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ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ЗАЩИТНОГО ДЕЙСТВИЯ 
БЕТА-БЛОКАТОРОВ ПРИ ИНФАРКТЕ МИОКАРДА

С. С. ОГАНЕСЯН, Ц. М. АВАКЯН, А. А. ШАГИНЯН, 
Л. Г. МИКАЕЛЯН, М. X. МИНАСЯНЦ

В статье обсуждаются полученные в последние годы экспериментальные данные 
(при совместных исследованиях Ин-та кардиологии Мин. здрав. АрмССР, ЕрФИ, 
ЕрГУ и СКВ НКГСПС АН АрмССР) о взаимодействии катехоламинов, Са-антагони- 
стов и тропонин-тропомиозинового комплекса с модельными липидными мембранами 
и кардиомиоцитами. На основании этих данных делается вывод, что бета-блокаторы, 
антиритмики и Са-ангагонисты при сочетанном применении в целях профилактики и 
ограничения размеров инфаркта миокарда оказывают значительное влияние на упоря
доченность структуры липидов в бпомембранах.

Ключевые слова: инфаркт миокарда, бета-блокаторы, фосфолипидные мембраны.

Рост сердечно-сосудистых заболеваний обусловил большой интерес 
к кардиоактивным бета-блокаторам и антагонистам Са-потока кардио
миоцитов, которые оказались способными предупреждать инфарктное 
поражение при ишемической болезни сердца [16, 17, 24, 25]. С те.х пор 
как в 1964 г. Причард [23] предложил применять указанные средства 
для лечения гипертонии, накопилось много сведений об их влиянии на 
функцию Са-каналов и стабильность мембран, чем и объясняется их за
щитное действие при инфаркте миокарда [8, 21, 29]. Подобная точка 
зрения основана на представлении, что катехоламины, в больших кон
центрациях вызывающие повреждение миокарда, могут индуцировать 
нарушения в липидных структурах мембран кардиомиоцитов [1, 26], 
тогда как бета-блокаторы повышают стабильность клеточных мембран 
[11, 13]. Однако механизм защитного действия бета-блокаторов оста
ется недостаточно ясным. Не решен ряд вопросов о локализации их 
эффекта на миокардиальной клетке.

Разработка указанных вопросов требует также уточнения внутри
клеточных первичных нарушений, ведущих к повреждению миокарда. 
Наиболее распространенным в настоящее время является представле
ние, согласно которому первичными могут быть изменения проницае
мости цитоплазматических мембран. Естественно, что изменениям мо
гут подвергаться как интегративные мембранные белки, так и липид
ные структуры. Во всяком случае, эти сдвиги могут привести не толь
ко к нарушениям энергообразовательных реакций, но и к так называ
емой Са-перегрузке миокардиальной клетки, вследствие проникновения 
катиона через мембраны с нарушенной проницаемостью. Са2+ ведет 
уже к активированию фосфолипаз и нейтральных протеаз, которые «за
вершают» разрушение ультраструктур. В этой связи привлекают вни
мание полученные недавно данные о стабилизирующем действии бета- 
блокаторов на белковые компоненты клеточных мембран и об отсут
ствии подобного влияния (пропраналол) на липосомы [28].
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Перед нами стояла задача выяснения возможности бета-блокато
ров реагировать с белками, которые в мембранах могут участвовать в 
переносе ионов Са. Такими белками служат мышечные, так называе
мые регуляторные, белки, в частности тропонин-тропомиозиновый ком
плекс (ТН—ТМ), принадлежащий к семейству Са-связывающих бел
ков, широко представленных в различных клеточных структурах [9, 10, 
22] в виде регуляторных компонентов ряда мембранных и цитоплазма
тических ферментов, осуществляющих действие ионов Са на их ката
литическую активность [5, 27, 30].

В последние годы сотрудниками лаборатории кардиологии НИИ 
кардиологии М3 АрмССР удалось показать, что тропонин реагирует с 
катехоламинами по типу рецептор—активатор и претерпевает при этом 
конформационные изменения. Наблюдается повышение интенсивности 
УФ-флуоресценции, «голубое смещение» максимума квантовой эмис
сии, изменение величины УФ-светопоглощения. Характерно, что такое 
взаимодействие имеет место в препаратах только Са-связывающих бел
ков миофибрилл .миокарда, а именно тропонина и легких полипептид- 
ных цепей сократительного белка миозина. Чго касается очищенных 
препаратов миозина и тропомиозина, а также бычьего альбумина, то у 
них такие свойства не были обнаружены [4, 18, 19].

Было также показано [20], что бета-блокаторы и катехоламины 
вызывают изменения в физико-химических свойствах Са-связывающих 
белков, сходные с теми, которые индуцируются Са2+ . По-видимому, 
они взаимодействуют с низкочувствительными Са-связывающими 
участками на тропонине и на легких цепях миозина с К}~ Ю՜5 М. На 
основании полученных данных было сделано заключение [18, 19], что 
Са-связывающие белки одновременно являются адренорецепторами, 
способными также связывать альфа- и бета-блокаторы. Это заключе
ние недавно было подтверждено другими авторами в опытах с примене
нием радиолиганд на Са-переносящих каналах клеточных мембран [12]. 
С другой стороны, было установлено, что Са-антагонист С14-фелодипин 
связывается с тропонином, а также с другим Са-регуляторным белком— 
кальмодулином именно на низкочувствительном участке связывания 
Са5+ [25]. С помощью ЯМР-спектроскопии авторам удалось вы
явить изменение конформации кальмодулина в результате этого вза
имодействия. Таким образом, по-видимому, белки мембран, ответ
ственные за медленный компонент Са-потока, являются чувствитель
ными к адренергическим агонистам и антагонистам и могут играть 
определенную роль в механизме защитного действия бета-блокаторов 
при инфарктном повреждении миокарда. В связи с этим представляло 
большой интерес создание белково-липидных моделей мембран с ис- 
пользованием этих белков при анализе механизма действия бета-бло
каторов.

Отметим, что в специальных сериях экспериментов [20] удалось 
показать возможность включения тропонина, а также тропонин-тро- 
помиозинового комплекса в мембраны кардиомиоцитов. На рис. 1 
[20] видно, что после замедления частоты сокращения клеток в куль
туре миокардиальной ткани, вызванного внесением в среду блокато
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ров адренорецепторов и Са-антагомистов, последнюю можно восста
новить внесением в среду тропонина. При этом восстанавливаются 
хромотропные эффекты катехоламинов и ионов Са. Недавно Бари- 
нян и Оганесян показали сходное действие тропонина ■ на сокраще
ния изолированного волокна полоски миокарда, используя метод мик- 
ромеханографии.

Каким же образом Са-связывающие белки восстанавливают эф
фект катехоламинов? Могут ли они быстро встраиваться в мембрану 
и служить там дополнительными адренорецепторами или одновремен
но создавать новые адреночувствительные Са-каналы? Все эти воп
росы весьма важны для дальнейшего исследования действия бета- 
блокаторов.

В лаборатории радиационной биофизики Ереванского физическо
го института было изучено взаимодействие тропонин-тропомиозиново- 
го комплекса с искусственными бислойными мембранами (БЛМ). 
Мембранообразующий раствор состоял из 2%-ного общего липида 
мозга быка в смеси гептана с деканом. Конечная концентрация бел
ка составляла 1,8Х10-7М, pH 7,25. Методом фиксации потенциала 
было показано, что внесение в среду белка приводит к образованию

Рис. 1. Фотоэлектрическая регистрация 
автоматических сокращений клеток в куль
туре эмбрионального миокарда. Снятие эф
фекта альфа-блокатора фентоламина и вос
становление положительного хронотропно
го действия адреналина при внесении в 
среду Са-связывающего белка мышц— 

тропонина [20].

рЬеп^оЦатме Ю 6М

айгеп аЛп е <0 6 М

►
ТУ - О. / таммммшмтт

ШШШШУ
ионнеспецифпческих каналов, осуществляющих перенос ионов Са. 
Наблюдаемые скачки тока в этих условиях составляют от 1 до ЗХ 10~12а 
а длительность их существования достигала минуты и больше.

Из полученных результатов нетрудно заключить, что ТН-ТМ взаи
модействует с бислойной мембраной, способствуя трансмембранному 
переносу ионов Са и других ионов, способных замещать его на Са-свя- 
зывающих центрах. Характерно, что тропомиозин, который не может 
связывать Са2+, как и в модельных опытах на культуре клеток мио
карда, не влияет на ионную проницаемость БЛМ.

В свете современных представлений о каналоформерах и роли ио
нофоров в функционировании клеточных мембран весьма важно было 
получить информацию о молекулярно-структурных аспектах взаимо
действия Са-связывающих белков с липидными компонентами.

Шагиняном с сотр. [6] было исследовано влияние ТН-ТМ, полу
ченного в НИИ кардиологии /МЗ АрмССР, на структуру бимолекуляр
ных слоев модельного липидоподобного вещества—пентадецилсульфо- 
ната натрия, а также лецитина в жидкокристаллической фазе. С этой 
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целью был использован метод дифракции рентгеновских лучей под ма
лыми углами.

Известно, что в высококонцентрированных водных растворах ам
фифильных веществ, в том числе и полярных липидов, из-за гидрофоб
но-гидрофильных взаимодействий реализуются различные жидкокрис
таллические фазы: ламеллярная и гексагональная [31].

На рис. 2 представлены кривые зависимости межплоскостного рас
стояния ламеллярной фазы от отношения концентрации воды к кон
центрации вещества, образующего жидкий кристалл. Кривые рассчи-

Рис. 2. Зависимость межплоскостпого расстояния 
от отношения концентрации воды (С ) к кон
центрации ПДСН-Рдобавка (С). Пентадецилсуль- 
фонат+вода (1). Пентадецилсульфонат+вода-г 
тропонин-тропомиозиновый комплекс мыщц (2) [6].

таны на основании полученных дифракционных картин. Концентра
цию белкового комплекса ТН-ТМ в системе варьировали в пределах 
0—1,2%. Максимальная интенсивность рефлексов ламеллярной фазы 
мономолекулярной толщины наблюдалась при концентрации белка 
1,1%. Увеличение же концентрации воды в системе в присутствии бел
ка не изменяло межплоскостного расстояния, находящегося в преде
лах 27 А°. Это явление возможно при предположении, что молекулы 
ТН-ТМ комплекса, внедряясь в пространства между БЛМ, как бы ме
шают молекулам воды проникнуть туда, приводя к «сшиванию» БЛМ. 
Такой эффект не наблюдается при действии глобулярного белка—сыво
роточного альбумина. Лишь в больших концентрациях, выше 5%, этот 
белок начинает влиять на надмолекулярную структуру жидкокристал
лической системы липид—-вода. Нужно полагать, что действие Са-свя- 
зывающего комплекса ТН-ТМ характеризуется гидрофобным взаимо
действием с липидной фазой и ведет к усилению контакта между сосед
ними БЛМ.

Таким образом, на основании полученных данных можно допустить, 
что, несмотря на полианионный характер тропонина и ему подобных 
Са-связывающих белков, он достаточно сильно взаимодействует с ли
пидами, стимулируя процесс переноса Са 2+ и сходных с ним катио
нов через клеточные мембраны. Учитывая их способность служить ре
цепторами катехоламинов и бета-блокаторов, а также рецепторами фар
макологических ингибиторов медленного компонента входящего тока 
Са 2+՜ в миокардиальные клетки, можно допустить, что в фармакологи
ческом и профилактическом эффекте бета-блокаторов Са-связывающие 
белки мембран играют ключевую роль. Однако остается неясным удель
ное значение этих белков в механизме их действия, ибо такое заключе
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ние не исключает предположения о прямом влиянии бета-блокаторов 
на липидные компоненты мембран миокардиальных клеток.

В литературе имеются указания на то, что ингибирование автома
тических сокращений клеток в миокардиальной культуре скорее зави
сит от липофильности данного бета-блокатора, чем от вызванного им 
уменьшения внутриклеточной концентрации цАМФ [15]. Сравнение 
двух из них, атенелола и пропраналола, показало, что более эффектив
ным является пропраналол, который почти в 1000 раз липофильнее 
[14]. Однако влияние указанных веществ на упорядоченность молеку
лярной структуры и ионную проницаемость липидных слоев изучено 
весьма недостаточно. Фактически направление исследований в этой 
области диктуется ставшим традиционным представлением, что влия
ние бета-блокаторов осуществляется главным образом через адреноре- 
цепторные молекулы мембран, в частности, через аденилатциклазу 
цАМФ.

С целью изучения вероятности непосредственного взаимодействия 
катехоламинов и их антагонистов на липидные мембраны было испыта
но влияние а-адреналииа, а-норадреналина и бЬ-пропраналола на 
электрические характеристики мембран и на молекулярную организа
цию лиотропных жидких кристаллов.

Рис. 3. Запись тока через БЛМ в присутствии 1,6X10—5 М а) пропрана
лола и б) лидокаина. Видны спонтанные переходы уровней проводимости 

БЛМ и флуктуации тока.

Из рис. 3 видно, что бета-блокатор пропраналол (1,6X1 О՜5 М) в 
бислойных искусственных мембранах индуцирует образование коротко
живущих ионных каналов, флуктирующих в течение нескольких секунд. 
Величина скачка тока при этом составляет около 2—5X1 О՜13 а. С дру
гой стороны, пропраналол уменьшает длительность жизни открытых 
каналов (одноканальное проведение) и удлиняет время жизни двух про
водимых каналов. Более высокие дозы пропраналола вызывают четкое 
снижение омического сопротивления липидных бислоев.

Весьма характерно, что сами катехоламины в тех же концентраци
ях не оказывают значительного влияния на электрические характери
стики искусственных фосфолипидных мембран в сходных условиях из
мерений.

Следовательно, можно было утверждать, что бета-блокаторы не 
только способны индуцировать конформационные изменения в ионтран-
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каином в структуре БЛМ, делают их более чувствительными к электри
ческому полю. В зависимости от концентрации они могут как стаби
лизировать, так и дестабилизировать структуру мембраны. Влияние 

i их на физико-химические свойства липидных мембран проявляется уже 
■ при очень низких концентрациях. Механизм их стабилизирующего дей- 
I ствия на БЛМ требует дальнейших исследований.

Резюмируя полученные экспериментальные данные, можно заклю
чить, что бета-блокаторы, антиритмики и Са-антагонисты (ингибито- 

: ры медленного входа тока Са2+) при сочетанном применении как для 
I профилактики, так и в целях ограничения размеров инфаркта миокар- 

i да оказывают значительное влияние на упорядоченность структуры ли
пидных слоев биомембран. Вызывая определенные изменения в их 
структуре, они также влияют на чувствительность мембран к различ
ным ионам. В частности, определенную роль может играть их влия
ние на состояние Са-связывающих белков, которые, являясь адреноре
цепторами, по-видимому, в то же время представляют собой структур
ные компоненты Na- и Са-каналов в мембранах .миокардиальной клетки.

Авторы благодарны Акопу Азаряну за большую помощь в работе.
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ՄԻՈԿԱՐԴԻ ԻՆՖԱՐԿՏԻ ԴԵՊՔՈՒՄ ՐԵՏԱ-ԲԼՈԿԱՏՈՐՆԵՐԻ ՊԱՇՏՊԱՆԻՉ 
ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՖԻԶԻԿԱ-ՔԻՄԻԱԿԱՆ ԱՍՊԵԿՏՆԵՐԸ

Ս. Ս. ՀՈՎՀԱՆՆԵՍՅԱՆ, Ծ. 1Մ. ԱՎԱԳՅԱՆ, Ա. Ա. ՇԱՀԻՆՅԱՆ, Լ. Գ. ՄԻՔԱՅԵԼՅԱՆ,
Մ. Խ. ՄԻՆԱՍՅԱՆՑ

է1 լսումնաս էրվել է բե տ ա֊ բլո կա ւո՝ո րն ե րէ ազդեցությունը С ?Լ~Էն կապող 
սպէտ ակուցներէ, ճարպերէ և ֆոսֆոլէպէգայէն արհեստական երկշերտ թա
ղանթներէ հ ատ կություններէ, էնչպես նաև վերմոլեկուլայէն կաոուցվածքի 
վրա։ ճարպայէն թաղանթներէ էլեկտրահաղորդականությունը, էոնական թա
փան ց ե լէ ո ւթ յո ւն ը և րւենտ դեն յան ճառագայթների փոքր անկյան տակ դէֆրակ- 
ւյէւսյէ ունակությունը կրում են զգալէ փոփոխություններ բե տ ա ֊ բլո կա տ ո ր- 
ներէ ներկայության հետևանքով։ Այսպէսով, բե տ ա - բլո կա տ ո րն ե րը ցուցաբե
րում են ճա ր պ ա յէն թաղանթներէ վիճակէ վրա ազդելու ունակություն, ձեւա
փոխելով նրանց։ Այս փաստ\ը մեծ դեր է խաղում նման կարդէոակտէվ մէա- 
ցություննե րէ ներգործության մեխանիզմումդ

PHYSICO-CHEMICAL ASPECTS OF THE BETA-BLOCKERS 
PROTECTIVE ACTION DURING THE MYOCARDIAL 1NFARKTS

Տ. S. OGANESSYAN, Ts. M. AVAKYAN, A. A. SCHAHYNYAN, 
L. G. MYKAELYAN, M. Ch. MYNASYANTZ

The influence of beta-blockers on the properties of Ca-tying՜ 
proteins, fatts, phospholipid artificial bilayer membranes and also on over
molecule structure has been investigated. Beta-blockers have signifi
cant effect on electric conduction, ion penetration and x-ray diffraction 
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ability of fatty membranes. Thus, beta-blockers can influence on fatty 
membranes and change their regularity, which plays a great role in the 
mechanism of action of such cardioactive combinations.

