д л я элюции сорбированного актина использовали 
стартовый буфер с (5 мМ) пирофосфатом натрия (ПФБ-
буфер) . Во фракциях, элюированных стартовым и ПФБ-буфе-
ром, определяли концентрацию белка и в ряде случаев 
анализировали их электрофоретически. Возможность отщепле-
ния миозина от матрит,I в стартовом и ПФБ-буфере конт-
ролировали, предварительно пропуская через колонку большие 
количества указанных растворов и определяя концентрацию 
белка в элюенте. 

Количественное определение белка проводили методом 
Брэдфорд | 9 ] . Спектры поглощения в ультрафиолетовой 
области и спектры флюоресценции выделенных препаратов 
актина снимали соответственно на спектрофотометре и флюо-
риметре "Shimadzu". 

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

Электрофоретический анализ препаратов акти-
на, полученных из мышечной ткани на различ-

10 Rf 

Рис. 1. Электрофоретический анализ актина, полученного 
из мышечной ткани на различных этапах посмертного ауто-
лиза, а, б, в, г — соответственно 0, 1, 2, 5 (сутки). 

ных сроках аутолиза, показал, что в течение 
5 сут после смерти не наблюдалось заметного 
протеолиза белка (рис. 1). Выход актина (в мил-
лиграммах на 1 г ткани) также за это время 
статистически достоверно не снижался, оставались 
неизменными и спектры поглощения полученных 
препаратов в ультрафиолетовой области. Обнару-
женные факты подтверждают имеющиеся в 
литературе данные об относительной устойчиво-
сти актина к действию протеолитических фермен-
тов [12, 19]. 

Как известно, характерной особенностью актина 
является его способность взаимодействовать с 
миозином с образованием актомиозинового комп-
лекса. В связи с этим на следующем этапе 
работы была предпринята попытка изучить влия-
ние посмертного аутолиза на способность актина к 
ассоциации с миозином. Для этих целей была 
использована модельная система, состоящая из 
миозина, иммобилизованного на сефарозе (мио-
зин-сефароза) , и актина, полученного из мышеч-
ной ткани через разные сроки после смерти. 
Предварительно в ряде экспериментов подбира-
ли оптимальные условия работы в данной систе-
ме: концентрацию лиганда, иммобилизованного 
на сефарозе, соотношение лиганд — анализируе-
мое вещество, условия проведения аффинной 
хроматографии. Как показано на рис. 2, абсолют-

но 

20 
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Рис. 2. Иммобилизация миозина на CNBr-активированной 
сефарозе (а) и выбор соотношения миозин — актин (б) при 
проведении аффинной хроматографии. 

По оси ординат-- количество связанного белка (в мг на I г сефарозы); 
по оси абсцисс — количество белка, нанесенного на I г сефарозы (в мг). 
По оси ординат — % актина, ассоциированного с миозином; по оси абсцисс 
соотношение моль актина; моль миозина. 
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Рис. 3. Принципиальная 
схема аффинной хромато-
графии актина на миозин-
сефарозе (а) и типичная 
хроматографическая кри-
вая (б ) . 
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ная форма. 
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ное количество иммобилизованного миозина воз-
растало при увеличении концентрации белка в ин-
кубационной смеси с одновременным уменьше-
нием доли связанного лиганда, что соответ-
ствовало типичной зависимости связывания лиган-
дов с CNBr-сефарозой [18]. Исходя из получен-
ной зависимости связывания, была выбрана кон-
центрация миозина, используемая в дальнейшей 
работе, которая позволяла получить достаточное 
количество белка, иммобилизованного на геле 
(23-10 2 мкмоля/г геля), при относительно высо-
кой степени связывания. Экспериментально най-
денное оптимальное соотношение белков при про-
ведении аффинной хроматографии составляло 
1 моль актина на 1 моль миозина. Следует 
отметить, что это соотношение несколько меньше, 
чем то, которое описано для актомиозииа мы-
шечной ткани [17]. Данное явление может быть 
объяснено тем, что при иммобилизации миозина 
на CNBr-сефарозе часть активных групп белка 
блокирована за счет связывания с матрицей. Кро-
ме того, в указанных условиях проведения экспе-
римента может быть затруднен доступ актина к 
активным центрам миозина. Аналогичные резуль-
таты были получены и при иммобилизации ряда 
ферментов на CNBr-сефарозе [8]. 

