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ВЛИЯНИЕ 2-ХЛОРБУТАДИЕНА 1.3 (ХЛОРОПРЕНА) НА 
КСАНТИНОКСИДАЗНУЮ АКТИВНОСТЬ ПЕЧЕНИ БЕЛЫХ КРЫС

IV сообщение

Исследованиями В. Г. Мхитаряна [1, 2, 3] было установлено, что 
под действием хлоропрена в организме человека и животных проис
ходят заметные изменения в обмене веществ. Это обстоятельство побу
дило нас в дальнейших исследованиях изучить изменения в активности 
ряда ферментов. Нами было установлено, что хроническая интокси
кация хлоропреном приводит к неодинаковому торможению ряда 
ферментных систем. Так, если активность некоторых тиоловых фер
ментов под действием хлоропрена понижалась во всех случаях, то 
этой закономерности не было отмечено в отношении ферментов, ак
тивность которых не обусловлена сульфгидрильными группами.

Из многочисленных сульфгидрильных ферментов нами была 
изучена лишь сукципдегидразная холинэстеразная*  и аденозинтрифос
фатазная активность. Значительно чувствительными к хлоропрену 
оказались сукциндегидраза и аденозинтрифосфатаза, торможение ак
тивности которых достигало до 55—6О°/о и менее чувствительной— 
холинэстераза, активность которой снижалась на 26°/0. Наряду с этим 
было установлено также, что активность одного и того же фермента 
подавляется в различных органах неодинаково. Более заметное сни
жение их активности мы наблюдали в мозгу и печени. Из ферментов, 
не относящихся к тиоловым, нами была изучена каталазная актив
ность крови и печени, а также активность угольной ангидразы боль
ших полушарий, слизистой оболочки желудка и крови белых крыс. 
Полученные, данные по активности этих ферментов дали нам некото
рое основание полагать, что они менее чувствительны к воздействию 
хлоропрена, чем тиоловые ферменты. В условиях нашего экспери
мента выяснилось, что активность угольной ангидразы в вышеуказан
ных тканях понижалась на 30—35°/0, между тем как каталазная ак
тивность крови и печени не подвергалась заметным изменениям.

* Хотя и в последнее время оспаривается ее принадлежность к группе тио
ферментов МигПег Ь. А. а. №Шакег V. Р. [4] и др. [14].

В развитии этих исследований мы сочли необходимым изучить 
действие хлоропрена и на другие ферментные системы. В настоящей 
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работе приводятся данные, касающиеся действия хлоропрена на один 
из тиоловых ферментов—ксантиноксидазную активность.

Ксантиноксидаза, приоритет открытия которой принадлежит 
Горбачевскому, обнаружена в различных тканях и обладает способ
ностью окислять в мочевую кислоту ксантин, гипоксантин, а также 
аминопурины. Она присутствует в молоке и печени большинства жи
вотных, откуда и можно ее получить различными методами в весьма 
чистом виде. Ксантиноксидаза является сложным белком и в качестве 
простетической группы содержит флавин-адениндинуклеотид. Кроме 
этого ксантиноксидаза имеет еще другую хромофорную, железосо
держащую группировку.

Согласно Уэстерфелду и сотрудникам [9, 10] препараты ксантино- 
ксидазы содержат 0։03°/о молибдена, представляющего собой возможно 
„вторую активную группировку" ксаитинокспдазы. Роль молибдена 
в качестве функционально важного компонента ксантиноксидазы была 
показана и другими авторами.

В 1953 г. Резне и сотрудники показали, что коферментом ксан
тиноксидазы является металл молибден. По полученным данным в 
1954 году молибден входит в состав’реактивного центра ксантинокси
дазы.

Наконец, по данным Баррона [15], активность ксантиноксидазы 
обусловлена также сульфгидрильными группами, окисление которых 
приводит к падению ксантиноксидазной активности.

Оптимальная активность ее лежит в пределах pH от 5,5 до 9,0, 
а по другим данным между pH 8,5 и 9,0. Ксантиноксидаза довольно 
чувствительна к кислороду и в срезах и гомогенах ткани быстро ин
активируется. Весьма мощным ингибитором ксантиноксидазы являются 
цианиды [20], окисленная форма п-аминофенола [21 ], пирогаллол [22], 
хиноидные соединения, гидроксиламин [23] и др.