Л ИТЕРАТУРА

1 Амелин Д. В., Анжелевич И. В. Архив патол., 25, 25—30, 1963.
2. Баринян С. Б., Кайфаджян М. А., Тикунов Б. А. Тез. I Всесоюзн. биофиз. съез

да, 2, 1982.
3. Микаелян J1. Г., Аджян С. А. Тез. III респ, научи, сессии по вопросам биофизи

ки, 1982.
4. Оганесян С. С., Баринян С. Б., Давтян Ж. С. Всесоюзн. конф. «Физиол. и био- 

хим. медиаторных процессов». 196, М., 1976.
5. Перцова М. Н. Успехи совр. биологии, 93, 382—396, 1982.
6. Саркисян А. Г., Минасянц М. X., Шагинян А. А., Оганесян С. С. Биофизика, 

26, 375, 1981.
7. Bostrom S. L., Ljung В. et al. Nature, 292, 777—778, 1981.
8. Bush L., Vogel W. et al. J. Molec. Cell. Cardiol., //, 1, 12, 1979.
9. Cheung W. У. Science, 207, 19—27, 1980.

10. Collins J. H. Biochem. Blophts. RES. Commun., 58, 301—308, 1974.
11. Fitzerald J. D. Acta Cardiol. Suppl., 15, 199—216, 1972.
12. Frelin C.. Vlgna P., Lanzdunski M. Biochem. Biophys. Res. Commun., 106, 967— 

973, 1982.
13. Qodln T., Au T., Garnett M. J. Molec. Cell. Cardiol., 11, 261—274, 1979.
14. Hansch C., Fujita T. J. Amer. Chern. Soc., 86, 1616-1624, 1914.
15- Higgins T. C., Allsop D., Bailey P. J. Molec. Cell. Cardiol., 11, 101—107, 1979.
16. Jasmok G. J., Warltier D. C., Gross C. et al. Basic Resear. Cardiol., 73, 559— 

570, 1978.
17. Lossnitzer K. Slmposium Advances in Cardiovascular Care, 17, London, 1981.
18. О ganessyan S. S., Barinyan S. B. et al. J. Molec. Cell. Cardiol., 10, 1, 71, 1978.
19. Oganessyan S. S., Barinyan S. B. et al. Ibid., 12, 1, 115, 1980.
20. Оganessyan S. S., Barinyan S. B., Gevorkian R. A. et al. Advances in Myocar

diology, 3, 439-454, N. Y„ 1982.
21. Opie L. H. J. Molec. Cell. Cardiol., Il, 1073—1094, 1979.
22. Pechere J., Capony I., Ryden L. Europ. J. Biochem., 23, 421-430, 1971.
23. Prichard B. N. Brit. Med., J., I, 1227-1228, 1964.
24. Prichard B. N. Betablocker; Betadrenol Symposium, 126-146, Frankfurt, 1977.
25. Reimer K. R., Rasmussen M., Jenings R. B. Amer. J. Cardiol, 31, 500—527, 1976.
26. Rona G., Chappel C. et al. Arch. Pathol, 67, 443—450, 1959.
27. Seaman K. S., Daly J. W. Life Science, 30, 1457—1464, 1982.
28. Surewicz K„ Fijaikowska I., Leyko W. Biochem. Pharm, 30, 839—842, 1981.
29. Tomolke H., Ross I., Franklin D. Amer. J. Cardiol, 41, 689—696, 1978.
30. Wetaker R., Klinger R., Cumme G. et al. Biochem. Intern., 4, 385-390,1982.
31. Zuzzati V„ Mistacchi H., Skoulios A. Nature, 180, 600—602, 1967.

552



? Биолог. ж. Армении», т. XXXVI, № 7, 1983

УДК 577.352

ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ ДИПОЛЬНЫХ МОЛЕКУЛ 
НА ГРАНИЦЕ РАЗДЕЛА ДВУХ ФАЗ

В. Б. АРАКЕЛЯН, С. Б. АРАКЕЛЯН

В работе вычислен потенциал диполя, расположенного на границе раздела двух 
фаз. Показано, что устойчивым положением диполя является положение, когда его ось 
перпендикулярна границе раздела. Вычислена свободная энергия переноса дипольной 
молекулы из одной фазы в другую. Рассчитан энергетический профиль дипольной мо
лекулы на границе раздела двух фаз. Для молекул воды проведено сопоставление 
теоретических формул с экспериментальными данными.

Ключевые слова: мембрана, диполь, диффузия.

Имеется большое число работ, посвященных вычислению энергети
ческого профиля ионов на границе раздела фаз и в мембране [1, 9, 10]. 
Подобные работы для диполей практически отсутствуют, за исключе
нием работы Пастушенко и др. [4], в которой была поставлена и реше
на задача для фаз с сильно различающимися диэлектрическими посто
янными. Очевидно, что без детального теоретического исследования 
поведения дипольной молекулы на границе раздела фаз и в мембране 
трудно интерпретировать данные о транспорте дипольных молекул че
рез модельные и биологические мембраны, а также анализировать воз
можные ориентации молекулы в мембране. Заметим также, что несмот
ря на большое число работ, посвященных транспорту воды через мем
браны [5,6,8,11], все еще нет полной ясности в механизме переноса. 
Полученные в данной работе результаты могут быть использованы для 
анализа поведения молекул воды в мембранах. Следует отметить, что 
взаимодействие дипольной молекулы с мембраной носит сложный ха
рактер, зависящий от конкретных свойств как молекулы, так и мембран
ного материала. В данной статье мы ограничимся лишь учетом элек
тростатических эффектов.

Взаимодействие дипольной молекулы со своим изображением.

Предположим, что молекула, имеющая дипольный момент 61։ располо
жена в фазе с диэлектрической' проницаемостью е. Его изображение 

62 находится в фазе с диэлектрической проницаемостью ев. На рис. 1 

показано расположение диполя—оригинала 61 и его изображения 62. 
Ось хперпендикулярна границе раздела. Диполь 6։ составляет угол 0 с 
осью х. Граница раздела проходит по плоскости х = 0. Обозначим рас

стояние от диполя 61 до границы раздела фаз через х. Для вычисления 
силы взаимодействия диполя со своим изображением определим потен

циал, созданный диполем 6։ в фазах 1 и 2. Использовав симметрию 
задачи, представим потенциалы в фазах 1 и 2 в виде
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Рис. 1. Схема расположения диполя—оригинала С) и его изображения на 

границе раздела фаз. Диполи б] и б3 находятся в одной точке, но для на
глядности на рисунке они изображены раздельно.

Абсолютные величины |б2| и |с!3 определим из следующих гранич-
ных условий

?1(0)=Т։(0) (3)

(4)
ОХ х=0 ох х=о

Подставив (1) и (2) 
уравнений, получаем

в (3) и (4) и решив соответствующую систему

= (5)
ев “|-Ем

а3=-^-(11. (6)
ев + ем

Сила взаимодействия между диполем б] и изображением с!2 определяет
ся по формуле

-+■ 9 -*■  ֊»֊ -»-֊>■-> -*֊  ֊> ֊►_>_».

Р = ;-------- 5(б1-п)-((12-п)] п+ [(б2-п) 6,+ (б1-п)д2]). (7)
4теоемг։
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Учитывая симметрию задачи из (7), имеем

---- 1------------ (1 + СОЗ2 6), 
4те0ем(2х/

(8>

, В М
где а =-------- - Заметим, что знак силы Б зависит от знака X. Так,

Ев -+ ем
например, если диполь находится в фазе, имеющей меньшую диэлектри
ческую постоянную, т. е. ем<(ев, то Х>0, тогда, согласно формуле (8), 
сила отрицательна, что означает притяжение оригинала к своему изо
бражению. ’Рассмотренный нами вариант соответствует случаю, когда 
дипольная молекула находится в мембране, так как для границы раз
дела вода—мембрана имеем ен=^2, ев~78,5. Следовательно, концен
трация диполей на границе должна быть выше, чем в глубине мембран
ной фазы.

Энергию взаимодействия диполя со своим изображением вычислим 
по формуле

(9)

Заметим, что мы принимаем со = 0 при х=оо. 
лучим

Подставив (8) в (9), по-

1^2
со (х, 0) =-------------- 1-------

®8ке0гм(2х)3
(1 + СОЗ2 9). (10)

Анализ выражения (10) показывает, что имеются два положения
равновесия 0 = 0 и 0 =

2
причем положение, при котором ось дипо

ля перпендикулярна границе раздела фаз, т. е. 0 = 0, является устойчи
вым. Однако тепловые флуктуации постоянно сбивают диполь с этого 
положения. Поэтому следует вычислить среднюю энергию взаимодей
ствия диполя со своим изображением.

Выражение (10) позволяет оценить область х, в которой оси дипо
лей расположены перпендикулярно границе раздела фаз. Приравняв 
разность ш(х, 0)—со^х, тепловой энергии кТ, где к—постоянная 

Больцмана, Т—температура, получаем уравнение относительно х. Не
трудно показать, что

лб; \1/3 
641геоем кТ ) (И)

Из (И) следует, что размер области, в которой диполи ориентированы 
перпендикулярно границе раздела, существенно зависит от дипольного 
момента б] и температуры Т, причем с увеличением 61 область х рас
тет, а с увеличением температуры х уменьшается. Применим формулу 
(11) для случая с молекулами воды в мембране на границе с водой. 
Подставив в (11) вв =78,5, ем = 2, б։ = 1,85Э, получим х~2А. Посколь
ку размер молекулы воды1,35 А, то следует, что за счет сил изобра
жения ориентируется один монослой воды.
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Вычисление энергетического профиля. Среднюю энергию взаимо
действия вычислим обычным способом [3].

п/2
ш (х) = — кТ In j exp (— й (х, б)/кТ_) sin 9 dS = ■— кТ In z (х), (12)

о
где

л/2

z (х) = j exp (— to (х, б)/кТ) sin в d9. 
и •

Средняя сила взаимодействия определяется по формуле.

— д OJ> <• 1 О SF(x)=k Т— (Inz х )) = — — ֊ И3/\ / С*х 0* X
Энергию будем отсчитывать от его значения в глубине фазы 1. Для это
го нужно вычислить энергию Wj2 переноса дипольной молекулы из глу
бины фазы 1 в глубину фазы 2. Воспользуемся результатом работы 
Кирквуда [7j, где было показано, что изменение свободной энергии 
переноса дипольной молекулы, имеющей дипольный момент d и эффек
тивные размеры а, из вакуума в фазу с диэлектрической проницае
мостью е равна

W =____ — (14)
4ке0 (2 е 4֊ 1) а3

Применив метод термодинамических циклов Борна—Хабера и исполь
зовав результат (14), получим следующее выражение для энергии пе
реноса

3d; (гв — ем) 
4KS0a3(2eB + l)(2eM+ 1)

(15)

Учитывая (15) и (И), имеем окончательное выражение для энергети
ческого профиля дипольной молекулы в фазе 2 (в единицах кТ)

3d? (е

4^0а3кТ(2еа+1)(2ем+1)
(16)

— In
8ке0$м(2х)3кТ

(1 + 1-) ) dt.

Трафик зависимости (16) представлен на рис. 2 (кр. 1). Для практи
ческих целей формула (16) не удобна, поскольку содержит интеграл. 
Из нее легко получить приближенную формулу:

№ (х) ? (5в---- --------------------------- ------------- (17)
4 тге0а3 кТ (2 ев-р 1) (2ам-|-1) 6та0ем(2х)3кТ

.Зависимость (17) представлена на рис. 2 (кр. 2), из которого видно, 
■что кривые 1 и 2 практически совпадают. Таким образом, для оценок 
можно использовать более удобную и простую формулу (17).
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Среднее значение силы взаимодействия диполя со своим изобра
жением вычислим по формуле (13), подставив вместо со (х) выраже
ние (17).

Как и следовало ожидать, среднее значение силы Б лежит между мак

симальным (0 = 0) и минимальным ( 6= —) значениями (как это вид- 
\ 2 /

но из формулы (8)).

Рис. 2. Энергетический профиль дипольной молекулы (Н2О) на границе раз
дела фаз с диэлектрическими проницаемостями 78,5 и 2. \У[2—свобод

ная энергия переноса диполя между фазами (15). с!։^1,85 Э; а=1,35 А Т=300 К.

Полученные нами формулы позволяют количественно проанализи
ровать данные о транспорте дипольных молекул через биологические и 
бислойные липидные мембраны (БЛМ). Поскольку в литературе име
ется большой экспериментальный материал о транспорте воды, сравне
ние теоретических формул с экспериментальными данными мы прове
дем для молекулы воды*.

* Поскольку в литературе отсутствуют некоторые данные для системы вода—би
слой, в расчетах использованы данные для системы вода—н-гексадекан. Диэлектри
ческие постоянные БЛМ и н-гексадекана близки и к ~ 2.

Принимая, что основной вклад в свободную энергию переноса мо
лекулы воды из водной фазы в н-гексадекан дает электростатический 
эффект для коэффициента распределения К, с учетом (15), мы имеем

К = ехр( — 1Г12/кТ). (19)
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Подставив в (19) з„ —78,5, ®л| = 2, ճ1 = 1,85 է>, а = 1,35А, Т = 300, 
получаем для К~9,6-10՜5. Эта величина согласуется с литературны
ми данными (4.2-10՜5 [2]).

Из рис. 2 видно, что для молекул воды энергия диполя ла глубине 
6 А практически совпадает с \У։2. Так как толщина БЛМ обычно~50 А, 
то \У12 можно интерпретировать как энергию активации переноса мо
лекулы воды из воды в мембрану. Учитывая, что диэлектрическая про- 

_ _ ккал „ницаемость мембраны е ~ 2, имеем для \7|շ = օ,օ------- Энергия акти-ы моль
ккал , ր-. 

вации диффузии воды в н-гексадекане составляет 11 ------  |օյ. соглас-моль
но литературным данным, [5] принимаем, что энергия активации диф
фузии воды в БЛМ равна энергии активации диффузии воды в н-гек- 

ккал■садекане, 11-------, Полная энергия активации транспорта воды через
моль

_ _ ккал , , ккал мембраны Еа равна сумме 5,о ------  и 11 > что составляет
моль моль

Еа = 16,5 1<ка'1 ■ Эта величина хорошо согласуется с эксперимепталь- 
моль

но наблюдаемыми значениями Еа [5, 8]. Заметим, что в зависимости от 
состава мембраны и температуры Еа изменяется в широком «интервале. 
Вариация диэлектрической проницаемости мембраны, а также учет за
раженности границы раздела мембра-раствор позволяют объяснить весь 
.диапазон экспериментально наблюдаемых значений Еа.

Вычисленный нами коэффициент распределения (19) позволяет 
оценить такой важный параметр, как коэффициент диффузии воды в 
мембране. Принимаем, что коэффициент распределения для молекул 
воды на границе вода—мембрана также составляет —9,6-10՜ 5 (см. 
оценку по формуле (19)). Коэффициент диффузии оценим по формуле

Р-հЕ) =---- [5], где Р—проницаемость мембраны, а հ—ее толщина. Под-
к

ставив в формулу значения Р = 22-10՜4-- [2] (для лецитиновых мем- 
с

„ см2бран) հ~50Д, а К~9,6-10՜5, получаем для 1,1-10՜° -—• Как 
с

и следовало ожидать, эта величина близка к коэффициенту диффузии 
СМ2воды в н-гексадекане, 4,16- 10՜5 — [5]. 
с
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ԴԻՊՈԼԱՅԻՆ ՄՈԼԵԿՈՒԼՆԵՐԻ ԷՆԵՐԳԵՏԻԿ ՊՐՈՖԻԼԸ ԵՐԿՈՒ ՖԱԶԵՐԻ 
ԲԱԺԱՆՄԱՆ ՍԱՀՄԱՆԻ ՎՐԱ

Վ. Р. ԱՌԱՔԵԼՅԱՆ, Ս. Р. ԱՌԱՔԷՎՅԱՆ

Հոդվածում ներկայացված է երկու ֆազերի բածանման սահմանի վրա 
.տեղադրված դիպոլի պոտենցիալը։ Ցույց է տրված, որ դիպոլի կայուն դիրքն
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յյ'1ն է, երբ դիպոլի առանցքն ուղղահայաց է բաժանման սահմանին։ Հաշված 
է դիպոլային մոլեկուլի մի ֆազից մյուսին անցնելու աղատ էներգիան։ Գտնր- 
ված է դիպռլաձին մոլեկուլի էներգետիկ պրոֆիլը երկու ֆազերի բաժանման 
սահ մ անում: Ջրի մոլեկուլի համար կատարված է տ ես ա կան բան աձևի հա-֊ 

■մ եմ ատում էքսպերիմենտալ տվյալների հետ։

ENERGETIC PROFILE OF DIPOLE MOLECULES ON THE 
BORDER OF SEPARATION OF TWO PHASES

V. B. ARAKELIAN, S. B. ARAKELIAN

I he dipole potential, located on the border of separation of two 
phases, has been calculated. The dipole position is stable when the 
dipole axis is perpendicular t, the border of separation. The free energy 
•of dipole molecule transfer from one phase to another, as well as the 
energetic profile of dipole molecules on the border of separation of two 
phases are measured. The comparison of theoretical formulae and expe
rimental data is carried out for water molecules.
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ОСОБЕННОСТИ КАЛЬЦИЕВОЙ РЕГУЛЯЦИИ АКТИН
МИОЗИНОВОГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ В БЫСТРЫХ 

И МЕДЛЕННЫХ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦАХ
Б. А. ТИКУНОВ

Изучены флуоресцентные свойства и реакция суперпреципитации нативного и де- 
«сенситизированного актомиозина из разных типов скелетных мышц белых крыс. Вы
явлены существенные различия в кинетике суперпреципитации, а также в характере 
модуляции ее скорости и максимума собственной флуоресценции актомиозина быстро- 
и медленносокращающихся мышц нонами Са. Предполагается, что в актомиозине
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медленных мышц, в отличие от быстрых, помимо тропонин-тропомиозинового ком
плекса, в регуляцию актин-миозинового взаимодействия в присутствии ионов Са вклю
чаются также ДТНБ-чувствительные цепи миозина.

Ключевые слова: скелетные мышцы, актин-миозиновое взаимодействие, Са1+ -ре
гуляция.

Согласно современным представлениям, взаимодействие актина 
(А) с миозином (М) в мышцах опосредованно регулируется ионами Са 
через регуляторные белковые компоненты. Ингибиторный эффект тро
понина (ТН) или легких цепей миозина (ЛЦ) снимается в результате 
связывания Са2+ , и становится возможным непосредственный кон
такт А с М [14]. В зависимости от того, как осуществляется модули
рующее действие Са 2+ -через ТН или ЛЦ миозина, различают соот
ветственно актиновый и миозиновый типы регуляции.