На рис. 3 представлена принципиальная схема 
модельной системы, позволяющей оценить способ-
ность актина к ассоциации с миозином (а) и 
типичная хроматографическая кривая, наблюдае-
мая в таких опытах (б). При добавлении акти-
на к миозин-сефарозе часть материала не связы-
вается с гелем и элюируется с колонки. Как по-
казали дополнительные исследования, белок, со-
держащийся в этой фракции, не способен к по-
лимеризации и, по-видимому, представляет инак-
тивированный актин. При этом доля белка, спо-
собного к ассоциации с миозин-сефарозой в 
данной модельной системе, соответствовала коли-
честву активного, полимеризующегося актина в 
препаратах, полученных из нативной мышечной 
ткани (в среднем около 33 % ) . 

Элюция ассоциированного с миозином актина 
осуществлялась с использованием буфера, содер-
жащего пирофосфат натрия, который, как извест-
но, является агентом, приводящим к диссоциа-
ции актомиозинового комплекса [13]. Разработан-
ная система аффинной хроматографии актина на 
сефарозе с иммобилизованным миозином была 
применена в дальнейшем для изучения изме-
нения свойств белка в процессе посмертного 
аутолиза. 

Как видно на рис. 4, в процессе посмерт-
ного аутолиза мышечной ткани наблюдалось зна-
чительное снижение способности актина к ассоциа-
ции с миозином в модельной системе, несмотря 

на то что, как указывалось выше, целост-
ность белка при этом не нарушалась. 

Для более детального выяснения причин умень-
шения способности актина к образованию акто-
миозинового комплекса были исследованы спектры 
флюоресценции белка, полученного на разных сро-
ках аутолиза. Как известно, актин способен к 
ассоциации с миозином при переходе из глобу-
лярной (G-актин) в фибриллярную (F-актин) фор-
му [3]. В свою очередь способность белка к по-
лимеризации может быть оценена на основании 
анализа его спектров флюоресценции |4, 6] . Из-
вестно, что при увеличении доли неактивного, 
неспособного к полимеризации белка отмечается 
смещение максимума спектра флюоресценции в 
более длинноволновую область и уменьшение ве-
личины отношения интенсивности флюоресценции 
при 320 нм к интенсивности при 365 нм. На 
рис. 4 видно смещение в процессе аутолиза 
максимума спектра флюоресценции полученных 
препаратов актина и уменьшение величины отно-
шения интенсивности флюоресценции (при 320 нм) 
к интенсивности флюоресценции (при 365 нм) 
от 1,54 для белка, выделенного из нативной 
мышцы, до 0,98 для препарата, полученного 
через 5 сут аутолиза (см. таблицу), что сви-
детельствовало об уменьшении доли способного к 
полимеризации белка в препаратах актина, вы-
деленных из посмертно-измененной мышечной тка-

Рис. 4. Образование акто-
миозинового комплекса 
(а) и спектры флюорес-
ценции актина (б) на раз-
личных этапах посмертно-
го аутолиза. 
и. По оси ординат: слева -— доля 
актина, ассоциированного с мио-
зином (в % ) к количеству на-
несенного на колонку белка (/) ; 
справа — относительный процент 
связывания [ ( за 100% принято 
количество ассоциированного ак-
тина, полученного из нативной 
мышечной ткани (2)] . По оси 
абсцисс: время аутолиза, сут. 
6. По оси ординат: интенсивность 
флюоресценции (в отн. ед.). 
1—4 ..... время аутолиза (в сут): 
/ - 0; 2 — I, 3 — 2. 4 — 5. 
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Характеристика спектров флюоресценции актина, полученного 
на разных сроках посмертною аутолиза а) 

Время аутолиза, 
сут 

Отношение интенсивности 
флюоресценции при 320 им 
к интенсивности при 365 им 

0 1,54=1=0,04 
1 1,22-1-0,01 
2 1 , 0 7 ± 0 , 0 7 
5 0,98=1=0,05 

ни. Таким образом, по-видимому, основной причи-
ной резкого снижения способности актина к обра-
зованию актомиозинового комплекса в посмерт-
ном периоде является превращение большей части 
белка в неактивную, неспособную к полимериза-
ции форму. 

