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ПРИ ЭКСПЕРИМНТАЛЬНОИ ПАТОЛОГИИ СЕРДЦА

В патогенезе поражения миокарда ведущая роль отводится лизо­
сомам, когда вследствие действия различных механизмов активации 
лизосомальные гидролазы переваривают клеточные компоненты и вы­
зывают гибель клетки [4, 13]. Среди постулируемых механизмов важ­
ное значение отводится мембранному гипотезу, согласно которому 
дезинтеграция лизосомальных мембран приводит к освобождению гид­
ролиз [3]. Однако непосредственное изучение функций лизосом, и ли­
зосомальных мембран имеет определенные технические трудности и ав­
торы часто затрудняются дать полную количественную характеристику 
полученных результатов [11]. По сей день продолжаются поиски оп­
тимальных методов количественной оценки латентности лизосом [5]. 
Наша работа посвящена поиску оптимальных условий изучения ла­
тентности лизосомальных ферментов миокарда при экспериментальной 
натологни сердца—адреналиновом миокардите, тотальной ишемии (ав­
толиз), медикаментозном наркозе, гипотермии (23°С).

Опыти были поставлены на крысах-самцах весом 230—280 г, ко­
торым вводили адреналин (5 мкг и 300 мкг/100 г) или, согласно [7], 
вызывали тотальную ишемию миокарда, медикаментозный наркоз и 
гипотермию [1]. Наркотизированных эфиром или наркозной смесью 
(тиопентал, морфин, оксибутират, атропин) крыс декапитировали, бра­
ли кровь и миокард для изучения. Миокард гомогенизировали, фрак­
ционировали дифференциальным центрифугированием [10], выделя­
ли митохондриально-лизосомальную фракцию. Во всех фракциях опре­
деляли количество белка, активность кислой фосфатазы, катепсина Д, 
р-глюкуронндазы [2]. О латентности лизосомальных ферментов судили 
по возрастанию активности ферментов после обработки лизосом три­
тоном Х100 (0,1%) и по соотношению активностей лизосомальных фер­
ментов в 40 000 § осадке и супернатанте.

Результаты и йх обсуждение. Существенное значение при работе 
<с лизосомами миокарда имеют мягкие условия гомогенизации. Приме­
нение буферного раствора с КС1 0,25 М и гомогенизация вручную в те­
чение 5 мин при 0°С в гомогенизаторе Поттера с тефлоновым пестиком
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обеспечивало экстракцию 60-62% белка и 70-80% активности кислой 
фосфатазы, катепсина Д и р-глюкуронидазы в 800 д супер.натайте (10 
мин) Более энергичная гомогенизация (2X30 сек, оОО 1000 об/мин) 
хотя и повышала выход ферментов до 90%, в то же время приводила к 
значительной дезинтеграции лизосом, поэтому был выбран первый спо֊
соб гомогенизации.

Для выявления сдвигов латентности при экспериментальной пато­
логии предварительно было изучено влияние ряда внешних факторов 
на активность и латентность лизосомальных ферментов, условия дез­
интеграции лизосом тритоном (рис. 1).

Рис. 1. Влияние внешних факторов на активность и латентность лизосо­
мальных ферментов миокарда (—.—.—кислая фосфатаза, —Д—Д—р-глю- 
курокидаза,—0—0—катепсин Д). А. pH оптимум лизосомальных фермен­
тов (40 000 Й супернатант); Б. Влияние тритона на активность лизосо­
мальных ферментов миокарда (40 000 2 супернатант, тритон X 100, 10 мин, 
37°С, pH 5); В. Влияние pH на латентность лизосомальных ферментов 

миокарда (40 000 2 осадок, латентность = 100 X
ч, акт, с тритоном—акт, без тритона 

активность с тритоном

Как видно из рисунка, во-первых, pH оптимум лизосомальных фер­
ментов миокарда существенно не отличается от ферментов печени. На­
блюдаются также характерные два пика активности р-глюкуронидазы 
[2], во-вторых, резкие сдвиги латентности ферментов лизосом в зави­
симости от pH требуют изучения ее вне оптимального действия pH фер­
мента (катепсин Д или при значениях pH, когда наблюдаемую актив­
ность фермента могут исказить другие ферменты со сходной субстрат­
ной специфичностью (кислая фосфатаза). Заметное влияние тритона 
на активность кислой фосфатазы, по-видимому, является причиной 
кажущейся более низкой латентности данного фермента в миокарде по 
сравнению с катепсином Д. Таким образом, ряд внешних факторов мо­
жет существенно влиять на активность и латентность лизосомальных 
ферментов миокарда.

При тотальной ишемии (автолиз 60 мин) наблюдалось повышение 
активности кислой фосфатазы и р-глюкуронидазы, по сравнению с кон­
тролем (с 1,19 и 4,33 до 1,25 и 5,45 усл. ед/мг белка соответственно). При 
4



гипотермии и медикаментозном наркозе наблюдалось повышение сво­
бодной активности катепсина Д, р-глюкуронидазы и кислой фосфата­
зы, однако сдвиги латентности статистически недостоверны. Сдвиги 
активностей лизосомальных ферментов и их латентности при адренали­
новом миокардите приводятся в табл. 1.

Таблица I
Активность кислой фосфатазы, р-глюкуронидазы в миокарде крыс 

при адреналиновом поражении миокарда

Три­
тон Контроль Адреналин

5 мкг/ЮОг
Адреналин 

100 мкг/ЮОг

Кислая фосфатаза мкМ вы- _ 15,8+0,24 11,5+1,13* 12,9+1,10*
делившегося

п-ннтрофенола на 1г сердца 
за 30 мин

+ 16,9+0,36 11,7+1.21* 12,4+0,96*

^-глюкуронидаза мкМ выде- — 0,709+0,090 0,428+0,056* 0,452+0,048*
лившегося

фенолфталеина на 1г сердца 
за 60 мин

+ 1,360+0,142 0,706+0,128* 0,810+0,137*

Примечание. • Р<0,05 по сравнению с контролем.