Актиновый тип регуляции предполагает индуцирование конформа
ционных переходов в ТН ионами Са в концентрациях выше 10՜7 М [15], 
индуктивно-резонансную передачу конформационной волны на тропо
миозин (ТМ) и деблокировку М-связывающих центров А. Подобная 
схема считается классической и представляется как основной механизм 
контроля функциональной активности сократительного белкового ап
парата скелетных .мышц позвоночных [7, 10].

Миозиновая регуляция, протекающая с участием ЛЦ, обнаружена 
у моллюсков и в гладкой мускулатуре высших животных, однако роль. 
Са2+ -чувствительных ДНТБ-ЛЦ миозина в скелетных мышцах окон
чательно не выяснена [2]. Так, большинство авторов придерживается 
мнения, согласно которому этот механизм регуляции в поперечно-поло
сатых мышцах либо отсутствует вообще, либо очень слабо представ
лен [1]. Вместе с тем имеются данные, подчеркивающие отнюдь не 
второстепенную роль последней, даже в присутствии тропонин-тропо- 
миозинового (ТН-ТМ) комплекса [13].

Однако в этих работах не предполагалось сравнительного изучения 
удельной роли ЛЦ-регуляции в мышцах различного функционального 
профиля, хотя известно, что набор ЛЦ миозина обнаруживает типовые 
различия как в отношении свойств самих ЛЦ, так и в их стехиометрии 
[8, 21]. Более того, различная филогенетическая принадлежность крас
ных и белых мышц наводит на мысль о неодинаковой значимости мио
зинового типа регуляции в этих мышцах.

В настоящей работе были изучены особенности взаимодействия А 
и М красных и белых мышц крыс, вызываемого добавлением АТФ в. 
белковый раствор при физиологических значениях ионной силы (реак
ция суперпреципитации—СПП), а также изменение флуоресцентных 
свойств препаратов актомиозина в зависимости от концентрации Са2+ 
в среде.

Материал и методика. Эксперименты проводили на белых крысах линии «Вистар». 
Были исследованы медленносокращающиеся красные скелетные мышцы КМ и МГТМ 
(камбаловидная и медиальная головка трехглавой мышцы) и быстрые, белые мышцы 
ДРП и ПЛМ (длинный разгибатель пальцев и плечеглавая мышца).

Нативный актомиозин (НАМ) получали по методу [19] с последующим ультра
центрифугированием при 20000 £. Путем многократного щелочного промывания сус
пензии НАМ получали Са 2+-нечувствительный десенситизированный актомиозин 
(ДАМ), лишенный ТН—ТМ комплекса [18].
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Чистоту белковых препаратов проверяли электрофоретически на ПААГ [22] и по 
спектрам УФ-светопоглощения. Концентрацию белка в растворе определяли по мето
лу Лоури и спектрофотометрически, по калибровочным кривым, построенным на сухих 
препаратах белков.

Кинетические кривые реакции суперпреципитации регистрировали по изме
нению мутности белковой суспензии после добавления АТФ. Скорость процесса 
•определяли как тангенс угла наклона прямолинейного участка кривой СПП.

Непрерывные спектры собственной флуоресценции белковых препаратов записы
вали на однолучевом УФ-спектрофлуориметре «Раггапб», марки МК-1 (США).

Результаты и обсуждение. На рис. 1 представлены кинетические 
кривые СПП НАМ белых и красных .мышц. В момент добавления 
■субстрата (М§ •' + -АТФ) происходит быстрое уменьшение мутности 
белкового раствора (фаза просветления), более сильно выраженное на 
препаратах НАМ белых мышц. Предполагается, что фаза просветле-

Рис. 1. Кинетические кривые реакции СПП НАМ белых (а) и красных (б) 
скелетных мышц крыс. Инкубационная смесь: 0,15 М КС1, 2 мМ Трис-НС1, 
р-меркаптоэтанол, 0,1 мМ Са -+■ -ЭГТА буфер, 0,5 мМ М§С12, 0,5 мМ АТФ, 
pH 7,4; Снам=0,5 мг/мл. Условия эксперимента: А,рег. =660 нм, 1 = 25°С.

ния является результатом диссоциации АМ комплекса при связывании 
АТФ н необходима для дальнейшего протекания СПП, так как при этом 
происходит переход М в конформационно-активное состояние [11]. По 
мере гидролиза АТФ увеличивается количество неорганического фос
фата и АДФ в среде, что стимулирует наступление следующей стадии— 
собственно СПП (восходящий участок кривых), при котором происхо
дит образование комплекса актин-миозин.

Как следует из таблицы, скорость СПП НАМ быстросокращаю- 
щихся мышц ПЛМ и ДРП значительно выше таковой, рассчитанной 
для препаратов белка, выделенных из медленных мышц КМ и МГТМ. 
Кинетические кривые СПП НАМ красных мышц как бы «вытянуты» в 
меридиональном направлении и завершение процесса обозначено менее 
четко (рис. 16).

После удаления регуляторного ТН-ТМ комплекса несколько укора
чивается фаза просветления и повышается скорость СПП (см. табл.),
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I Таблица
Значения скорости СПП НАМ и ДАМ разных типов скелетных мышц крыс

Тип 
мышцы Белок Скорость СПП 

(абс. ед.) п Р

ДРП НАМ 
ДАМ

24,5+1,12
27,0+0,70

5
6 р<0,01

ПЛМ НАМ 
ДАМ

20,1 + 1,31 
25,5+1,00

6
7 р<0,001

МГТМ НАМ 
ДАМ

5,5+0,56
8,0+0,45

6
7 р<0,001

км НАМ
ДАМ

4,5+0,32
6,0+0,22

5
6 р<0,001

Инкубационная смесь и условия экспериментов те же, что к рис. 1. п—количество 
опытов, М±т, р—достоверность различий.

однако качественные особенности кинетических кривых реакции, ха
рактерные для кривых соответствующих препаратов НАМ, при этом 
сохраняются. Эти результаты хорошо согласуются с данными об инги
бирующем влиянии ТН-ТМ на скорость СПП реконструированного ак
томиозина [5, 6].

Модулирующее действие Са2+ на скорость СПП НАМ неодинако
во в препаратах из белых и красных мышц (рис. 2). Различна также 
степень максимальной активации скорости СПП высокими концентра
циями ионов Са (50—60% на белых мышцах и 40—45%—на красных).

Рис. 2. Зависимость скорости СПП НАМ белых (а) и красных (б) скелет
ных мышц крыс от концентрации Са2+ в среде. Инкубационная смесь и 

условия эксперимента те же, что к рис. 1.

Особого внимания заслуживает тот факт, что интервал наиболее 
эффективно действующих концентраций Са2+ гораздо уже для препа
ратов НАМ из ДРП и ПЛМ (рСа 7,04-5,5), чем для КМ и МГТМ (рСа 
8,54-4,0). При этом заметное увеличение скорости СПП НАМ быстрых 
мышц начинается при больших, а выход на плато завершается при
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меньших, чем в случае медленных мышц, концентрациях Са2+. Воз
можно это в какой-то степени отражает реальное поведение сократи
тельного белкового аппарата мышц в условиях «in vivo», так как ка
чественно аналогичные кривые зависимости величины максимума изо
метрического сокращения от концентрации Са2+ в том же диапазоне 
были получены на сканированных (лишенных мембран) волокнах из 
ДРП и КМ [17]. Не исключается также связь с более низкой ско
ростью ресеквестрации Са2+ саркоплазматическим ретикулумом крас
ных мышц по сравнению с таковой белых [16, 24].

Как уже отмечалось выше, при связывании Са2+ тропонином ин
дуцируемые конформационные изменения приводят к увеличению ин
тенсивности собственной флуоресценции белка [20]. Поскольку кри
вые, отражающие изменение максимума собственной флуоресценции 
НАМ белых мышц при повышении концентрации Са 2 + в среде, схожи 
с соответствующими кривыми изменения скорости СНП (см. рис. 2 а и 
За), можно предположить, что активация скорости СПП ионами Са 
■опосредуется ТН-ТМ комплексом.

Несколько иначе обстоит дело с препаратами из красных мышц. 
Уже при концентрации Са 2+ порядка 10 ֊5 ֊5X1 0~5М рост максиму
ма собственной флуоресценции НАМ красных .мышц прекращается, в 
то время как скорость СПП продолжает расти (рис. 2 6). Более того, 
дальнейшее повышение концентрации Са2+ вызывает нисходящий ход 
концевых участков кривых изменения максимума собственной флуорес
ценции белка (рис. 3 6).

Рис. 3. Зависимость величины максимума собственной флуоресценции НАМ. 
белых (а) и красных (б) скелетных мышц крыс от концентрация Са2+ в 
среде. Инкубационная смесь: 0,6 М КО, 2 мМ Трис-НС1, р-меркаптоэта
нол, 0,1 мМ Са'2+-ЭГТА буфер, pH 6,8; Снам =0,5 мг/мл. Условия экс

перимента: X аоз б =275 нм, /, рСГ =330 нм, 1=-25°С.

Таким образом, в случае НАМ красных мышц, в отличие от препа
ратов белых мышц, помимо восходящего участка кривых зависимости 
.максимума флуоресценции от концентрации Са21՜, обусловленного, 
по-видимому, конформационными изменениями в ТН-ТМ комплексе, по
является также нисходящий участок, свидетельствующий о частичном 
тушении собственной флуоресценции белка.
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Этот феномен может быть обусловлен взаимодействием Са2 : с 
ДТНБ-ЛЦ миозина, ион-связывающие центры которых характеризуют
ся .константами диссоциации выше 10 ~5 М [3, 11]- Действительно^ 
способность высоких концентраций ионов Са тушить триптофановую 
флуоресценцию ДТНБ-ЛЦ в растворе [4, 23] может привести к частич
ному уменьшению интегральной интенсивности собственной флуорес
ценции НАМ, в состав которого ЛЦ входят в молярном соотношении 2:1.

Подтверждением высказанного предположения может служить от
мечаемое снижение максимума собственной флуоресценции ДАМ в об
ласти высоких концентраций Са2+, достоверно выраженное только в. 
препаратах красных мышц. В го же время небольшая активация ско
рости СПП ДАМ при этих же концентрациях Са2 является прям-ым 
указанием на нетропониновую природу наблюдаемых явлений.

Таким образом, можно допустить наличие «двухступенчатого» меха
низма активации скорости СПП НАМ медленносокращающихся крас
ных мышц. При концентрации Са2+ в среде не выше 5X10՜° М ак
тивирующий эффект ионов осуществляется так же, как и в препаратах 
быстрых мышц—через ТН-ТМ регуляторный комплекс. Однако даль
нейшее повышение содержания Са2+, очевидно, приводит к дополни
тельному включению ЛЦ миозина, что, с одной стороны, проявляется в֊ 
частичном тушении собственной флуоресценции НАМ, а с другой—в 
дальнейшей активации скорости СПП.

В заключение хочется отметить, что существование подобного ме
ханизма регуляции функциональной активности сократительных бел
ков не исключено и на уровне- целой мышцы, причем наиболее четко 
он представлен, по-видимому, в медленносокращающихся скелетных 
мышцах. В физиологических условиях дополнительная активация ЛЦ. 
миозина может иметь большое значение при развитии длительных со
кращений и тонической деятельности скелетных мышц.

й 
Институт кардиологии М3 Армянской ССР,.
лаборатория молекулярной кардиологии Поступило 12.V 1983 г..

ԱԿՏԻՆ-ՄԻՈԶԻՆԱՅԻՆ ՓՈԽՀԱՐԱԲԵՐՈՒԹՅԱՆ ԿԱԼՑԻՈՒՄԱԿԱՆ ԿԱՐԳԱՎՈՐՄԱՆ 
ԱՌԱՆՁՆԱՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ ԱՐԱԳ ԵՎ ԴԱՆԴԱՂ

ԿՄԱԽՔԱՅԻՆ ՄԿԱՆՆԵՐՈՒՄ

Р. Ա. ՏԻԿՈԻՆՈՎ

Բ լսումն ւս и իրվե լ են սպիտակ առնետների տարբեր տիպի կմ ախ քա յին' 
մկանների ակտիվ և դե и են и ի տ ի ղա ց վա ծ ակտոմիողինի լուսածորման հատ֊ 
կոլթյունները և и ո լպե ր պր ե ց ի պ ի տ ա ց ի ա յի (ՍՊՊ) ռեակցիան։ Պարզաբանվել 
են էական տարբերությունները ԵՊՊ֊ի կինետիկայում, ինչպես նաև ՍՊՊ-ի 
մոդուլացնող արագության և Сэ-Д իոններով արագ և դանդաղ կծկւէող մկան
ների ակտոմիողինի լուսածորման ինտ՛ենսիվության մաքսիմումի բնույթում։ 
Ենթադրվում է, որ ի տարբերություն արագ կծկվող մկանների, դանդաղ 
կծկվող մկանների к, կտ ո մի ո զին ո լմ, բացի տր ո պոնին ֊ տր ո պ ո մ ի ո զին ա յին 
կոմպլեքսից, ակտին֊միողին փոխհարաբերության կարգավորմանը Са-ի իոն
ների ներկայությամբ ներգրավում են նաև մ ի ո զին ի ԴՏՆԲ֊զգայուն թեթև ջըղ֊ 
թաները։
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PECULIARITIES OF CALCIUM REGULATION OF ACTIN-MYOSIN 
INTERACTION IN FAST AND SLOW SKELETAL MUSCLES

B. A. TIKUNOV

The fluorescent properties and superprecipitation reaction' of native 
and desensitized skeletal muscles actomyosin of the white rats have been 
investigated. Differences of kinetic parameters of SPP and in SPP modu
lation speed and also of the maximal fluorescence of actomyosins of 
fast- and slow-shortening muscles by Ca ions have been observed.

The obtained results have shown, that in actomyosin of slow ske
letal muscles (in distinction from that of fast muscles) in the presence 
of Ca2+, the regulation of actin-myosin interaction may be realized not 
only by troponin-tropomyosin complex, but also by means of the DTNB- 
sensitive light chains of myosin.
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ДЕЙСТВИЕ МЕСТНЫХ АНЕСТЕТИКОВ НА ПЛОСКИЕ 
ФОСФОЛИПИДНЫЕ МЕМБРАНЫ

Л. Г. МИКАЕЛЯН, А. К. КАРАПЕТЯН, Е. И. КУРГИН

Изучено влияние местных анестетиков дибукаина, пропраналола, лидокаина на 
устойчивость в электрическом поле и проводимость бислойных липидных мембран. По
казано, что все три анестетика увеличивают среднее время жизни мембран в 1,6— 
2,2 раза. Значение тангенса угла наклона зависимости плотности вероятности от вре
мени жизни БЛМ на малых временах в логарифмических координатах равно 1,82, что՛ 
указывает на появление второго энергетического барьера. Направление изменения 
проводимости мембран при аппликации местных анестетиков зависит от их концентра
ции, величины и длительности приложенного напряжения.

Изученные анестетики оказывают стабилизирующее влияние на структуру липид
ных мембран, однако в определенных условиях способны индуцировать в бислое по
тенциалзависимые каналы проводимости.

Ключевые слова: местные анестетики, фосфолипидные мембраны, электрическая 
проводимость.

Известно, что местные анестетики (МА) оказывают стабилизиру
ющее влияние на биологические мембраны, блокируя проведение нерв
ного импульса и увеличивая осмотическую резистентность эритроци
тов. С целью установления роли липидного матрикса биомембран в 
анестетическом эффекте во многих работах исследовалось взаимодей
ствие МА с молекулами липидов на различных системах (монослоях, 
бислоях, везикулах и др.). Подробное обсуждение этих эксперимен
тальных данных можно найти в работах Ландау [4] и Файнстайна [6]. 
Здесь отметим только наиболее характерные стороны действия МА на. 
эти системы: конденсация монослоев, увеличение подвижности алифа
тических цепей молекул липидов и их дипольного момента, а также 
уменьшение отрицательного поверхностного заряда. На плоских би
слойных липидных мембранах (БЛМ) действие МА изучено недоста
точно. В работе Гринфельдта и Нарушевичуса [2] было обнаружено 
ступенчатое уменьшение сопротивления во времени БЛМ из яичного 
лецитина при одностороннем добавлении МА в водный раствор. Ана
логичные данные были получены ранее Гуткнехтом и Тостесоном [8]. 
Необходимо отметить, что указанными авторами были использованы 
клинические концентрации МА.

В связи с малоизученностью вопроса о влиянии МА на плоские 
БЛМ, а также отсутствием данных об их действии на устойчивость этой 
липидной системы нами были предприняты настоящие эксперименты.

Материал и методика. Суммарные фосфолипиды мозга быка или крысы экстраги
ровались согласно Мюллеру с соавт. [9]. БЛМ формировали на отверстии диаметром 
1 или 2 мм в перегородке тефлоновой камеры на границе двух водных растворов. Ис
пользовали, 2 %-ные растворы фосфолипидов в смеси растворителей н-декана и н-геп- 
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тана, взятых в соотношении 1:1 по объему. Небуферные водные растворы содержали 
0,1 М хлорид натрия. В экспериментах использовали аптечные препараты МА, пред
назначенные для инъекций. Устойчивость БЛМ оценивали по среднему времени жиз
ни х ПРН данном потенциале. Методика этих экспериментов, а также основы теории 
электрического разрушения БЛМ подробно изложены в работе Чизмаджева с соавт. 
[3]- Время жизни БЛМ х регистрировали на запоминающем осциллографе С8-11. 
Напряжение па БЛМ подавали от генератора прямоугольных импульсов оригиналь
ной конструкции, созданного в нашей лаборатории. Ток измеряли с помощью опера
ционного усилителя «Кейтли 301» в режиме фиксации напряжения н записывали на 
самопишущем приборе Н37 с использованием усилителя И37. Время установления 
стрелки самописца —1 сек В целях предотвращения влияния вибраций на электриче
ские измерения экспериментальная камера вместе с экранирующим блоком была уста
новлена на стальной плите массой 100 кГ, подвешенной на стальной балке с помощью 
нейлоновых троссов согласно методической рекомендации Фиттпплейса и др. [7]. Экс
перименты проводили при комнатной температуре. Для получения данных об х изме
ряли ֊г не менее 100 БЛМ.