Калькар и другие [ 13] обнаружили, что производные птерина-2 
амино-4-окси 6-формилптерин практически нацело угнетают ксантино- 
ксидазу при концентрации равной 10 4 М.

По данным ряда авторов [11, 12], аскорбиновая кислота также 
оказывает ингибирующее действие на ксантиноксидазу. Ионы меди 
инактивируют ксантиноксидазу в очень низких концентрациях. Большой 
интерес представляет то обстоятельство, что специфические ингиби
торы ксантиноксидазы оказывают также сильное угнетающее действие 
на эндогенное потребление кислорода гомогенатами печени. В связи 
с этим встает вопрос о роли ксантиноксидазы в эндогенном дыхании 
изолированных тканевых препаратов.

Как известно, ксантиноксидазная активность печени резко ме
няется при отсутствии или недостатке белка в пище, а также при го
лодании и нарушении нормального питания. В этих случаях ее актив
ность может снижаться почти до нуля.

Сравнительно недавно Бергель и Брей [5] установили, что сали
цилаты стабилизируют ксантиноксидазную активность.
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Весьма любопытные данные были получены также Виллела и 
Митидьери [6] в отношении ксянтиноксидазы печени крыс при отрав
лении их четыреххлористым углеродом. Они установили, что у крыс, 
получавших подкожно четыреххлористый углерод, ксантиноксидазная 
активность не только не угнетается, а, наоборот, значительно возрас
тает. Это обстоятельство может иметь важное значение для интер
претации наших данных о механизме действия 2-хлорбутадиена 1.3 
на ксантиноксидазную активность.

Ксантиноксидазную активность можно определять различными 
методами. Мы сочли более удобным манометрический метод и поль
зовались методикой Аскельрода и Эльвейем [7] в модификации Ри
черта, Эдварда и Уэстерфелда [8].

Постановка опыта и методика исследований. Подопытными 
животными служили белые крысы одного пола —самцы весом от 135 г 
до 220 г.

Все подопытные крысы, в том числе и контрольная группа, на
ходились па обычной смешанной диете.

Затравка животных хлоропреном производилась в камере, ста
тическим ингаляционным методом при расчетной концентрации хло
ропрена 8 мг/л с экспозицией 2 часа в течение 190 дней.

Из 25 крыс, отобранных для затравки, 13 погибло в течение 
всего периода отравления.

Методика определения ксаптиноксидазы в основном состояла в 
следующем.

После обезглавливания крыс печень быстро извлекалась и на 
аналитических весах бралась навеска—2.84 г, которая затем подвер
галась гомогенизации с фосфатным буфером pH 7,4 в стеклянном 
гомогенизаторе типа Поттер. Гомогенат количественно переливался в 
маленький мерный цилиндр, объемом в 20 мл с притертой пробкой 
и фосфатным буфером, его объем доводился до 17 мл. После 
энергичного перемешивания гомогената из него брался по 1,7 мл и 
вносился в главное пространство сосудиков Варбурга, в боковой от
росток сосудика наливалось 0,15 мл 0,05 М раствора ксантина, при
готовленного на 0,05 И растворе едкого натрия. Во внутреннюю 
вставку сосудика наливалось 0,2 мл 2О°/о раствора КОН.

Конечный объем реакционной смеси доводился в каждом сосу
дике до 2,2 мл, путем добавления в боковой отросток по 0,35 мл 
фосфатного буфера. Таким образом, в каждом сосудике было по 284 мг 
печеночной ткани. Опыты ставились одновременно в 4 сосудиках при 
37 и 80 качаниях манометров в минуту.

После выравнивания температуры и давления, краны манометров 
и ютно закрывались и в течение 40 минут, с 10-минутным интерва
лом (4 раза), производился отчет поглощенного кислорода. После 
определения эндогенного дыхания печеночной ткани, манометры с 
сосудиками быстро вынимались из термостата, содержимое отростка 
переливалось в главное пространство сосудиков, и, вновь погрузив 
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их в термостат, производился отчет поглощенного кислорода в тече
ние 100 мин., с двадцатиминутным интервалом (5 раз).

Одновременно, в двух-трех сосудиках в течение Ю0 мин. про
изводилось определение эндогенного дыхания, для чего взамен рас
твора ксантина в эти сосудики добавлялось равное количество фос
фатного буфера.