Как видно из табл. 1, при введении адреналина через 24 часа на­
блюдается снижение общей активности лизосомальных ферментов в 
миокарде. По-видимому, катехоламинами действительно- вызываются 
нарушения целостности клеточных мембран, и происходит соответству­
ющая элиминация ферментов. Что же касается нарушения функции 
лизосомальных мембран, то судить об этом по результатам, показыва­
ющим латентность ферментов с тритоном, практически невозможно—во- 
первых, результаты отличаются значительным разбросом, во-вторых, 
одновременно с разрушением лизосомальных мембран тритоном и осво­
бождением внутрилизосомальных ферментов происходит определенная 
их инактивация (рис. 1). Поэтому активность кислой фосфатазы в 
отдельных случаях с тритоном меньше, чем без детергента.

Более стабильным показателем было соотношение седиментируемой 
при 40 000 §, т. е. связанной с частицами—лизосомами, активности фер­
ментов и активности, оставшейся в супернатанте. Так, несмотря на низ­
кую латентность кислой фосфатазы в опытах с. тритоном, седиментация 
фермента при ультрацентрифугации практически не отличалась от 
р-глюкуронидазы, катепсина Д и составляла 50—60%. Введение токси­
ческих доз адреналина вызывало 5—10% снижение седиментируемой 
при 40000§ доли ферментов. Сходные сдвиги активностей катепсина 
Д, кислой фосфатазы, р-М-ацетил-глюкозаминидазы при введении изо­
протеренола и автолизе миокарда кролика были получены Вильденто- 
лом и соавт. [8, 9], и имеющиеся различия результатов от данных дру­
гих авторов объясняются различными сроками исследования. Этим, 
по-видимому, объясняются и наблюдаемые нами различные сдвиги ак­
тивности лизосомальных ферментов при автолизе (1 час), гипотермии 
(с учетом времени наркоза и введения в гипотермию 3 часа) и адрена­
линовых поражениях миокарда (18—24 часа).
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Таким образом, при глубоких поражениях миокарда, когда актив­
ность аминотрансфераз в крови увеличивается больше чем вдвое, деся­
тикратно снижается уровень АТФ в миокарде (наши предварительные 
опыты, результаты не приводятся), выявленные сдвиги латентности или 
седиментационных свойств лизосом становятся еле уловимы. Хотя по­
казано [6], что лизосомальные протеазы могут вызвать повреждение 
митохондрий ин внтро, и, следовательно, нарушить энергопродукцию 
клетки, трудно предположить, что нарушение целостности лизосомаль­
ных мембран, приводящее уровень не связанной с органеллами актив­
ности ферментов с 45 до 55%, является главным патогенетическим ме­
ханизмом при развитии поражения миокарда. Литературные данные и 
наши собственные опыты по изучению уровня АТФ в миокарде при экс­
периментальной патологии дают основание предположить, что сниже­
ние энергообразования в миокарде может быть причиной нарушения 
ионных сдвигов, в том числе pH, приводящих к активации не связанных 
с лизосомами кислых гидрол миокарда, усугубляющих функции ми­
тохондрий и других органелл клетки.

Таким образом, для определения роли лизосом при развитии пора­
жения миокарда требуется развитие новых подходов к изучению целост­
ности лизосомальных мембран и их функций.
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Latence of Lysosomal Ferments of Myocardium in Experimental 
Cardiac Pathology

Summary

It Is shown that a number of the external factors may Influence the activity 
and latency of myocardial lysosomal ferments. In total Ischemia and hypothermia the 
activity of ihe lysosomal ferments increase, In adrenallnlc affection of the myocar­
dium the total content of acid phosphatase, ի-glucuronidase, cathepsin D decreases. 
At the same time the shifts of the lysosomal latency were less expressed. The role 
of lysosomes In the pathogenesis of the myocardial affection Is discussed.
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А. Л. УРАКОВ

РЕГИСТРАЦИЯ ТОНУСА ИШЕМИЗИРОВАННОГО МИОКАРДА 
КАК ОДИН ИЗ СПОСОБОВ ХАРАКТЕРИСТИКИ

КАРДИОТРОПНЫХ ВЕЩЕСТВ

Одной из самых простых методик определения степени ишемиче­
ского повреждения органов является измерение их электропроводности 
[1]. Однако проведенные нами исследования показывают, что измене­
ние электропроводности миокарда в первые десятки минут ишемии от­
ражает не столько процесс ишемического повреждения, сколько про­
исходящее параллельно с ним изменение реологических свойств крови 
в исследуемом участке—тромбообразование [2]. В связи с вышеизло­
женным, нами предлагается методика регистрации тонуса ишемизиро­
ванного миокарда как один из способов характеристики кардиотропных 
веществ.

Методика. Суть метода заключается в измерении мышечного тону­
са миокарда. Основанием для рекомендации данной методики являет­
ся установление тесной корреляции между развитием ишемической кон­
трактуры и появлением необратимого повреждения в ишемизированном 
миокарде [4]. Для регистрации тонуса нами предлагается использо­
вать свежеиссеченный кольцеобразный сегмент толщиной 1 мм из лево­
го желудочка крысы. Изолированный сегмент помещается в специаль­
ный раствор герметической термостатируемой камеры, где соединяется 
с механотроном. Регистрация тонуса производится тензометрически в- 
изометрическом режиме по общепринятой методике [3].

Результаты и их обсуждение. Проведенные нами исследования по-
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