Результаты и обсуждение. Исходя из специфики измерений г 
БЛМ, последние формировали при наличии в водном растворе МА. 
Измерения начинали после полного почернения мембран, время кото
рого составляло 5—15 минут. На гистограмме (рис. 1) представлены.
т БЛМ относительно контроля, который 
был равен 85 мсек при потенциале 
400 мВ. Из рис. 1 видно, что в присут
ствии МА т БЛМ увеличивается в 1,6— 
2.2 раза. По эффекту стабилизации МА 
располагаются в следующем убываю
щем порядке: дибукаин, пропраналол, 
лидокаин. Таким образом, дибукаин и 
пропраналол, содержащие в своей струк
туре нафтильное кольцо, оказались наи
более эффективными стабилизаторами 
структуры БЛМ. Из этих данных следу
ет также, что МА проявляют известное 
стабилизирующее действие и на БЛМ, 
не содержащие каких-либо специфиче
ских белковых молекул. Здесь важно от
метить, что стабилизирующий эффект 
МА на БЛМ наблюдается при низких 
концентрациях 10 ~6—10՜ 5М.

Каким же образом МА стабилизиру
ют структуру БЛМ? Точный механизм Рпс ։ Средние времена жизни БЛМ 
этого эффекта нам неизвестен, однаков присутствии 10-5М а) дибукаина, 
анализ функции распределения т пока- б) пропраналола, в) лидокаина, 
зал, что в присутствии МА эта функция
на малых временах не является экспоненциальной характерной для од
ностадийного процесса разрушения БЛМ в электрическом поле [1], но 
описывается параболой. Это указывает на появление второго энергетиче
ского барьера, преодолеваемого дефектом. Двухбарьерный процесс раз
рушения БЛМ в электрическом поле в наших экспериментах четко об
наруживается из значения тангенса угла наклона на кривой зависимо- 
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юти плотности вероятности от т БЛМ в логарифмических координатах, 
близкого к 2. Таким образом, одним из факторов стабилизирующего 
действия МА на структуру БЛМ является появление второго энергети
ческого барьера, природу которого предстоит выяснить.

МА оказывают влияние также и на проводимость БЛМ (данные по 
проводимости на остальных рисунках относятся только к дибукаииу, 
однако качественно сходные результаты получены и для двух других 
МА). На рис. 2 представлены вольт-амперные характеристики (ВАХ) 
БЛМ в контроле (кр. 3) и при добавлении в один или оба отсека каме
ры дибукаина (кр. 1, 2, 4). ВАХ снимались после полного почернения 
мембран, а также через 20 мин после добавления МА. Как видно из 
֊рис. 2, ВАХ БЛМ как в контроле (3), так и при одностороннем добав-

Рис. 2. Рис. 3.
Рис. 2. Вольт-амперные характеристики БЛМ в контроле (кр. 3). и в при

сутствии дибукаина в концентрациях 1,66X10 *6 М (кр. 2), 3,32Х1С—; М 
(кр. 1), 6,64X10-6 (кр. 4).

6,64X10-с М дибукаина. 1—максимальная проводимость, 2—минималь- 
Рис. 3. Зависимость проводимости БЛМ от напряжения в присутствии 
6,64X10 -« М дибукаина, I—максимальная проводимость, 2—минималь

ная проводимость, 3—дифференциальная проводимость.

лении МА в концентрации 1,66><10 —6 М, 3,32Х10֊6М (кр. 2 и 1 соот
ветственно) строго линейны в пределах напряжений 0—100 мВ. Из 
рис. 2 видно также, что по мере увеличения концентрации МА на одной 
■стороне БЛМ ее сопротивление увеличивается соответственно в 2 и 4 ра
за. Этот результат также свидетельствует о стабилизирующем действии 
дибукаина на структуру БЛМ. Иная картина наблюдается при вырав
нивании концентраций дибукаина по обе стороны от БЛМ (кр. 4). ВАХ 
мембраны становится нелинейной и проводимость ее резко возрастает, 
-особенно при высоких напряжениях. На кр. 4 видно, однако, что при 
напряжении 100 мВ наблюдается резкий скачок проводимости БЛМ в 
'Сторону ее уменьшения (указано стрелкой). Если длительно измерять 
ток через БЛМ при этом напряжении, то проводимость БЛМ будет 
флуктуировать между двумя дискретными значениями. Этот резуль
тат указывает на то, что при данной концентрации дибукаина и данном 
напряжении в бислое происходят некие структурные изменения, кото
рые обуславливают два значения проводимости. Эксперименты пока- 
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зали, что они носят необратимый характер. Это подтверждается темт 
что если с БЛМ сиять напряжение и повторно измерить ВАХ, то ука
занные флуктуации тока будут наблюдаться уже при более низких на
пряжениях ~40 мВ. При более высоких концентрациях дибукаина, 
6,64X10 -6 М, внесенных в водный раствор симметрично к БЛМ, ток 
имеет сложный характер. На рис. 3 представлены зависимости макси
мальной, минимальной и дифференциальной проводимости (кр. 2, 1 и 3 
соответственно) от напряжения. Видно, что дифференциальная прово
димость резко возрастает с увеличением напряжения до 40 мВ и не
значительно изменяется при дальнейшем повышении его. Напротив,, 
базовая минимальная проводимость с ростом напряжения до 40 мВ рез
ко уменьшается, а затем несколько увеличивается. Полученные дан
ные указывают на то, что при взаимодействии достаточно низких кон
центраций МА с БЛМ протекают два процесса—уменьшение базовой 
проводимости п формирование структур, обеспечивающих высокую про
водимость. Эти структуры являются, по-видимому, каналами, парамет
ры которых существенно зависят от величины напряжения на БЛМ.

Уменьшение базовой проводимости БЛМ, по всей вероятности, яв
ляется результатом конденсации монослоев, обусловленной уменьшени
ем сил электростатического отталкивания между молекулами фосфо
липидов в результате нейтрализации катионной формой анестетиков- 
отрицательного поверхностного заряда. Другой процесс֊формирование 
каналоподобных структур֊—может быть результатом «компартментали- 
зации» нейтральных молекул МА, внедрившихся в бислой, и усиления 
фазового разделения липидов. Такое предположение не лишено осно
вания, поскольку известно, что в липидных мембранах имеются участ
ки сильного и слабого связывания молекул МА [5]. Если учесть, что 
БЛМ в наших экспериментах формировались из материала с гетеро
генным фосфолипидным составом, то допущение о «компартментализа- 
ции» молекул МА станет более обоснованным.

На основании полученных данных можно сделать следующее за
ключение: МА оказывают стабилизирующее действие на структуру 
БЛМ; при низких концентрациях и в симметричных условиях они спо
собны индуцировать каналоподобные структуры, параметры которых 
существенно зависят от напряжения на БЛМ.

Ереванский физический институт ГК.ИАЭ СССР Поступило 13.У 1983 г.

ՏԵՂԱՅԻՆ ԱՆՋԳԱՅԱՑՈԻՑԻՉՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ հարթ 
ՖՈՍՖՈԼԻՊԻԴԱՅԻՆ ՄԵՄԲՐԱՆՆԵՐԻ ՎՐԱ

Լ. Դ. ՄԻՔԱՅԵԷՅԱՆ, Լ. Կ. ԿԱՐԱՊԵՏՅԱՆ, Ե. Ի. ԿՈՒՐԴԻՆ

Ուսումնասիրվել է տեղային ան զգա յա ց ո ւց ի չն ե ր ի (ՏԱ)' ղիբուկաեինի, 
լիդոկաինի և պրոպրանոլոլի ազդեցությունը ե րկչե րտ լիպիդային մեմբրան
ների (ԵԼՄ) էլեկտրական դաշտում կայունության և հաղորդականության վրա:

Ցույց է տրվել, որ ուսումնասիրված ՏԱ֊ներր 1 ֊6 — 2.2 անդամ մեծացնում 
են ԵԼՄ֊ի կյանքի միջին տևողությունը; ՏԱ-ի առկայության դեպքում առաջա
նում է երկրորդ էներգետիկական պատնեջր։ ԵԼՄ֊ի հաղորդականության փո
փոխման ուղղությունը կախված է ՏԱ֊ի խտությունից, ինչպես նաև լարման 
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մեծությունից ե տևողությունից։ Ստացված տվյալները թույլ են տ՛ալիս ե զրա 
կացնելու, որ ՏԱ-ները կայունացնում են ԵԼՄ֊ի կառուցվածքը, սակայն որո 
շահի պայմաններում երկ՛շերտում առաջացնում են կա ռո ւց վա ծ ք ա յին փոփո

խությունն ի ր, որոնք էլ հանգեցնում են իոնա յին ուղիների առաջացմանն, իսկ 
Վերջիններիս հ ա ղո ր դա կ ան ութ յո ւն ր կախված է պոտենցիալից՛

THE ACTION OF LOCAL ANAESTHETICS ON THE 
PLANE PHOSPHOLIPID MEMBRANES

L. G. MIKAELIAN, H. C. CARAPETIAN, E. I. KURG1N

The influence of local anaesthetics (LA) dlbucaelne, lidocaine and 
propranolol on the BLM electrical conduction and stability in the elect
ric field has been studied. It has been shown that all the three anaes
thetics Increase the average lifetime of BLM by 1,6—2,2 times. The value 
of tangent of dip angle of the dependence of density of probability on 
the lifetime of BLM in logarithmic coordinates is cqral to 1,82, thus 
indicating the appearance of the second energetic barrier. The direction 
of BLM conduction change in case of LA application depends on their 
concentration, the magnitude and duration of the applied potential. The 
obtained data lead to the conclusion that LA stabilize the BLM structure, 
whereas under certain conditions they induce structural changes of 
bilayer, leading to the formation of ion canals, conduction of which is 
potential-dependent.
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ОБЪЕМНЫЙ ЭФФЕКТ В КОМПЛЕКСАХ Си(П)-БСА

Р. А. АСАТУРЯН

Объемный эффект, возникающий при взаимодействии Си (II) с бычьим сыворо
точным альбумином, изучен методом ЯМР (60 МГц). Наблюдаемая зависимость фор
мы спектров ЯМР комплексов Си (II)—альбумин от концентрации Си (II) свидетель
ствует о конформационных изменениях белковой глобулы.

Ключевые слова, контактное взаимодействие, неспаренный электрон, время релак
сации.
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При интоксикации живого организма металлами в результате пре
вышения физиологических значений важно понимание механизма их 
взаимодействия с плазмой крови, основным транспортным белком ее— 
сывороточньим альбумином.

В работе Катца с сотр. [5] микрокардиологичеоким методам был 
обнаружен объемный эффект при взаимодействии Си (II) с глобуляр
ными белками овальбумином и бычьим сывороточным альбумином 
(БСА): при увеличении концентрации Си (II) наблюдалось увеличение 
объема БСА. Авторы выдвинули предположение, что наблюдаемый 

, эффект может быть вызван конформационными изменениями БСА, 
однако никаких экспериментальных доказательств не было представ
лено.

Цель нашей работы состояла в подтверждении указанного предпо
ложения. Для этого нами был применен метод ядерного магнитного 
резонанса (ЯМР).

Материал и методика. Использовались лиофнльно высушенный препарат БСА 
Олайнского завода химреактнвов и соль СиС12-2Н2О марки «чфа».

Комплексы Си (П)-БСА готовились по методике, описанной в работе Бреслоу [4]. 
Ионная сила составляла 0,16 М. КС1 в 99,8% D2O. Концентрация БСА—1,6.10-3 М. 
Значения pD раствора измеряли на pH-метре «рН-673». Буферные растворы нами не 
использовались во избежание образования тройных комплексов: Cu(II) — БСА—буфер 
£4J. Спектры ЯМР комплексов Си(II)—БСА регистрировались при 34±1° на ЯМР- 
спектрометре (60 МГц) фирмы «Varian» (США) типа «Т-60».

В качестве внешнего стандарта использовали ТМС (теграметилсилан).

Результаты и обсуждение. На рис. 1 представлены спектры ЯМР 
БСА («а») и его комплексов с Си (II) при стехиометрии .моль Си (II):

Рис. 1. Спектры ЯМР БСА и его комплексов с Си (II) 
в 016 М КС1 99,8% D2O при 34°: а—контроль (БСА), 
pD = 7,58: б—комплексы Cu(II)—БСА состава 2:1,
pD = 7,83; в—комплексы Сн(П)—БСА состава 2:1,
pD = 7,12; г—комплексы Cu(II)—БСА состава 4:1,
pD = 7,48. Стрелки указывают на положение пика бо

ковой полосы сигнала ЯМР от протонов HOD.

моль БСА, равной 2:1 («б») и («в») и 4:1 («г»). В спектре «а» можно 
зыделить две части, одну, связанную с растворителем, другую—с бел
ком. Спектр БСА,. связанный с водой, представляет собой центральную
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571



линию от протонов HOD при значении химического сдвига 6 около 
4,5 м.д. В связи с вращением образца (для усреднения неоднородности 
поля) по обе стороны этого сигнала наблюдаются его боковые полосы, 
интенсивность которых изменяется по мере добавления Си(II). В спек
тре «б» при pD = 7,83 и отношении концентрации Си(II) к БСА, рав
ном 2:1, относительная интенсивность пика, отмеченного стрелкой, 
уменьшается примерно в 4 раза по сравнению с контрольным спектром 
«а». Такое же уменьшение наблюдается в спектре «в» при pD = 7,12 и 
той же стехиометрии. Увеличение этого отношения до 4:1 приводит к 
дальнейшему уменьшению интенсивности этого пика в 16 раз по срав
нению с контролем.

Эти изменения спектров ЯМР наряду со смещением вправо центра 
спектра ЯМР этих комплексов относительно контроля и уширением: 
сигнала с увеличением концентрации Си(II) (табл.) могут быть об
условлены, на наш взгляд, контактным взаимодействием между магнит
ным моментом неспаренного электрона атома Си(П) и протонами мо
лекул HOD, приводящим к укорочению времен релаксации протонок 
молекул HOD [2, 3, 6].

Таблица
Зависимость параметров центральной части спектров ЯМР комплексов Си(П)—БСА 

от концентрации Си (II) в области нейтральных значений рЭ

Исследуемый образец 
в 0,16М КС1, 99,8% D2O

Зн
ач

ен
ие

 pD
М

ол
ь С

и (1
1)

 ։ 
М

ол
ь БС

А Смещение 
центра спектра 

ЯМР относи
тельно контро

ля, Гц

Относительная 
интенсивность 
боковой ком
поненты от 

протонов HOD

Ширина 
центрально- 
части спектр 
оа ЯРМ, Г и

БСА — контроль
Комплекс Си (11)—БСА
Комплекс Си (11)—БСА
Комплекс Си (11)—БСА

7,50
7,83
7,12
7,48

0:1
2:1
2:1
4:1

0
2,5
5,3
7,5

1
0,23
0,24
0,062

14
35
34,6
45

Ранее при исследовании комплексов Си(П)՛—БСА методом ЭПР на- 
. ми были обнаружены два типа связывающихся центров, в одном из ко
торых Си (II) связан с двумя атомами азота и двумя атомами кислоро
да [1]. Основываясь на результатах настоящей работы, которые до
полняют эти данные, можно однозначно считать, что атомы кислорода 
в этом типе комплексов принадлежат молекулам воды. Дополнитель
ным основанием для такого утверждения могут служить также данные- 
(табл.) о смещении вправо центра спектра «б» (рис. 1) на 2,5 Гц при 
рЭ = 7,83 и спектра «в» на 5,3 Гц при рЭ = 7,12 относительно контроль
ного спектра «а». Увеличение смещения спектра при малом значении 
рО можно объяснить тем, что относительная концентрация указанных 
комплексов, связанных с водой, как это следует из данных, полученных 
методом ЭПР [1], монотонно уменьшается с ростом pH в диапазоне от 
6,5 до примерно 9,5. В связи с этим увеличение значения этого смеще
ния вправо в спектрах ЯМР с понижением рО указывает на повышение 
концентрации этих комплексов.
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На рис. 2 представлены спектры ЯМР БСА и его комплексов с 
Си(II), не связанных с растворителем, выделенные из рис. I.

В области поглощения протонов ароматических аминокислот гис
тидина, тирозина, фенилаланина и триптофана от 6,6 до 7,6 м. д. наблю
даются некоторые изменения при добавлении Си(II) относительно 
контроля. На этом же рисунке стрелками показаны области поглоще-

Рнс. 2. Спектры ЯМР из рис. 1, наложенные друг на друга, без централь
ной части, связанной с протонами HOD: к—контрольный спектр ЯМР 
БСА, pD = 7,58; 1—спектр комплексов Cu(II)—БСА при pD=7,83 и сте
хиометрии 2:1; 2—спектр комплексов Cu(II)—БСА при pD = 7,48 и сте
хиометрии 4:1. Стрелками показаны положения химических сдвигов про
тонов отдельных групп различных аминокислот, не находящихся в контак- 

пых и псевдоконтактных взаимодействиях с неспаренным электроном Си (II).

чия протонов ароматического кольца триптофана (1—5) и тирозина 
(6—7), которые не находятся в контактных и псевдоконтактных взаи
модействиях с неспаренным электроном атома Cu(II) [6]. Области 
тоглощения, связанные с гистидином и фенилаланином, нами не пока
заны, так как атом азота N(3) имидазольного кольца гистидина нахо
дится в контактном взаимодействии с Cu(II) как в первом типе центра 
связывания, так и во втором [1].