Для вычисления ксантиноксидазной активности вначале подсчи
тывалось количество поглощенного кислорода в сосудиках с ксантином 
и выводились средние данные; точно также производился подсчет 
поглощенного кислорода без ксантина (эндогенное дыхание); из пер
вого вычитывалось эндогенное дыхание, затем подсчитывалась ксан
тиноксидазная активность.

Ксантиноксидазная активность выражалась количеством погло
щенного кислорода |1 л на 1 г сухой печеночной ткани в течение 
одного часа.

По данным Ричерта, Эдвардса и Уэстерфелда, ксантиноксидазная 
активность печеночной ткани у белых крыс составляет 1500 единиц 
в норме.

Как видно из данных табл. 1, у контрольной группы крыс ксан
тиноксидазная активность печени колеблется в пределах 1131-1451

Таблица 1
Ксантиноксидазная активность печени у 

белых крыс в норме (контрольная 
группа)

Дата опытов Пол Вес жи
вотного

29. VI. 57 $ 170 1358
6. VI. 57 5 180 1178
7. VI. 57 г 160 1161

30. X. 57 г 145 1131
31. X. 57 8 155 1451
5. X. 57 8 185 1332

30. XI. 57 8 220 1375

М±ш
пределы 

колебания
а

П р их е ч а и и е: Обо

1284 + 436

(1131-1451) 
±115,2

значения для
табл. M±ni—-средняя величина и ее сред-
нее квадратическое отклонение;

а —среднее квадратическое откло
нение отдельных определений.

единиц и в среднем составляет 
1284 единицы. Полученные нами 
данные частично расходятся с 
данными Уэстерфелда и его со
авторов, по которым у белых 
крыс ксантиноксидазная актив
ность печени равна 1500 едини
цам. Мы заметили также боль
шую чувствительность ксантино
ксидазной активности печени бе
лых крыс к пище, которую они 
получили и, поэтому в течение 
работы обращали особое внима
ние на питание животных.

Данные, полученные у под
опытных крыс, приведены в 
табл. 2. Как видно из этих дан
ных, под действием хлоропрена 
у белых крыс, находящихся в 
течение 100 дней в атмосфере 
хлоропрена (8 мг/л) при экспо
зиции 2 часов, происходит за
метное снижение печеночной

ксантиноксидазной активности и 
доходит до 529 единиц. В наших 
у подопытных крыс колебалась

в некоторых случаях ее активность 
опытах ксантиноксидазная активность 
в пределах 529—991 единицы и в
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среднем составляла 776 единиц. Таким образом, ее активность пони
жается в среднем на 4О°/о. Наряду с понижением ксантиноксидазной 
активности памп было установлено также заметное снижение и эн
догенного дыхания. Эти данные еще раз говорят о том. что под дей
ствием хлоропрена у животных 
происходит нарушение окисли
тельно-восстановительных про
цессов.

Обсуждение результатов. 
Известно, что тиоловые яды не
одинаково тормозят активность 
сульфгидрильных ферментов. Не
которые из них оказались более 
чувствительными, другие—менее; 
так, например, по отношению 
(З-хлорвинилди-хлорарсен у наи
более чувствительными оказа
лись аденозинтрифосфатаза мозга 
и АТФ-аза печени. Такая раз
личная чувствительность к тио
ловым ядам объясняется различ
ной реакционной способностью 
8Н групп белков этих ферментов.

И н гибиро ван ие тиоферм е и - 
юв может протекать по следую
щим реакциями: 1) пуДем алки
лирования, 2) окислением сульф
гидрильных групп
металлов с тиолами с образованием 
турной

Таблица 2 
Ксантиноксидазная активность печени 
белых крыс, находившихся 100 дней в 
атмосфере 8 мг/л хлоропрена, при 

экспозиции 2 часов

Дата опытов Пол Вес жи
вотного О37

16. IX. 57 3 137 679.2
19. XI. 57 5 2>0 991.8
21. XI. 57 S 200 745.9
23. XI. 57 г 140 995.4
26. XI. 57 3 260 746.0
28. XI. 57 3 150 756.0

7. XII. 57 3 165 771.0
10. XII. 57 г 135 837.0
12. XII. 57 3 135 715.0
14. XII. 57 3 180 529.8

М+гп 776.7±41.6
пределы

колебания (529.8—991.8)
и ±131.8

в дисульфидные и 3) взаимодействием тяжелых 
меркаптидов. Исходя из струк- 

формулы и химических свойств хлоропрена можно полагать,
что он оказывает свое воздействие на тиоловые ферменты или путем 
алкилирования по двум возможным схемам, пли окислением сульф
гидрильных групп в дисульфидную