Исходя из того что в проведенных экспе-
риментах не были выявлены структурные изме-
нения актина в процессе аутолиза, а его спо-
собность к ассоциации с миозином уменьша-
лась, можно предположить, что белок претерпе-
вает некоторые химические модификации, не при-
водящие к деструкции биополимера. Известно, 
что в процессе аутолиза происходят различные 
физико-химические процессы в мышечной ткани: 
изменение рН, накопление SH-групп, увеличение 
активности протеолитических ферментов и т. д. 
[15, 16]. Эти процессы, по-видимому, могут приво-

дить к модификациям белка, изменению центра 
полимеризации актина, которые сказываются на 
его способности к полимеризации и образова-
нию актомиозинового комплекса. Следует отме-
тить, что в ряде модельных экспериментов, 
проведенных на G-актине при инкубации его с 
препаратами плазматических мембран печеци, 
т а к ж е показано значительное снижение способ-
ности белка к полимеризации с сохранением 
его структурной целостности [10]. 

В заключение необходимо подчеркнуть, что 
выбранные в проведенном исследовании сроки 
аутолиза не захватывали так называемый период 
трупного окоченения, наблюдаемый обычно от 12 
до 24 ч после смерти | 1 | и характеризую-
щийся целым рядом особенностей, в частности 
значительным усилением ассоциации актина и 
миозина [20]. Изменения актина в этот период, 
по-видимому, могут отличаться от описанных в 
данной работе и нуждаются в дальнейшем изу-
чении. 
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ALTERATIONS IN ACTIN OF RAT SCELETAL M U S C L E S 

D U R I N G P O S T M O R T E M AUTOLYSIS 

Z. K. Nikitina, N. N. Abrosimenkova, L. B. Rebrov 

Research Laboratory of Biological Structures, Ministry of 
Public Health of the U S S R , Moscow. 

Electrophoretic analys is of actin, obtained within 1,2 and 
5 days after death, did not exhibit any destructions of 
the protein. At the same time, an ability of actin to 
develop the actomyosin complex w a s decreased during 
autolys is as shown by affinity chromatography of actin on 
CNBr-Sepharose containing immobilized myosin. Alterations 
in f luorescence spectra of the actin preparations enabled 
to s u g g e s t that an increase of inactive, unable to polymeriza-
tion form of the protein during autolysis w a s responsible 
for reduction of its property to associate with myosin. 
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О Б Н О В Л Е Н И Е ГЕМОПРОТЕИНОВ ПЕЧЕНИ 
МОРСКИХ СВИНОК С РАЗЛИЧНОЙ УСТОЙ-
ЧИВОСТЬЮ к Г ЕКСЕНАЛУ ПРИ ПЕРОРАЛЬ-
НОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Одной из биохимических закономерностей раз-
вития экспериментальных реакций гиперчувстви-
тельности является вовлечение в процесс сенси-
билизации микросомальных и митохондриальных 
гемопротеинов печени морских свинок |10, 13, 
18]. При этом обнаружен реципрокный харак-
тер взаимосвязи между состоянием активности 
системы микросомальных моноксигеназ печени и 
выраженностью реакций гиперчувствительности 
немедленного и замедленного типа у животных 
различных видов [2, 4, 10 12]. Так, в частности, 
при исследовании критерия длительности гек-
сабарбиталового сна, широко применяемого для 
оценки активности микросомальных моноксигеназ 
in vivo [1 ,9 , 23] , было выявлено достоверное уси-
ление тяжести пищевой анафилаксии у морских 
свинок с длительной продолжительностью сна по 
сравнению с животными, устойчивыми к гексеналу 
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