Ароматическое кольцо фенилаланина, занимая положение 19 в 
шинокислотной последовательности белка (БСА), находится рядом с 
■петидином (положение 18), связанным с Си(II) [8]. Это, по-видимо- 
лу, может привести к псевдоконтактному взаимодействию [2] между не- 
'.паренным электроном Си(II) и протонами ароматического кольца фе- 
шлаланина, что проявится в уширении линий при значениях поглоще- 
1ия фенилаланина около 7,4 м д. В связи с этим наблюдаемые изме- 
1ения формы спектров ЯМР в области химических сдвигов от 6,6 до 
z,6 м. д. должны быть обусловлены изменением конформации БСА при 
убавлении Си(II) вблизи триптофановых и тирозиновых аминокислот.
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Рассмотрим область поглощения аминокислот БСА при значениях 
химических сдвигов от 0,9 до 3,0 м. д. Если исключить области погло
щения СН2 протонов гистидина и аспарагиновой кислоты, СН3 прото
нов треонина, с которыми атомы Си (II) непосредственно образуют 
стабильные комплексы [7], СН2 групп лизина, находящегося вблизи 
центрального атома Си(II) в этом же типе комплексов [8], а также об
ласти поглощения СН2 групп аргинина, фенилаланина, глутаминовой 
кислоты и СНз протонов аланина, находящихся, по-видимому, в псевдо- 
контактных взаимодействиях с неспаренным электроном атома Си(II) 
во втором лабильном типе комплексов [1], то области поглощения 
цистина (8 и 9), аспарагина (10), метионина (11), пролина (12), лей
цина (13 и 20), изолейцина (14—16, 18 и 21), валина (17 и 19) и гисти- 
дил-лейцина (22) показывают, что с увеличением концентрации Си(II) 
происходят изменения формы спектров ЯМР. Так, в области химиче
ского сдвига около 1,0 м.д. добавление Cu(II) к БСА в стехиометрии 
2:1 уменьшает относительную интенсивность сигнала ЯМР на 26%, а 
при 4:1—на 46%.

Таким образом, описанные изменения формы спектров ЯМР связа
ны с изменением конформации БСА при его комплексообразовании с 
Си (II), что подтверждает выдвинутую Катцем с сотр. [5] гипотезу об 
увеличении объема белка за счет изменения конформации БСА.
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ԾԱՎԱԼԱՅԻՆ ԷՖԵԿՏԸ Շս(„)-ՅՇԱ Կ11ՍՊ1ԵՔՍՆԵՐՈԻՄ

Ռ. Ա. ԱՍԱՏՈԻՐՅԱՆ

Cu(T/J֊^ և ցլի ջիճուկի ալբումինի (ՑՇԱ) փոխազդեցության ժամանակ 
առաջացող ծավալային էֆեկտն ուսո ւմնասիրվել է ՄՄՌ֊ի մ եթո դո վ (60 ՄՀցխ 
QaJl(II)—ՑՇԱ կոմպլեքսների ՄՄՌ֊ի սպեկտրների ձևի նկատվող կախվածու
թյունը &\]լ(!1)~ի խտությունից վկայում է սպիտակուցային գլո բուլա յի կոն- 
ֆրրմացիոն փոփոխությունների մասին։

VOLUME EFFECT IN Си (II) ֊ BSA COMPLEXES

R. A. ASATURIAN

The volume effect arising during the interaction of Си (II) with 
bovine serum albumin has been studied by the NMR (60 MHz) method. 
The observed dependence of the NMR spectra shape of Си (II) — alburnir 
complexes on the Си (II) concentration testifies to conformation changes 
of the protein globule.
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АНАЛИТИЧЕСКАЯ СИСТЕМА ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
КОНЦЕНТРАЦИИ ГЛЮКОЗЫ В РАСТВОРАХ

А. Л. СИМОНЯН, С. Ш. ТАТИКЯН, Г. Э. ХАЧАТРЯН, Ц. М. АВАКЯН

Описана аналитическая система для определения концентрации р֊И-глюкозы в 
различных биологических растворах с отдельным электронным блоком. Воспроизво
димость измерений не ниже 5%, линейный диапазон определяемых концентраций- 
10—400 мг% (0,554-22,0 мМ), время отклика— не более 40 сек.

Ключевые слова: глюкоза, иммобилизованная глюкозооксидаза.

Глюкоза является 'самым универсальным источником углерода и 
энергии для живых организмов. Нарушение ее концентрации в крови 
обычно свидетельствует о патологическом состоянии организма. Она 
является также важнейшим компонентом питательных сред при фер
ментации микроорганизмов. Количество глюкозы в ряде сельскохозяй
ственных культур влияет на качество изготовляемых пищевых продук
тов. Поэтому понятно, что быстрое и точное определение концентрации 
глюкозы в биологических растворах крайне актуально. Применяемые 
в широкой аналитической практике методы ее определения в полной 
мере не отвечают требованиям быстроты, точности и, что очень важно, 
специфичности определений, предъявляемых в настоящее время при ре
шении многих задач. Единственным методом, отвечающим требовани
ям высокой специфичности и точности измерений, является фермента
тивный метод определения концентрации глюкозы [1]. Однако широ
кому распространению его до недавнего времени препятствовала неэко
номичность проводимого анализа, связанная с невозможностью много
кратного использования фермента.

Методы иммобилизации ферментов на нерастворимых носителях, 
разработанные в последние два десятилетия, позволили преодолеть эти 
трудности. Были созданы аналитические системы для полуавтомати
ческого и автоматического определения 'Концентрации глюкозы [3—5], 
Использование различных ферментов в таких системах позволяет опре
делять концентрации целого ряда органических веществ в многокомпо-
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нентных растворах. Результаты исследований в этой области приведе
ны в монографиях [2, 3].

Цель настоящей работы состояла в разработке аналитической си
стемы, способной специфично и быстро определять концентрацию [3-0- 
глюкозы в различных биологических жидкостях.

Материал и методика. В работе использовался фермент глюкозооксидаза (ГОД) 
(КФ 1.1.3.4.) производства Олайнского объединения «Биохимпрепарат». Иммоби
лизацию ГОД осуществляли на силохроме С-120 производства Ставропольского заво
да химреактивов и люминофоров и силикагелях производства ЕрОНеМ ВНИИ ИРЕА 
по методике Робинсона [9]. Кислородный электрод изготовлялся по методике Ли и 
Цао [8], в качестве электродной пары применяли пару платина—серебро, корпус 
электрода изготовляли из органического стекла. В качестве мембраны использовали 
мембрану марки «ФТ» толщиной 10 мк. Элюцию проводили либо фосфатным буфе
ром с pH 6,5, либо дистиллированной водой. Калибровочные растворы глюкозы при
готовлялись из 40%-ного стерильного раствора глюкозы. Регистрацию сигнала кисло
родного электрода осуществляли с помощью полярографа ЬР-60 или используя спе
циально разработанный для этой цели электронный блок, имеющий выход на цифро
вой вольтметр или самописец.

Результаты и обсуждение. Амперометрическая аналитическая сис
тема для определения концентрации глюкозы представляет собой кон
структивно объединенный в одно целое иммобилизованный ферментный 
препарат и ионселективный электрохимический датчик, регистрирую
щий изменение концентрации электрохимически активного продукта 
ферментативной реакции. Конструкция и особенности работы анали
тической системы зависят от конкретных целей, для достижения которых 
создается система, и могут быть реализованы либо в виде погружае
мого ферментного электрода, в котором фермент иммобилизован пря
мо на электрохимическом датчике, либо в виде проточного реакто
ра с вытеснением. Мы попользовали реактор с вытеснением, представ
ляющий собой колонку из оргстекла длиной ПО мм и внутренним диа
метром 4мм. Колонку заполняли носителем с иммобилизованной ГОД 
и через нее с постоянной скоростью 5 мл/мин прокачивался либо стан
дартный буферный раствор, либо дистиллированная вода. На выходе 
камеры помещался кислородный мембранный электрод. Исследуемый 
образец инжектировался в нижней части камеры через устройство для 
ввода образца.

Рассмотрим наиболее существенные моменты в работе такой анали
тической системы. Важнейшим в работе устройств подобного типа яв
ляется ввод образца в систему. Во-первых, количество вводимого об
разца должно быть строго стандартизировано, так как от этого суще
ственным образом зависит воспроизводимость результатов измерений. 
Этого можно достичь использованием автоматизированных пипеток, ко
торые обеспечивают ввод точно отмеренного количества исследуемой 
пробы. Во-вторых, очень важны выбор метода введения образца в ко
лонку и способ разделения образцов. Ряд авторов [6, 7] предлагают 
отделять образцы друг от друга и вводить их в систему с помощью пе
ристальтического насоса, который сегментирует воздухом поток жид
кости, отделяя образцы, и засасывает необходимое количество субстра
та. Однако исследования последних лет [10] показали, что наиболее 
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надежно инжектирование образца в двигающийся несегментированный 
воздухом проток реакционной смеси. Именно поэтому и мы применили 
инжектирование образца в нижней части колонки через отверстие, за
крываемое упругой резиновой перегородкой.

Другим важным моментом является устройство камеры детектиро
вания, в которой прореагировавшая смесь поступает к чувствительно
му элементу.

Нам удалось сконструировать камеру детектирования, в которой 
обеспечивается как равномерная подача раствора к измерительному 
электроду, так и предварительное перемешивание раствора. Это позво
лило добиться хорошей воспроизводимости результатов измерений, 
важным условием которой является равномерное перемешивание образ
ца с буферным раствором до того, как образец достигнет иммобилизо
ванного фермента. Как уже отмечалось, инжектирование образца в про
ток дает достаточно хорошие результаты. Перемешивание в этом слу
чае осуществляется за счет турбулентности потока. В результате вос
производимость измерений в нашей системе не ниже 5%.

Калибровочный график для модельных растворов приведен на 
рис., из которого видно, что линейность определяемых концентраций на-

Рис. Калибровочная кривая по стандартным растворам глюкозы. По оси 
ординат отложена величина сигнала на выходе электронного блока, по оси 

абсцисс—концентрация—Д-глюкозы в калибровочных растворах.

ходится в пределах 10—400 мг% (0,55—22,0 мМ). Время отклика си
стемы зависит от скорости потока, объема реактора, не занятого фер
ментом, времени отклика кислородного электрода. В нашей системе 
время отклика—30—40 сек, время полного анализа образца 1,5—4 мин. 
Оба эти параметра варьируют в зависимости от концентрации суб
страта.

Испытания на специфичность аналитической системы показали, 
что она реагирует только на р-О-глюкозу, в то время как а-П-глюкоза, 
мальтоза, фруктоза, глюкозо-6-фосфат, сахароза практически не дают 
отклика.

Предварительные испытания показали принципиальную возмож
ность применения данной системы для анализа культуральной жидко
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сти, определения концентрации глюкозы в плазме крови, моче и других 
жидких средах.
Ереванский физический институт ГКИАЭ СССР Поступило 13.У 1983 г.
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ւլայի կոնցենտրացիայի որոշման համար նախատեսված առանձին էլեկտրո- 
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Հ՞/օ-Ւյ ոչ պակաս, որոշվող կոնցենտ ացիաների գծային տիրույթը 10— 400 
մգ % £ (0,5Տ-յ֊22,0 մՄ), արձագանքման ժամանակը ավել չէ 40 վրկ֊ից։

ANALYTICAL SYSTEM FOR DETERMINATION OF GLUCOSE 
CONCENTRATION IN SOLUTIONS

A. L. SIMONIAN, S. Sh. TATIK1AN, G. E. KHACHATRIAN,
Ts. M. AVAKIAN

An analytical system with a separate electron unit is described for 
the determination of the p-D-glucose concentration in various biological 
solutions. The reproducibility of measurements is in terms of 5%, the 
linear range of the determined concentrations is 10—400 mg% (0,55 F 
+ 16,5 mM), the response time is not more than 40 seconds.
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ИММОБИЛИЗАЦИЯ ГЛЮКОЗООКСИДАЗЫ НА СИЛИКАГЕЛЯХ

А. Л. СИМОНЯН, С. Ш ТАТИКЯН, Г. Э. ХАЧАТРЯН, 
Т. А. ГАСПАРЯН, Г. И. АЙВАЗЯН

Исследована пригодность ряда новых силикагелей для иммобилизации глюкозо- 
оксидазы. Сделан вывод о возможности их использования в проточных аналитиче
ских системах.

Ключевые слова: глюкозооксидаза, иммобилизация на силикагелях.

Методы иммобилизации ферментов в последнее время получили 
широкое распространение в связи с тем, что при иммобилизации су
щественно повышаются стабильность действия ферментов во времени, 
термоустойчивость, устойчивость к микробным атакам, появляется воз
можность их многократного использования [3]. Это практически по
зволяет использовать ферменты для биологической трансформации од
них органических соединений в другие, а также применять их в анали
тических системах.

В зависимости от назначения иммобилизованных ферментов к но
сителям предъявляются те пли иные требования. В частности, носите
ли, используемые в проточных аналитических системах, должны обла
дать следующими свойствами: иметь достаточно развитую поверхность, 
обладать определенной механической прочностью, быть гидрофильным, 
устойчивым к разрушению бактериями, в случае пористых носителей 
поры должны иметь достаточные размеры для обеспечения наиболее 
эффективного связывания фермента и свободного доступа субстрата к 
ферменту. Кроме того, существенное значение имеют гидродинамиче
ские свойства носителей. Наиболее полно, по-видимому, всем перечис
ленным требованиям удовлетворяют силикатные носители [2]. Не
смотря на большое число работ, посвященных методам иммобилизации 
широкого набора ферментов на различных носителях [4, 5], выбор оп
тимальных условий иммобилизации во многом еще остается эмпириче
ским, а результат труднопредсказуемым. Поэтому при работе как с 
новым носителем, так и с новым ферментом требуется тщательная от
работка всех условий иммобилизации.

Целью настоящей работы явилось исследование оптимальных усло
вий иммобилизации глюкозооксидазы (ГОД) (КФ 1.1.3.4.) для приме
нения в проточной аналитической системе.

Материал и методика. В работе использовались силикагели, разработанные в 
ЕрОНеМ ВНИИ ИРЕА. Характеристики использованных носителей приведены в 
табл. 1. Модификацию носителя осуществляли по методу Робинсона [6]. Навеску 
силикагеля обрабатывали 5%-ным раствором -у-аминопропилтриэтоксисилана (АГМ-9) 
в ацетоне. Излишек раствора сливали и силикагель выдерживали в термостате 24 ч 
при температуре 45°. Затем тщательно отмывали его ацетоном и водой. С целью 
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активации носителя силикагель обрабатывали 2,5%-ным раствором бифункционального 
реагента—глутаровым диальдегидом—в течение 45 мин при перемешивании. Несвя- 
завшийся диальдегид отмывали большим количеством дистиллята. Иммобилизацию 
ГОД проводили в 0,01 М фосфатном буфере, pH 6,4, при комнатной температуре. Ко
личество связанного фермента оценивали, измеряя несвязавшийся белок по методу 
Лоури. Об активности связавшегося фермента судили по количеству образовавшейся 
перекиси водорода, определяемой модифицированным пероксидазным методом [1]. 
Стабильность иммобилизованного фермента во времени изучали в проточном реакто
ре с использованием мембранного кислородного электрода Кларка.

Результаты и обсуждение. Существенным фактором при иммоби
лизации ферментов является количество реакционноспособных групп 
на поверхности носителя. При модификации силикагеля с помощью 
АГМ-9 на поверхности носителя образуются аминогруппы. Понятно, 
что их количество будет существенным образом влиять на процесс им
мобилизации. Поэтому количество аминогрупп оценивалось с помо
щью пиридоксальфосфата (ПЛФ). ПЛФ, образуя Шиффовы основа
ния, эквимолярно связывается с аминогруппами на поверхности носи
теля. Определяя спектрофотометрически убыль ПЛФ в растворе при 
387,5 нм, можно оценить количество аминогрупп. Для этого носитель, 
помещенный в 0,01 М раствор ПЛФ в натрийацетатном буфере с pH 6,5, 
инкубировали в темноте в течение 2 часов. Наибольшее число амино
групп было обнаружено на силикагеле № 7 (200 мкмоль на 1 г).

Рис. Активность иммобилизованных препаратов при разных соотношениях 
фермент/носитель. —----- процент сохранения активности при иммоби

лизации; — —•—активность препаратов на 1 мг носителя.

Для нахождения наилучших условий иммобилизации необходимо 
было выяснить оптимальное соотношение количества фермента и носи
теля. Полученные результаты приведены в табл. 2, из которой видно, 
что при всех соотношениях фермент/носитель ГОД лучше всего связы
вается с силикагелем № 7, поэтому все дальнейшие исследования про
водились с использованием этого силикагеля. Необходимо особо от
метить, что при применении иммобилизованного фермента важно не 
только количество связавшегося белка, но и высокий процент сохране
ния активности. На рис. приведены данные, подтверждающие это по
ложение. Видно, что при повышении соотношения фермент/носитель 

580



процент сохранения активности падает, а активность на 1 мг носителя 
достигает максимума при соотношении 12/100. Поэтому нецелесооб
разно работать при более высоких соотношениях.

Как уже упоминалось выше, одной из важнейших характеристик 
работы иммобилизованного фермента является его стабильность во вре
мени. Измерения активности проводились в проточном аналитическом 
реакторе, причем следует отметить, что исследуемый препарат постоян
но хранился при комнатной температуре в рабочем реакторе и ежеднев
но проводилось в среднем около двадцати измерений различных образ
цов, содержащих глюкозу. Как показали измерения, 80% активности 
фермента сохраняется в течение более чем 2-х месяцев, что не уступает 
результатам работ других авторов [2].

Таблица 1
Основные характеристики силикагелей производства ЕрОНеМ ВНИИ ИРЕА

№ марки Средний размер 
пор, А

Удельная поверхность, 
м2/г

Плотность, 
г/см1

1 1000 72 0, 0
3 450 170 0,22
7 230 320 0.23

Таблица 2
Связывание глюкозооксидазы на силикагелях № 3, 7 при разных соотношениях 

фермент/носитель, мг/100 мг

№ марки 
с иликагеля

Соотношение 
Е/носитель

Связывание, 
%

Количество связав
шегося Е, мг

3 4 37,5 1,5
7 4 62,5 2.5
3 8 55,0 4,4
7 8 70,0 5,5
3 16 25,3 4,2
7 16 53,8 8,6
3 20 27,5 5,5
7 20 59,0 11,6

Таким образом, из приведенных данных видно, что силикагель №7 
обладает достаточно удовлетворительными характеристиками, позволя
ющими использовать его в качестве носителя в проточных аналитиче
ских системах.
Ереванский физический институт ГКИАЭ СССР,

лаборатория радиационной биофизики Поступило 13.V 1983 г.