CI Н
I I

2R-SH4-CH2=C-C=CH, —> Н3С-С----С-СН3
II 'II

Cl Н RS SR
С1 Н

о ! I
R-SH4-CH2 = C-C = CH2 > СН2 = С֊С=СН2֊ЬИС1

I I
SR И

Вторая схема менее вероятная, ибо хлор в молекуле хлоропрена 
связан довольно прочно, хотя и не исключается возможность отщеп
ления из него НС1 в определенных ‘условиях. Другой путь торможе
ния—это окисление сульфгидрильных групп в дисульфидную.
Известия XI, № 6—2 • . ** , .
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Из литературы известно, что хлоропрен, будучи диеновым хлор
содержащим углеводородом, способен образовать довольно нестойкие 
и быстро распадающиеся перекиси. Перекиси хлоропрена, как и во
обще все перекиси, могут легко окислять целый ряд соединений, в 
том числе и сульфгидрильные группы, превращая их в дисульфидные 
по следующей схеме:

R-S 
2R—SH тперекиси хлоропрена-—-* | 4֊Н2О 

R-S
В пользу этого механизма действия хлоропрена на организм 

пока имеется ряд косвенных доказательств.
По данным Керн, Иоскуч и Волфрам [16, 17], для получения 

свободного от перекисей хлоропрена необходимо производить его 
дистилляцию в атмосфере азота и хранить в запаянных трубках.

Нистрем 11*8]  показал, что окисленный, то есть перекисный и не- 
окисленный хлоропрен (дистиллированный в атмосфере чистого азота 
и хранившийся в запаянных ампулах) на белых крысах оказывает 
неодинаковую токсичность. В его опытах окисленный хлоропрен ока
зался в 4 раза токсичнее, чем неокисленный. За этот механизм гово
рят и данные наших исследований, которые показали, что под дей
ствием хлоропрена как в организме человека, так и у эксперимен
тальных животных (белые крысы) происходит заметное снижение 
количества ряда легко окисляемых веществ, как, например, аскорби
новой кислоты, адреналина, глютатиона с. увеличением количества их 
окисленных форм. В частности было установлено увеличение коли
чества окисленной формы глютатиона и уменьшение ее восстановленной 
формы.

В нашей предыдущей работе [19] в опытах in vitro было уста
новлено, что хлоропрен как сам по себе, так и в сочетании с ионами 
меди приводит к заметному нарастанию перекисей в маслах и что 
хлоропрен оказывает прооксидантное действие на окисление жиров. 
Было показано также в опытах in vitro, что большие концентрации 
хлоропрена в атмосфере оказывают окисляющее действие на рибо
флавин и каротиноиды. Наконец, амиериметрическое определение 
сульфгидрильных групп в гомогенатах органов белых крыс, находя
щихся длительное время в атмосфере хлоропрена, показывают, что у 
подопытных крыс в печени, почках, мозгу, селезенке и в крови про
исходит, по сравнению с контрольной группой крыс, уменьшение 
количества сульфгидрильных групп.

Приведенные данные, а также ингибирование тиоловых фермен
тов—су кциндегидразы, аденозинтрифосфатазы, холинэстеразы, ксантин- 
оксидазы, кислой и щелочной фосфатазы дают нам право утверждать, 
что хлоропрен свое токсическое действие на организм оказывает в 
основном через перекиси, которые и окисляют сульфгидрильные груп
пы ферментов и их инактивируют. Все эти факты лишь косвенно 
подверждают наше предположение о действии хлоропрена на орга
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низм. Насколько мы правы, покажет определение органических пере
кисей в тканях подопытных животных, к чему мы уже приступили.

Выводы

1. У белых крыс, находящихся в течение 100 дней в атмосфере 
хлоропрена при расчетной концентрации 8/мг/л и зкспозиции двух 
часов, происходит заметное снижение ксантиноксидазной активности 
печени и колеблется от 529 до 991 единицы, составляя в среднем 
776 единиц.

2. Ксантиноксидазная активность печени у подопытных крыс, по 
сравнению с контрольной группой животных, понижается на 4О°/о.

Кафедра биохимии
Ереванского медицинского института Поступило 25 1 1958 г.