ԳԼՅՈԻԿՈՋԱՕՔՍԻԴԱՋԱՅԻ ԻՄՄՈՐԻԼԻՋԱՑԻԱՆ ՍԻԷԻԿԱԳԵԼԵՐԻ ՎՐԱ

Ա. 1.. ՍԻՄՈՆՅԱՆ, Ս. 0. ԹԱԹԻԿՅԱՆ, Գ. է. ԽԱՅԱՏՐՅԱն, Տ. Ա. ԳԱՍՊԱՐՅԱՆ,
Գ. Ի. ԱՅՎԱԶՅԱՆ

Հետազոտված է Երևանի անօրգանական նյութերի բաժնի կողմից մշակ
ված մի շարք նոր սիլիկագելերի պիտանիությունը գլյո ւկո զա օքս ի գա զա յի իմ֊ 
մոբիլիզացիայի համար։ Ցույց է տրված, որ №7 սիլի կագելն ըստ իր բնութա
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գրերի ամենահարս ար կրիչն է հոսուն անալիտիկ համակարգերում կիրառման 
համար: //րոջված է ի մ մ ո բ ի լի զա ց ի ա յի պայմանների ազդեցությունը պրեպա~ 
■բատի ա կտիվության վրա։ Ցույց է տրված) որ 2 ամսվա րնթացքում պահպան
վում է սկզբնական ակտիվության 80^-ը

IMMOBILIZATION OF GLUCOSE OXIDASE ON SILICAQELS

A. L. SIMONIAN, S. Sh. TATIKIAN, G. E. KHACHATRIAN, 
T. A. CASPARIAN, G. I. AIVAZIAN

The use of a number of new silicagels developed at the Yerevan 
Department of Inorganic Materials of the All-Union Institute of Reagents 
for the immobilization of glucose oxidase has been investigated. It has 
been shown that the sillcagel original preparation (№ 7) is the most 
convenient carrier for the use in flowing analytical systems. The influence 
of the immobilization conditions on the preparation activity has been deter
mined. The preparation preserves the 80% of its initial activity for two 
mont hs.
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ПРОЦЕСС ЛИПИДНОЙ ПЕРОКСИДАЦИИ И УРОВЕНЬ 
а-ТОКОФЕРОЛА В ТКАНЯХ БЕЛЫХ КРЫС В УСЛОВИЯХ 

АКУСТИЧЕСКОГО СТРЕССА

М. М. МЕЛКОНЯН, В. Г. МХИТАРЯН, Е. А. МЕЛИК-АГАЕВА, А. А. РУХКЯН

В условиях акустического стресса наблюдается изменение интенсивности фермен
тативного и неферментативного перекисного окисления липидов и содержания а֊токо- 
ферола в гомогенатах мозга, печени, сердца, а также в эритроцитарных мембранах и 
плазме крови белых крыс. Интенсивность сдвигов зависит как от вида исследуемой 
ткани, так и сроков воздействия. Изменения наиболее выражены в сердце. Наблю
дается определенная зависимость между уровнем перекисного окисления липидов и 
содержанием ц-токоферола в исследуемых тканях.

Ключевые слова: перекисное окисление липидов, ^-токоферол, акустический стресс.

В эпоху научно-технической революции, которую переживает чело
вечество, трудно переоценить влияние шума, сопровождающего чело
века повсеместно.
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Морфологические, физиологические, гистохимические, клинические 
исследования ( 1, 7] свидетельствуют о значительном повреждающем 
действии акустического стресса. В связи с этим большое значение при
обретает изучение общепатологических реакций, связанных с воздей
ствием этого фактора. В последнее время процессам свободноради
кального окисления, которые непрерывно протекают в норме во всех 
тканях живых организмов и при их низкой интенсивности, являются 
одним из типов нормальных неспецифических метаболических процес
сов, отводится особая роль [3]. В обычных условиях этот процесс строго 
лимитирован. Однако избыточное перекисное окисление липидов (ПОЛ) 
разрушительно действует на клеточные мембраны, вследствие особен
ностей их химического строения, приводя к изменению проницаемости, 
меняя активность целого ряда мембраносвязанных ферментов, вызывая 
дезинтеграцию внутриклеточных структур, окисление и полимеризацию 
низкомолекулярных внутриклеточных компонентов и макромолекул 
£3], и поэтому играет важную роль в механизмах клеточного повреж
дения. Исследованиями ряда авторов показано, что действие различ
ных экстремальных факторов на организм вызывает интенсификацию 
ПОЛ в тканях [4—6]. В этом аспекте представляет интерес изучение 
интенсивности ПОЛ и уровня одного из важнейших эндогенных анти
оксидантов—а-токоферола в тканях белых крыс в условиях акустиче
ского стресса.

Материал и методика. Эксперименты проводились на беспородных белых кры
сах-самцах массой 180—220 г, содержавшихся в обычных условиях вивариума. Под
опытные животные подвергались воздействию широкополосного шума с уровнем 97 
дБА со сплошным спектром частот 63—12000 гц и максимальной энергией в области 
средних и высоких частот. Сроки воздействия—15 мин, 2 ч, 7, 28, 56 дней еже
дневно по 2 часа. Животных забивали декапитацией. Ткани перфузировали ледяным 
■0,154 М КС1. Все операции проводили на холоду. Эритроцитарные мембраны выде
ляли по Лимберу [13]. Белок в исследуемом материале определяли по Лоури [14].

Активность систем ПОЛ определяли по накоплению малонового диальдегида 
■(МДА) за 30 мин инкубации, о количестве которого судили по реакции с тиобарби- 
туровой кислотой. При исследовании неферментативного аскорбатЗависимого ПОЛ 
(АЗ'П) инкубационная среда объемом 1,2 мл содержала по 0,3 мл 40 м.М. трис-НС!, 
pH 7,4; 0,8 мМ аскорбата, 12.10-6М соли Мора. В случае с НАДФ-Н зависимым 
ЛОЛ (НЭП)—2.10 -4М пирофосфата натрия, 12.10-6М соли Мора, 1 мМ НАДФ-Н. 
В обоих случаях 10%-ные гомогенаты тканей и мембраны эритроцитов добавлялись 
из расчета 1,5—2,0 мг белка на 1 мл инкубационной среды. Содержание липидных 
перекисей выражали в нМоль МДА на 1 мг белка. Для расчета использовали коэф
фициент молярной экстинкции 1,56.105.М см- 1 [3].

Содержание сгт°коферола в исследуемом материале определяли флуорометри
чески по методу Дуггана с максимумом возбуждения при 295 нм и флуоресценции при 
330 нм [Ю]. Данные приведены в мкг/мг белка.

Уровень ПОЛ и содержание ц-токоферола определяли в гомогенатах мозга, пече
ни, сердца, мембранах эритроцитов, плазме крови.

Результаты и обсуждение. Результаты исследований свидетель
ствуют о там, что уже через 15 мин от начала воздействия и по исте
чении 2-х ч наблюдается стойкое снижение содержания а-токоферола 
в сердце. В мозге кратковременное снижение через 15 мин после воз
действия сменяется почти полным возвратом к исходному уровню через 
2 ч, тогда как плазма, эритроцитарные мембраны и печень значительно 
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обогащаются им (рис. 1). АЗП и НЗП при этом подавляются в мозге и 
эритроцитарных мембранах; в печени, после подавления через 15 мин 
после воздействия, активируется к 2 часам; в сердце незначительно 
подавляется АЗП и усиливается НЗП (рис. 2, 3). Наблюдаемые сдвп-

Рис. 2. Уровень неферментативного (аскорбатзависимого ПОЛ) в гомоге
натах тканей белых крыс в условиях акустического стресса, нМ МДА/мг белка.
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ти, на наш взгляд, объясняются как активированием антиоксидантной 
системы, вовлечением ее в процесс детоксикации продуктов ПОЛ, так 
и транспортом а-токоферола из наиболее богатой им жировой ткани в 
кровь [9].

Семиразовое ежедневное воздействие шума приводит к резкой ин
тенсификации ПОЛ во всех исследуемых тканях, за исключением НЗП 
в эритроцитарных мембранах. При этом наблюдаются значительные 
сдвиги в уровне а-токоферола: содержание его резко снижается в эри-

Рис. 3. Уровень ферментативного (НАДФ-Н зависимого) ПОЛ в гомоге
натах тканей белых крыс в условиях акустического стресса, нМ МДА/мг белка.

троцитарных мембранах, остается ниже контроля в мозге, печени, серд
це, возвращается к контрольному уровню в плазме. При последующем 
воздействии стрессора (28X2 ч) в сердце, печени и мозге способность 
к переоюислению продолжает оставаться выше контроля, а содержание 
■а-токоферола—ниже. В плазме при этом отмечается максимально вы
сокий уровень а-токоферола, который к 56-разовому воздействию сме
няется резким снижением как в плазме, так и во всех исследуемых тка
нях, за исключением печени. Снижение содержания а-токоферола осо
бенно выражено в сердце. ПОЛ при этом угнетено во всех исследуемых 
тканях, за исключением печени. На рис. 2 и 3 видна однонаправ
ленность сдвигов НЗП и АЗП в мозге, печени и сердце белых крыс в 
соответствующие сроки эксперимента, хотя интенсивность их различна.

Весьма интересны сдвиги, наблюдаемые в печени: содержание 
•а-токоферола и интенсивность ПОЛ значительно выше контрольного 
уровня в отличие от таковых в сердце и мозге, в которых в результате 
56-ти (8 недель) ежедневных воздействий шума эти показатели резко 
снижаются.
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Нормально функционирующее сердце по сравнению с печенью и ' 
мозгам характеризуется очень низким стационарным уровнем лнпопе- 
реокисления и довольно высоким при этом содержанием а-токоферола. 
Анализ интенсивности полученных данных свидетельствует о наиболь
шей метаболической ранимости сердца в условиях акустического 
стресса.

Значительное снижение уровня ПОЛ в исследуемых тканях через 
28 и еще большее через 56 дней воздействия стрессора, по-видимому, 
обусловлено изменением состава фосфолипидов мембран, их окисляе- 
мости; это согласуется с гипотезой Бурлаковой и сотр., согласно кото
рой Воздействия, приводящие к уменьшению количества природных 
антиоксидантов, должны вызывать снижение окисляемости липидов, и 
наоборот, т. е. состав фосфолипидов мембран, их окисляемость, ско
рость расходования антиоксидантов и их концентрации сбалансиро
ваны [2].

Известно, что а-токоферол функционирует в липидных системах 
как антиоксидант, предохраняющий ненасыщенные липиды тканей от 
агрессивного действия свободных радикалов, играет роль стабилизато
ров клеточных мембран [12].

Однако, помимо антиоксидантной, а-токоферол играет и важную 
специфическую роль в синтезе гема, транспорте эссенциальных ами
нокислот и некоторых липидов, метаболизме коллагена [11] ив ряде 
других метаболических процессов [8]. Поэтому развитие недостаточно
сти а-токоферола в тканях является неблагоприятным прогностическим 
фактором.

Полученные данный позволяют предположить, что одним из основ
ных. путей реализации патологического воздействия акустического 
стресса на организм является усиление ПОЛ в острый период стресса с 
последующим снижением содержания а-токоферола в тканях.

Ереванский медицинский институт, кафедра биохимии Поступило 21.111 1983 г.

ԼԻՊԻԴԱՅԻՆ ԴԵ (՛ՕՔՍԻԴԱՑՄԱՆ ՊՐՈՑԵՍԸ ԵՎ а-ՏՈԿՈՖԵՐՈԼԻ ՄԱԿԱՐԴԱԿԸ 
ՍՊԻՏԱԿ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ՀՅՈՒՍՎԱԾՔՆԵՐՈՒՄ ԱԿՈՒՍՏԻԿ ՍՏՐԵՍԻ

ՊԱՅՄԱՆՆԵՐՈՒՄ

Մ. Մ. ՄԵԼՔՈՆՅԱՆ, Վ. Դ. ՄԽՒԹԱՐՅԱՆ, Ե. Ա. ՄԵԼԻՔ-ԱՂԱԵՎԱ, Ա. Ա. ՌՈԻԽԿՅԱՆ

Ակուստիկ ստրեսի պայմաններում սպիտակ առնետների մոտ ուսումնա
սիրվել են լիպիդային գերօքս իդա ց մ ան ֆերմենտային և ոչ ֆերմենտային 
պրոցեսի տեղաշարժերը և (X-տ'ո կոֆերոլի քանակը լյարդի, սրտամկանի, ուղե
ղի հոմոգենատներում, էրիթրոցիտար թաղանթներում և արյան պլազմայում։

Ցույց է տրվել, որ բացահայտված տեղաշարժերի ինտենսիվությունը 
կախված է հետազոտվող հյուսվածքի տեսակից և ազդման ժամկետից։ Գեր- 
օքսիդացման պրոցեսի առավել ուժեղացում դիտվում է փորձի 7֊րդ օրը և 
ավելի արտահայտված է սրտամկանում։ Ուսումնասիրված հյուսվածքներում 
որոշակի կապ գոյություն ունի լիպիդային գերօքսիդացմ ան մակարդակի և 
Օ.֊ տոկոֆերոլի քանակի միջև։
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THE PROCESS OF LIPID PEROXIDATION AND a-TOCOPHEROL 
LEVEL IN THE WHITE RATS TISSUES UNDER CONDITIONS 

OF THE ACOUSTIC STRESS

M. M. MELKONIAN, V. G. MKHITARIAN, E. A. MELIK-AGAEVA,
A. A. RL'KHKIAN

The changes of intensity of enzymatic and non-enzymatic lipid 
peroxidation and a-tocopherol content in the liver, heart, brain homoge
nates, erythrocyte membranes and blood plasma of white rats have been 
studied under conditions of acoustic stress. The intensity of the revealed 
changes depends both on the type of the investigated tissue and the 
action term. The sharp increase of lipid peroxidation is observed on the 
7-th day of the experiment. The changes are more expressed in the 
heart. There is a definite dependence between the lipid peroxidation 
level and a-tocopherol content in the investigated tissues.
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ИЗМЕНЕНИЯ В ФЕРМЕНТАХ ПРИ ПРОРАСТАНИИ II 
РАЗЛИЧНЫХ ОБРАБОТКАХ ИЗОЛИРОВАННЫХ 

ЗАРОДЫШЕЙ ПШЕНИЦЫ

С. Г. ТИРАЦУЯН, Г. А. ПАНОСЯН

В процессе прорастания и под действием оптимальных концентраций гиббереллина, 
<5-бензиламинопурина и зеленого прочного происходит изменение активности малатде
гидрогеназы и пероксидазы изолированных зародышей пшеницы. Гиббереллин и 
б-бензиламинопурин стимулируют активность обоих ферментов, тогда как зеленый 
прочный ингибирует активность малагдегидрогеназы. Актиномицин Д и циклогекси
мид ингибируют ферментативную активность и вызванные обработками зародышей 
изменения в изофермептном спектре пероксидазы.

Ключевые слова: ферменты, зародыши пшеницы.

Состав ферментных систем, участвующих в дыхании, является 
важнейшим показателем жизнеспособности семян. Способность семян 
к прорастанию коррелирует с активностью дегидрогеназных систем, 
принимающих непосредственное участие в метаболизме их при прорас
тании [1, 2]. При прорастании и набухании жизнеспособных семян 
наиболее быстро активируется малатдегидрогеназа (МДГ) и в ее бел
ковом спектре появляются новые множественные молекулярные формы 
(ММФ). Отмечена также прямая зависимость между жизнеспособно
стью семян и активацией некоторых оксидаз, в частности, пероксидазы 
(ПО) [4]. Этими данными и обусловлен выбор ферментных систем, 
отражающих метаболическое состояние зародышей пшеницы, для иссле
дования действия гиббереллина, 6-бензиламинопурина и стимулятора 
роста—красителя зеленого прочного.

Все типы фитогормонов (ФГ) вызывают в чувствительных к их дей
ствию растительных объектах существенные изменения в ферментном 
спектре, подавляя активность одних ферментов и индуцируя или стиму
лируя другие. ФГ влияют также на изоферментный спектр ферментов 
[14]. В литературе нет достоверных данных о механизмах действия 
гиббереллина (ГБ) и 6-бензиламинопурина (БАП) на упомянутые фер
ментные системы. В связи с этим представлялось интересным исследо
вание влияния ГБ, БАП, а также зеленого прочного (ЗП) на их актив
ность и ММФ [3].

Материал и методика. Объектом исследования были изолированные по методу 
.Джонстона и Штерна [И] зародыши пшеницы сорта Безостая [1]. Жизнеспособность 
зародышей проверяли проращиванием на питательной среде, содержащей 0,9%-ный 
агар, 1%-ную глюкозу и 0,01%-ный стрептомицин. В качестве контроля служил рас
твор, содержащий 5 >мМ Трис-НС1, pH 7,4, 20 мМ КО и 20 мкг/мл сахарозы. Для обра
ботки зародышей использовали 10—6 М. раствор ГБ, 5.10~4 %-ный раствор ЗП. 10~4м 
раствор актиномицина Д (АД), 2 мг/л раствора БАП, 10 мг/л циклогексимида (ЦГИ) 
и их различные сочетания. Зародыши проращивали на стерилизованной питательной 
среде на заранее стерилизованных чашках Петри в термостате при 26° в течение 0—48 ч.

Активность ПО определяли по описанной ранее методике [6], активность МДГ—
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по Хоку [9]. Электрофоретическое разделение и проявление М.МФ ПО проводили по 
методам, описанным в литературе [5, 6].

Результаты и обсуждение. В качестве объекта исследования нами 
оыли использованы изолированные зародыши пшеницы для исключе
ния опосредованного действия через эндосперм.

В процессе прорастания изолированных зародышей в течение 0— 
48 ч происходит увеличение общей активности МДГ, связанное с ин
тенсификацией дыхания при прорастании (табл.). Усиление дыхания

Таблица
Активность малатдегидрогеназы при прорастании и обработке изолированных 

зародышей пшеницы в течение 16 и 48 часов

Время прорастания 16 ч 48 ч

Кон 'роль ГБ ЗП БАП Контроль ГБ ЗП БАП

Буфер 0,086 
±0,001

0,122 
+0,023

0,065 
±0,007

0,144 
±0,028

0,127 
±0,008

0,398 
±0,088

0,082 
±0,006

0,185 
±0,009

АД 0,059 
±0,004

0,071 
±0,004

0.053 
±9,002

0,115 
±0,002

0,097 
±0,002

0,114 
±0,018

0,072 
±0,004

0,105 
±0,009

ЦГИ 0,057 
±0,004

0,067 
+0,001

— 0,070 
±0,0.3

0,083 
±0,002

0,086 
±0,015

— 0,099 
±0,005

является прямым результатом синтеза или активации или как синтеза, 
так и активации дыхательных ферментов [8]. АД подавляет актив
ность фермента в течение всего периода прорастания. ЦГИ подавляет 
его активность в той же мере, в какой АД, что свидетельствует о ново
образовании ферментного белка МДГ. Результаты наших работ согла
суются с литературными данными [13, 15], согласно которым в процес
се прорастания семян и на ранних этапах роста проростков изозимы 
МДГ синтезируются de novo в щитке. Накопление в проростках изо
ферментов МДГ контролируется не только синтезом, но и скоростью 
распада изоферментов.

ГБ вызывает повышение активности МДГ. АД и ЦГИ снижают ее 
до уровня ниже контрольного, подтверждая тем самым, что ГБ акти
вирует МДГ за счет синтеза ферментного белка и соответствующих 
РНК-

БАП также повышает активность фермента, причем в первые сут
ки больше, чем на вторые, видимо, в результате того, что цитокинины 
влияют на содержание ферментного белка в растительной клетке, не 
только активируя его синтез, но и задерживая распад. АД и ЦГИ прак
тически одинаково подавляют активность МДГ зародышей, обрабо
танных БАП. Это показывает, что основная роль в механизме действия 
БАП принадлежит активации синтеза РНК.

ЗП ингибирует активность МДГ. Прорастание и обработка заро
дышей ГБ и ЗП сопровождается также возрастанием активности ПО, 
которое АД подавляет в течение всего периода роста зародышей. Это 
показывает, что как при прорастании, так и при обработке зародышей 
ГБ и ЗП необходимо новообразование белка ПО. Наши данные согла
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суются с литературными, согласно которым прорастание жизнеспосоо- 
ных семян пшеницы происходит путем синтеза новых мультимолекуляр- 
ных форм белка [14].

Надежным показателем жизнеспособности и различных ростовых 
процессов в семени является изоферментный состав ПО. Изменения 
ММФ ПО под воздействием ФГ происходят на уровне генома [7]. Как 
в процессе прорастания, так и под действием ГБ и ЗП число ММФ ПО 
увеличивается (рис.). Интересно, что при обработке зародышей и тем 

Рис. Электрофореграммы множественных молекулярных форм пероксидазы 
изолированных зародышей пшеницы: сухих (О), прорастающих в тече
ние 24 и 48 ч, а также обработанных ГБ, ЗП, АД, ГБ-фАД, и ЗП + АД 

одновременно.

и другим биологически активным соединением появляется фракция 
.№ 3, которая в контрольных зародышах синтезируется при прораста
нии в течение 48 ч, т. е. образование ММФ ПО ускоряется. Имеет ме
сто также расширение одних и сужение других ферментных полос ПО. 
Обработка зародышей АД приводит к ослаблению интенсивности окра
шивания этих полос. Появление или исчезновение определенных ММФ 
ПО в течение всего периода роста и развития растений можно объяс
нить метаболическими требованиями его на той или иной стадии роста 
ют белоксинтезирующего аппарата. Ингибирование актиномицином Д 
активности ПО и изменение изоферментного состава при прорастании 
[10] свидетельствуют о de novo синтезе белка ПО после ДНК-зависи- 
мой транскрипции РНК- Изозимы ПО обладают также органоспеци- 
фичностью. Следовательно, появление в обработанных в течение 24 ч 
эмбрионах фракций ПО, синтезируемых в контрольных эмбрионах на 
•более поздних стадиях развития, свидетельствует о повышении метабо
лических требований под влиянием ГБ и ЗП и о более раннем прохож
дении, по крайней мере, первых фаз роста и набухания.

Таким образом, в процессе прорастания изолированных зароды
шей пшеницы имеет место увеличение активности малатдегидрогеназы 
и пероксидазы, обусловленное новообразованием соответствующих 
ферментных белков. ГБ и БАП повышают уровень активности МДГ, 
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лот эффект снимается обработкой эмбрионов актиномицином Д и ЦГИ. 
чю свидетельствует о действии указанных гормонов на уровне транс
крипции.

Зеленый прочный подавляет активность МДГ в обработанных за
родышах, однако повышает активность ПО; это возрастание подавля
ется АД.

В процессе прорастания имеет место увеличение числа ММФ ПО. 
Кап обработка ГБ, так и ЗП вызывает появление фракций ПО, что у 
контрольных зародышей происходит на более поздних стадиях разви
тия.
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1). Գ. ՏԻՐԱՑՈԻՅԱՆ, Դ. Լ. ՓԱՆՈՍՅԱՆ

Ծլման պրոցեսում, ինչպես նաև հորմոնների և կանաչ ամուրի օպտիմալ 
ի- տ :ւ էիյո ւնն ե ր ի ազդեցության ս.'ակ փոփոխվում են ցորենի մեկուսացված սաղ֊ 
մերի մ ա լա տ դեհ ի դր ո գեն ա զա չի և գե ր օ քս ի դա զա չի ակտիվությունները։ Պ՚ի֊ 
բերելինը և ե - բեն ղի լա մ ին ո պո լր ին ը խթանում են ֆերմենտների ակտիվու֊ 
թյունները, մինչդեռ կանաչ ամուրն արգելակում է մ ա լա տ դեհ ի դր ո գեն ա զա յի 
ակտիվությունը։ Ակտինոմիցին Դ֊ն և ց ի կ լոհ եք ս ի մ ի դը արգելակում են ակ֊ 
տ իւէո ւթ յո ւնն ե ր ը և ճնշում սաղմերի մշակման հետևանքով գե րօք ս ի դա զա յ ի 
ի զո ֆ ե ր մ են տ ա (ին սպեկտրում առաջացած փոփոխությունները։

CHANGES OF ENZYMES DURING GERMINATION AND 
DIFFERENT TREATMENTS OF ISOLATED WHEAT EMBRYOS

S. G. T1RATSUYAN, G. H. PANOSYAN

The activity of isolated wheat embryos malatdehydrogenase and 
peroxidase undergoes changes in the process of germination and under 
֊the influence of optimal concentrations of hormones and fast green. 
Gibberellin and 6-benzyIaminopurin stimulate the activities of enzymes, 
whereas the fast green inhibits the malatdehydrogenase activity. Actino 
mycin D and cycloheximide inhibit activities and suppress the changes 
of peroxidase enzymatic spectrum, caused by the embryos treatment.
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ПОСТРОЕНИЕ МОДЕЛИ ИММУННОГО ОТВЕТА ПОСЛЕ 
РЕВАКЦИНАЦИИ К ДИФТЕРИИ И СТОЛБНЯКУ

А. А. ОРДУХАНЯН, Е. В. МАНВЕЛЯН

В работе обосновывается статистическая значимость линейной аппроксимации для 
построения математической модели, описывающей антитоксический иммунитет к диф
терии и столбняку после ревакцинации.

Ключевые слова: иммунитет, антитоксин, титр, математическая модель.

Модель Готтлиба на сегодняшний день является наиболее общим 
подходом в моделировании долгосрочного иммунитета против диф
терии и столбняка [4]. Однако, как нами было показано [1, 2], 
модель не лишена недостатков, которые значительно снижают ее 
ценность.

В наиболее общем виде модель формулируется следующим образом: 
иммунный ответ организма, характеризующийся, согласно Готтлибу, 

г Titer ,отношением 1g------ , есть некая функция внутренних характеристик
Pre

организма (пол, группа крови и т. д.) и внешних (доза антигена, сезон 
вакцинации и т. д.). Одной из основных характеристик модели Готтли
ба является величина скачка уровня антител после ревакцинации 

'Post Titer Postlg ------ - Считается, что 1g----- '—lg  -----  > причем пропорциональ-
Pre Pre Pre

ность иллюстрируется лишь графически. Далее предполагается, что 
Post1g------ > есть весьма сложная функция от lg Pre, которую авторы
Pre

не обосновывают статистически.
PostПредположим, что действительно 1g ------ = f (lg Pre), но в отличие
Pre
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ст Готтлиба постараемся аппроксимировать неизвестную функцию по
линомом, степень которого можно определить из статистической обра
ботки банка по вакцинации, описанного нами ранее [1]. Для этого 
применяется модель полиномиальной регрессии [3].

, Post
'g -р =ао + 7i lg Pre 4- a, (lg Pre)2 + ■ ■ - I.

Расчеты производятся с использованием ортогональных полиномов по 
методу Форсайта [5]. Анализируются полиномы до 5-й степени вклю
чительно. Для исключения влияния дозы антигена анализ проводится 
раздельно для контрольной и уменьшенной доз, а в случае столбняка 
также и для всего банка данных. В табл. 1 приведены регрессионные 
коэффициенты (в скобках даны соответствующие t-критерии), оста
точные суммы квадратов, соответствующие степени свободы и F-крите- 
рий для проверки значимости. Значимость на соответствующем уров
не означает необходимость для аппроксимации использования следу
ющей степени. Анализ F-критерия показал, что для статистически зна
чимой аппроксимации достаточно полинома I-й степени, как для кон
трольной, так и для уменьшенной доз. Все вычисленные кривые прак
тически совпадают с прямой I-й степени. Лишь для экстремально ма
лых или больших значений допрививочных титров DPRE и SPRE на
блюдались некоторые отклонения от линейности, которые более сущест
венны для столбняка.

При анализе данных, полученных при ревакцинации столбнячным 
анатоксином, квадратичный член оказался более существенным, чем 
при ревакцинации дифтерийным. Однако и здесь для общности моде
ли мы решили ограничиться лишь линейным приближением, тем более 
что множественный коэффициент корреляции при добавлении квадра
тичного члена растет незначительно (от 0,70 до 0,71 для обеих доз и от 
0,71 до 0,73 для уменьшенной дозы). Таким образом, вместо исполь
зуемой в модели Готтлиба функции 10 а°+а։ lg PRE+a 2<lg PRE)2 для построе
ния своей модели мы используем статистически значимую линейную 
аппроксимацию.

„ , Titer , Post „Рассмотрим теперь вопрос о зависимости 1g ----- -от 1g-------• 110-
Pre Pre

скольку, в соответствии с вышесказанным, 1g ------- есть линейная
Pre

функция от lg Pre, задача сводится к нахождению зависимости

>lg —Г от lg Pre. В табл. 2 приведены рассчитанные регрессионные 
Pre

уравнения и соответствующие статистические характеристики для всего 
банка и для уменьшенных доз отдельно. Как видно из таблицы, зави

симость lg Tit— от lg Pre достаточно близка к линейной.
Pre

Сравним коэффициенты корреляции соответствующих уравнений по 
дифтерии (уравнения 1—5 и 6—10 из табл. 2). Из таблицы видно, что 

коэффициенты корреляции соответствующих уравнений по дифтерии, 
так же как и остальные коэффициенты по дифтерии, меньше нуля, 
т. е. в среднем с увеличением DPRE относительный титр по дифтерии

593



— _ _____ __  . . _

Таблица 1
СО 

----------
Результаты полиномиального сглаживания

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 113
0,78 (35) —0,85 (23) 0,297 776 1 4,6

о 0,76 (34) —0,74 (15) 0,14 (3,5) 0,293 775 2 2,1
0,75 (30) -0,75 (14) 0,19 (2,9) 0,03 (0,9) 0,07 0,293 774 3 2,7
0,75 (30) т-0,65 (9,4) 0,24 (3,4) О.П (1,6) 0,07 (2,3) 0,291 773 4 0,04О 0,76 (27) —0,65 (9,3) 0,21 (1,6) 0.12 (1,6) 0,05 (0,7) 0,005 (0,197) 0,291 772

0 770,4
г 0,72 (24) -0,89 (18) 0,297 404 1 5,4
tQ о 0,69 (22) —0,74 (И) 0,18 (3,5) 0,288 403 2 3,0

щ
О Z, 0,66 (19) ֊0,78 (12) 0,32 (3,9) 0,09 (2,1) 0,286 402 3 2,3
н 10 0,66 (19) -0,64 (6,9) 401 4 0,123

0,67 (18) -0,65 (6,9) 0.33 (1,9) ֊0,08 (0,8) 0.04 (0,4) 0,01 (0,4) 0,284 400
0 48,8

Q 0,85 (27) -0,81 (15) 0,291 370 1 2,9
И 0,84 (25) -0,75 (П) 0,08 (1,2) 0,290 369 2 3,4
о 0,87 (23) —0,70 (-9) 0.06 (0,6) 0,11 (1,5) 0,289 368 3 3,9
т—< 0,87 (23) -0,58 (֊5) 0.02 (0,2) 0 32 (2,0) 0,13 (1,5) 0,289 367 4 5,6

0,82 (19) —0,55 (-5) 0,53 (2) ֊0,19 (—1) ֊0,01 (2,8) 0,22 (2,4) 0,285 366
0 10,9

* 1,01 (23) ֊0,57 ( -7) 0,389 361 1 1,7
0,98 (20) —0,47 (-3) 0,25 (1,5) 0,387 360 2 1,5

(X Ю 0,97 (18) ֊0,48 (-3) 0,25 (1 .3) 0,03 (0,01) 0,388 359 3 2,2
S 0,93 (16) —0,34 (1,8) 0,96 (2) ֊0,18 (0,5) 0,97 (1,7) 0,386 358 4 1,6
Оч 
щ 0,96 (15) -0,10 (0,4) 0,66 (1,3) 1,59 (1,4) 0,70 (1,2) 1.36 (1 ,3) 0,386 357

0 28,3
■э- 0,68 (19) ֊0,75 (12) 0,323 409 1 1,1

0,69 (19) —0,68 ֊7) 0,06 (1,1) 0,322 408 2 1,1
0,66 (16) ֊0,62 ֊6) 0,33 (2,0) | 0,10 (1,7) 0,322 407 4 0,2

СО 0,65 (15) ֊0,66 ֊6) 0,37 (2,1) 1 0,21 (1,1) 0,03 (0,6) 0,322 406 4 0,0009
0,65 (15) -0,66 (3,8) 0,38 (1,8) 1 0,21 (0,6) 0,03 (0,1) 0,001 (0,03) 0,323 405

Примечания: 0—5—коэффициенты а, уравнений 1g 1 = aj Og Pre)'; в скобках даны t критерии соответствующих коэффициентов; 
pre i=o

6—9—остаточные суммы квадратов степени свободы, степени! полинома и значение F критериев соответственно,



Таблица 2
Регрессионные уравнения связи относительных титров с довакцйнальным уровнем

Доза Titer N i ■ b n R
____

Titer z

gs ДО 15 1 —0,710 0,193 867 -0,426 1,013 0,685о Д06 2 ֊0,823 0,462 867 —0,573 0.123 0 598
Д 1 3 -0,818 0.107 867 —0,645 0,361 0,522
Д 2 4 —0,847 0,096 867 -0,680 0,167 0,513
Д з 5 ֊0,886 —0,175 867 -0.704 0,100 0,518

Д015 6 ֊0,755 0,680 411 —0,501 0,945 0,656
։ 1 Д06 7 — 0,852 0,410 402 -0,623 0,7 IK 0,589
L0 Д 1 8 —0,861 0,084 372 —0,700 0,396 0,544

Д 2 9 —0.904 —0,187 357 —0,779 0,159 0,573
Д 3 10 —0,027 —0,232 354 ֊0,795 0,114 0,588

Ш з S01.5 11 —0,850 0,784 867 -0,635 0,946 0,725— о «=< S06 12 —0,884 0,431 867 —0,726 0.65ч 0,645
S 1 13 - 0,837 0,243 867 -0,72/ 0,444 0,609Ш о S 2 14 -0,743 0,253 867 —0,137 0,426 

0,198
0.866

ю S 3 15 —0,763 0,020 867 —0,191 6,212

S015 16 —0,885 0,716 406 -0,663 0,962 0.726
и S06 17 —0,879 0,411 399 -0.751 0,664 0,636

S 1 18 ֊0,887 0.244 371 -0,781 0,512 0,633
S 2 19 —0,817 0,113 425 -0,759 0,321 0.595
S 3 20 -0,834 0,078 425 -0,769 0,135 0,599

Примечание: а —коэффициент при lg Pre; b—интерсепт; N— номер уравнения;
Т!—ЧИСЛО детей; R—коэффициент корреляции; Titer—среднее значение; д-—кв а др a-
тичное отклонение; Titer—логарифм отношения титра антитоксина в определенный 
■момент времени к доревакцинальному титру.

уменьшается. Кроме того, коэффициент корреляции растет, с уве
личением времени определения титра после вакцинации. Следова
тельно, DPRE есть внутренняя характеристика, тогда как вакцина
цию можно рассматривать как возмущения, которые со временем 
уменьшаются. Это правомерно и в отношении столбняка (уравнение 
II —13 и 16—18) Далее, сравнение регрессионных уравнений 1—5 с 

уравнениями 6—10 показывает, что зависимость Д06-ДЗ от DPRE при 
варьировании дозы антигена в сыворотке изменяется незначительно в 
применяемых пределах. Однако это изменение статистически значимо, 
как и следовало ожидать. Это верно и в отношении столбняка. Таким 
образом, показана возможность построения линейной модели иммунно
го ответа организма на ревакцинацию против дифтерии, которая фор
мулируется следующим образом:

1 Titer г ।lg —— = ֊ai х։ 4- a0, 
Pre

где X j—некоторое подмножество информативных параметров, из рас
сматриваемых в ранее опубликованной работе [1].
3] —коэффициенты, характеризующие вклады соответствующих пара
метров в описание относительного титра. Следовательно, нет необхо
димости в применении сложных функциональных зависимостей, исполь
зуемых при построении модели Готтлиба. Статистически значима лишь

, Post , „ ,линейная аппроксимация зависимости 1g----- от lg Нге как для диф-
Рге 
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терии, так и для столбняка. Вопрос о выборе информативного множе
ства параметров для описания иммунного ответа будет рассматривать
ся в следующей работе.
Институт эпидемиологии, вирусологии и медицинской паразитологии, 

М3 Армянской ССР Поступило 10.1 1983 г.