•Լ. Դ. 1Ոս1’Թ11.Ր8ԱՆ, Ն. Ա. ԵՍԱ8ԱՆ
ՔԼՈՐՈՊՐԵՆԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԼՅԱՐԴԻ ՔՍԱՆՏԻՆՕՔՍԻԴԱԶԱՅՒՆ 

ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ‘ԷՐԱ

Ա մ փ ո փ ո ւ մ

Մեզանից մեկի հեաա ղո տո է թ յուններից պարզվել էր , որ թե կենդանի֊ 
ների ե թե մարդկանց մ ո ա քլորոպրենի եր!յարատե ազդեցությունից տ և զ ի. 
Լ ունենում նյութափոխանակության զդալի խանդարում: հետագայում ցուլդ 
է արվել, որ րլորոպրենի ազդեցության տակ իջնում Լ ֆերմենտների զոր֊ 
ծո ւնեութլունր, որն առավելապես արտահայտված է լինում ալն ֆերմենտ
ների մոտ, որոնց ակտ իվո ւ թ յո ւն ր պայմանավորված է սոլլֆհիդրիլ խմ բե րով: 
Ալդ խմբին պատկանող ֆերմենտներից մեր կողմից ուսումնասիրված է ելլել 
սուկցինդեհիդրազա լի, խո լինես թե րա զտ լի ե ադեն ո զ ին ւո ր ի ֆ ո ս ֆ ա ա ա զա լի 
ակաի վութ բւ ւն ր ե ցույց տրվել, որ սրանց ակտիվությունն իջնու մ է սւնհա֊ 
մա չափ և որ նու լն ֆերմենտի ակտիվությունը տարբեր օրգաններում ճրնշ֊ 
վում է տարբեր ինտենս իվութ յա մ բ:

Տվյալ աշխատության մեջ մենք նպատակ ենք ունեցել պա բզել քլորո- 
ւդրենի ազդեցությունը սպիտակ առնետների լյարդի քսան ւո ինօքս իդա զա յի 
ակտիվութ յան վրա, որբ ինչպես հա բոնի է, դաս վում է թիոլա լին ֆե րմ ենւո֊ 
ների չս,ր.բը: Փո րձե րը դրված են ե դե լ սպիտակ աոնետնե րի վրա, որոնք 100 
որ, օրական երկու մամ պահվել են հատուկ կամերայում, որտեղ քլորոպրենի 
խտությունը օդում եղել է 8 մ զ)լիտր:

Փոանւոինօքււիդաղա լի ակտիվությունը որոշվել է լլա րդի հո մ ո դեն ա ւոնե֊ 
բում: Կոնտրոլ առնետների լյարդում քո անա ինօքս իդա զա լին ակտ ի վութ լուն ր 
տատանվում է 1131 — 1451 միավորի սահմաններո ւմ ե միջին հաշվով կադ֊ 
մում է 1284 միավոր:

Փորձի պա յմ՛ աններում գտնվող առնետների մոտ քււանտինօքսիդազա֊ 
էին ակտ իվո ւ թ բււնը անհամեմ ատ ցածր է, քան կոնտ րո լ առնետների մոտ է 
Փորձի պայմաններում գտնվող աոնետների քսանտինօքսիդազային ակաիվու֊֊ 
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իք լուն ր տաւոանվում Է 3.20—001 միավոլփ սահմաններում // միջին հաշվով 
կէէէէքւք ում Է 776 մ/։ավոր:

Ս,1ոպես, ինչսլես աեոնում ենք, քո անտ ինօքս իդա ղա լին ակտ իվութ լունր 
քլո ր ոպրենի ազգեցո. իք լան աակ իջնում Է 40^ / ^֊ ի չափով։

Մեր ե րկարատև հեաա դո աութլունների։յ ուոաց ված տվլա[ների համ աձա լն 
մենք հալտնում ենք ալն միտքը, որ քլորոպրենր որդանիգմում աոաջացնում 
Է իր պե րօքոիդներր, որոնց միջոցով թիոլալին ֆերմենաների ոուլֆհիդրի~ 
լափն խմբերը օքոիդանում, դաոնա մ են դիսուլֆիդափն խմրեր, որի հե՝֊ 
ու հանքով և իջնում Է որանց ակտ իվ'ո յլ թլո ւնր : №՝ե որքանով ենք մենք ճիշւո, 
ա րլ ցուլց կտան մեր մոաակա փորձերր, որոնք ընթացքի մեջ են !
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