ԴԻՖԹԵՐԻԱՅԻ ԵՎ ՊՐԿԱԽՏԻ ԴԵՄ ԿՐԿՆԱՊԱՏՎԱՍՏՈԻՄԻՑ 2ԵՏՈ 
ԻՄՈՒՆ ՊԱՏԱՍԽԱՆԻ ՄՈԴԵԼԻ ԿԱՌՈՒՑՈՒՄԸ

Ա. Ա. ՕՐԴՈԻԽԱՆՅԱՆ, Ե. Վ. ՄԱՆՎԵԼՅԱՆ

Հոդվածում հիմնավորված է գծային ապրոքսիմացիա յի վիճակագրական 
նշանակությունը կր կն ա պ ա ւո վա и տ ո լմ ի ց հետո դիֆթերիայի և պրկախտի հան
դեպ իմունիտետը բնութագրող մ ա թ ե մ ա մ,՛ի կա կան մոդելի կառուցման համար;

CONSTRUCTION OF THE IMMUNE RESPONSE MATHEMATICAL 
MODEL AFTER REVACCINATION TO DIPHTHERIA AND TETANUS

A. A. ORDUKHANIAN, E. V. MANVELIAN

The aim of report has been to prove the statistical significance of 
the linear approximation for the mathematical model construction, relating; 
to the diphtheria and tetanus antitoxic immunity after revaccination.
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ИЗМЕНЕНИЯ СТРУКТУРЫ И ЦИТОГРАММЫ АДЕНОГИПОФИЗА 
ПРИ ВВЕДЕНИИ ПРОЗЕРИНА И ЭФЕДРИНА

А. А. МЕЖЛУМЯН, Б. Д. ГУСОВ А

Изучались влияние антихолинэстеразного вещества прозерина и симпатомимети- 
ка эфедрина на ги сто структур у передней части гипофиза.

Показано, что ежедневное двукратное введение прозерина приводит к увеличению- 
количества базофильных и дегенеративных клеток; одновременно наблюдается умень
шение ацидофильных клеток.

При введении эфедрина происходит уменьшение количества хромофобных и уве
личение базофильных и ацидофильных аденоцитов.

Ключевые слова: гипофиз, аденогипофиз, гипоталамус, стимуляция.

596



В последнее время особое внимание уделяется изучению гипотала
мической нейросекреции и связи последней с эндокринными функция
ми [9]. Имеются данные о прямом воздействии веществ, секретируе
мых передней частью гипофиза, на нервный компонент [10].

Однако стимуляция или угнетение симпатического и парасимпати
ческого звеньев вегетативной нервной системы при биосинтезе и выде
ление гипофизарных гормонов изучены недостаточно.

Мы поставили задачу проследить за возможным изменением гисто- 
структуры передней части гипофиза в условиях стимуляции вегетатив
ной нервной системы как регулятора секретируемых веществ передней 
части гипофиза. Регулирующая роль вегетативной нервной системы 
показана Акмаевым [1, 2].

В настоящем исследовании приводятся результаты изучения струк
туры и цитограммы передней доли гипофиза в условиях повышения хо
лин- и адренергической активности вегетативной нервной системы. Учи
тывалось, что введение медиаторов ацетилхолина и адреналина сопро
вождается лишь кратковременной стимуляцией нервной системы из-за 
■быстрой инактивации их ферментами крови и тканей, поэтому были ис
пользованы фармакологические препараты преимущественно перифе
рического спектра действия.

Материал и методика Опыты проводились на беспородных половозрелых кры
сах-самцах, которые были распределены по группам следующим образом: прозерино- 
вая, эфедриновая, физиологический контроль (введение физиологического раствора) 
и интактный контроль.

Прозерин вводился подкожно 2 раза в день с промежутком между инъекциями в 
Зч из расчета 0,1 мг/кг, а эфедрин также подкожно дважды в день с промежутком 
между инъекциями в 6 ч из расчета 50 мг/кг.

Животные декапитировались под хлороформным наркозом на 14, 21, 28-е сутки 
после введения препаратов. Для изучения реактивных изменений аденогипофиза 
применялись метод дифференцированного выявления его клеток альдегид-фуксином 
по Хэлми в модификации А. П. Дыбана, количественный подсчет на срединных фрон
тальных срезах гипофиза ацидофильных, базофильных, хромофобных и дегенератив
но измененных аденоцитов с последующей статистической обработкой полученных дан
ных, а также метод электронной микроскопии.

Результаты и обсуждение. Опыты показали, что ежедневное дву
кратное введение прозерина приводит к выраженному накоплению сек
реторного материала в цитоплазме всех гормонпродуцирующих клеток 
передней доли гипофиза. При этом не отмечается признаков выхода 
за пределы клеток в межклеточные щели и перикапиллярные простран
ства.

Ультрамикроскопическое исследование показало отсутствие в клет
ках морфологического проявления усиления их секреторной актив
ности. Введение прозерина в течение 21—28-ми суток сопровождалось 
развитием в гормонпродуцирующих клетках аденогипофиза застойных 
и дегенеративно-деструктивных изменений, особенно выраженных в 
соматотропных и адренокортикотропных клетках. Нередко встреча
лись клетки с четко выраженной осмиофобной цитоплазмой, содержа
щей большое количество цитолизом и огромные миэлиноподобные фигу
ры, являющиеся признаком некроза клетки [7].
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Результаты подсчета клеток показали уменьшение количества аци
дофильных клеток (интактный контроль—37%, в серии с прозерином. 
на 14֊е сутки—21,7% при Р<0,001; 21-е сутки—22,6% при Р<0,01* 
28-е сутки—22,2% при Р<0,001) и значительное увеличение количе
ства дегенеративно измененных клеток (интактный контроль—2,78%; 
в серии с прозерином на 14-е сутки—7,2%, Р<0,001; 21-е сутки—6%, 
Р<0,05; 28-е сутки—5,9%, Р<0,01.

Полученные данные дают основание полагать, что инъекции холи- 
номи.метика прозерина затрудняют отток секреторных продуктов из же
лезистых аденогипофизарных клеток, что в свою очередь приводит к 
развитию в них застойных и дегенеративных изменений. Механизм 
действия прозерина может быть различным. Во-первых, он обусловлен 
влиянием на парасимпатическую иннервацию гипофиза, источником 
которой у крыс является, как известно, видиев ганглий; во-вторых, про
герии способен влиять на гипофиз через холинреактивные структуры 
гипоталамуса, что проявляется в незначительной степени, так как он 
слабо проникает через гематоэнцефалический барьер [6], являясь пре
паратом преимущественно периферического действия.

Как известно, раздражение парасимпатической зоны гипоталамуса 
приводит к значительному накоплению секреторных гранул в сомато
тропных и гонадотропных базофильных клетках гипофиза [8]. Полу
ченные нами данные дают основание полагать, что эффект действия на 
гипофиз возбуждения центральных и периферических холинреактивных 
структур одинаков.

Действие прозерина на гипофиз может осуществляться и посред
ством вазомоторных влияний парасимпатических импульсов. Показа
но [5], что введение прозерина в организм приводит к задержке жидко
сти в различных органах и тканях. Избыток же жидкости в гипофизе 
препятствует наступлению следующей стадии секреторного цикла в его 
железистых клетках, что приводит к развитию в них застойных явле
ний [1, 2].

При исследовании структуры и цитограммы аденогипофиза в серии, 
с эфедрином отмечалось стимулирующее влияние его на секретообра- 
зование и секретовыделение большей части гормонпродуцирующих аде
ноцитов, что наиболее отчетливо проявлялось в фолликулостимулиру
ющих адренокортикотропных и тиреотропных клетках.

Высокая функциональная активность базофильных клеток сочета
лась с повышением их количества по сравнению с интактным контро
лем во все сроки эксперимента (интактный контроль—8,84%; в серии 
с эфедрином на 14-е сутки—11,35% при Р<0.001, 21-е сутки—13,7% при 
Р<0,001, 28-е сутки—15,3% при Р<0,001). Однако дальнейшая стиму
ляция этих клеток (21-е и особенно 28-е сутки) приводила к функцио
нальному перенапряжению и истощению их. Отмечались уменьшение 
в цитоплазме свободных и связанных с мембранами цитоплазматиче
ской сети рибосом, деформация и деструкция митохондрий, резкое на
бухание пластинчатого комплекса и г. д.

В соматотропных ацидофильных клетках во все сроки исследова
ния наблюдались изменения дегенеративно-деструктивного характера,. 
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которые на 28-е сутки после введения препарата сочетались с уменьше
нием общего количества ацидофильных клеток по сравнению с двумя 
предыдущими сроками (14, 21-е сутки).

В эндотелиальных клетках, выстилающих просветы аденогипофи- 
>арных гемокапилляров, отмечались расширение цистерн цитоплазма
тической сети, гипертрофия пластинчатого комплекса, низкоамплитуд
ное набухание митохондрий. Эти изменения в совокупности с присут
ствием в просвете капилляров мелкозернистого электроплотного веще
ства могут расцениваться как усиление процессов отделения секретор
ного материала железистых клеток аденогипофиза.

В «истинных» хромофобных клетках, образующих стенку межкле
точных каналов и псевдофолликулов, также имело место некоторое рас
ширение вакуолей цитоплазматической сети, пластинчатого комплекса, 
отмечался полиморфизм митохондрий. Следствием активной деятель
ности этих клеток является, очевидно, образование коллоида, который 
в большом количестве обнаруживался в межклеточных пространствах: 
и гипофизарной щели.

Механизм действия эфедрина на гипофиз связан с его влиянием как. 
на симпатические центры гипоталамуса, так и на симпатическую ин
нервацию гипофиза, источником которой является верхний шейный сим
патический узел.

Являясь веществом смешанного, центрального и периферического,, 
действия, эфедрин способен возбуждать адрейореактивные структуры 
мозга, включая гипоталамус. В последнем, по-видимому, активирует
ся синтез и выделение релизинг-факторов, которые через портальную 
систему проносятся с кровью к аденогипофизу и воздействуют на его 
железистые клетки.

Предположение о стимулирующем влиянии адренореактивных 
структур мозга на деятельность гипофиза и связанных с ним перифери
ческих эндокринных желез находит подтверждение в ряде работ [3, 4, 
8]. Кроме того, эффекты, оказываемые симпатическими импульсами 
па секреторную деятельность аденогипофиза, могут реализовываться 
посредством их влияния на кровообращение в портальной системе со
судов и на распределение портальной крови по паренхиме передней до
ли гипофиза.

Таким образом, при ежедневном двукратном введении антихолин- 
эстеразного вещества прозернна в дозе 0,1 мг/кг в аденогипофизе во 
все исследованные сроки происходит достверное по сравнению с интакт
ным контролем увеличение количества базофильных и дегенеративно 
измененных клеток. Параллельно отмечается уменьшение количества 
ацидофильных клеток, а также нарушение оттока секреторных продук
тов из соматотропных, адренокортикотропных, тиреотропных и других 
аденоцитов с последующим развитием в них застойных и дегенератив
ных изменений.

О нарушении оттока свидетельствует выраженное накопление сек
реторных продуктов в цитоплазме клеток без признаков выхода его в 
межклеточные и перикапиллярные пространства и отсутствие морфоло
гических проявлений усиления секреции в этих клетках.
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Под влиянием ежедневного двукратного введения симпатомимети- 
ка эфедрина в дозе 50 мг/кг в аденогипофизе достоверно уменьшается 
по сравнению с интактным контролем число хромофобных клеток. Уве
личивается количество (во все сроки исследования) базофильных и 
ацидофильных аденоцитов, что сопровождается усилением секретооб- 
разования и секретовыделения в адренокортикотропных, гонадо- и ти
реотропных клетках и угнетением синтеза в соматотропных клетках.
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THE CHANGES OF THE STRUCTURE AND CYTOGRAM 
OF ADENOHYPOPHYSIS AFTER PROSERINE 

AND EPHEDRINE INTRODUCTION

A. A. MEJLUMIAN, B. D. OUSOVA

It has been shown that the Introduction of proserine twice a day 
leads to the increase of the quantity of basophilic and degenerative cells 
And to the decrease of acidophilic ones. Under the influence of ephedrine 
Ine quantity of chromophobic ceils decreases and increases that of 
basophilic and acidophilic ones.
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СОДЕРЖАНИЕ УГЛЕВОДОВ В ОРГАНАХ ВИНОГРАДНОЙ 
ЛОЗЫ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ КОЛИЧЕСТВА ПОГЛОЩЕННОГО

НАТРИЯ В МЕЛИОРИРОВАННОМ СОЛОНЦЕ-СОЛОНЧАКЕ

Г. П ПЕТРОСЯН, Р. Г. СААКЯН

Изучалось влияние со-держаиия поглощенного натрия почвы на углеводный обмен 
виноградной лозы. Установлено, что повышенные концентрации поглощенного натрия 
в почве угнетают ростовые процессы винограда, в результате нарушается углеводный 
обмен и в органах растений повышается содержание углеводов, снижается урожай
ность и ухудшается качество ягод.

Ключевые слова: виноградная лоза, мелиорированные почвы, углеводы, обменный 
натрий.

Исследование виноградной лозы, возделываемой на мелиорирован
ных солонцах-солончаках Араратской равнины, показало, что повышен
ные концентрации поглощенного натрия в почве (свыше 5.0 мэкв) ока
зывают отрицательное воздействие на минеральный и азотистый обмен, 
пигменты пластид и активность окислительных ферментов [4—6]. Боль
шой интерес представляет изучение углеводов, количество которых при 
избытке солей в почве также, подвергается изменениям. Установлено, 
что в листьях ряда культур под воздействием хлоридного засоления 
повышается содержание моно- и дисахаридов [8], в ягодах винограда 
увеличивается содержание сахаров [3]. При повышенной щелочности 
почвы в ягодах идет процесс усиленного сахаронакопления за счет фрук
тозы и сахарозы [7]. Однако данных о влиянии повышенной концент
рации солей почвы на содержание полисахаридов в литературе сравни
тельно мало. Отмечается, что их избыток чаще всего замедляет синтез 
биополимеров и ускоряет их распад.

В настоящей работе приводятся результаты исследования количест
венных изменений углеводов в различных органах виноградной лозы 
в зависимости от степени мелиорированности почвы.

Материал и методика. Объектом исследований служили листья, побеги и ягоды 
винограда сорта Гараи Дмак, возделываемого на мелиорированных почвах Ерасха- 
унской ОМС, содержащих в корнеобнтаемых слоях поглощенного натрия 3,0— 
3,2 мэкв на 100 г сухой почвы (нормальные растения), и на недомелиорированных. 
участках, где содержание обменного натрия варьировало в пределах 5—6 мэкв (угне
тенные растения). Листья, побеги и ягоды исследовались в основных фазах развития 
лозы. Количественное определение глюкозы, фруктозы, сахарозы, крахмала и геми
целлюлозы проводилось методом фракционного разделения [2], калия и натрия—на 
пламенном фотометре.

Результаты и обсуждение. Наши многолетние исследования по
казали, что особенностью зольного состава различных органов вино֊ 
1радной лозы, возделываемой на мелиорированных почвах, является

601



повышенное содержание натрия, обусловленное мелиоративным состоя- 
иием почвы. Под воздействием избытка токсичного иона натрия про
исходит торможение ростовых процессов, снижение всех параметров, 
характеризующих рост вегетативных органов, сокращается листовая 
поверхность как за счет уменьшения размеров, так и декретирования 
тканей листа. Угнетенные растения при этом сравнительно быстро за
вершают вегетационный цикл.

Результаты анализов свидетельствуют о том, что в листьях и по
бегах угнетенных растений по сравнению с нормальными повышается 
содержание натрия и снижается количество калия, в результате чего 

резко нарушается оптимальное соотношение между указанными катио
нами (табл. 1). В листьях и побегах угнетенных растений показатель

Таблица 1
Содержание натрия ш калия в листьях и побегах нормальных и угнетенных 

растений винограда, % в золе

Фаза развития Состояние 
растения Ца К К:.\'а

Л я с т ь Я

Цветение нормальное 
угнетенное

0,38 
0,58

12,8
10.8

33,6
18,6

Рост ягод нормальное 
угнетенное

0,50
0,78

14,0
10,5

28,0
13,4

Созревание нормальное 
угнетенное

0,32 
0,67

12,0
10,6

37.5
15,8

Физиологическая 
зрелость

нормальное 
угнетенное

0,38 
0,94

И,5
6,5

30,2
7,0

П о б е г и

Рост ягод нормальное 
угнетенное

1,69 
2,53

27,0
23,1

16,0
9,1

Созревание нормальное 
угнетенное

2,11
2,38

27,1
21,0

12,8
8,8

Физиологическая 
зрелость

нормальное 
угнетенное

2,01
2,89

22,3
18,4

11,0
6,4

отношения калия к натрию снижается, что особенно наглядно в конце 
вегетации в связи с интенсивным накоплением в них натрия и образо
ванием на листьях некрозов.

Кривые изменения углеводов в листьях и побегах нормальных и 
угнетенных растений в период вегетации в основном идентичны, однако 
эти органы растений различаются по содержанию отдельных компонен
тов (рис.).

В начале вегетации (до цветения) в листьях угнетенных растений 
отмечается сравнительно высокое содержание глюкозы, фруктозы и са
харозы, которое в дальнейшем несколько снижается. В побегах угне
тенных растений больше сахарозы, а в нормальных—глюкозы и фрук
тозы.

Содержание крахмала в листьях угнетенных растений винограда 
по сравнению с нормальными на протяжении всей вегетации выше.
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Очевидно, под воздействием избытка натрия повышается гидролитиче
ский распад крахмала и отток ассимилянтов замедляется, в то время 
как введение в листья хлоридов усиливает распад крахмала до декстри
нов и сахарозы [1]. В побегах угнетенных растений количество крах
мала также выше, что обуславливает их раннее вызревание.

Следует отметить, что в одре
весневших побегах угнетенных рас
тений была обнаружена более низ
кая активность амилазы и сравни
тельно высокая активность инвер
тазы, чем в нормальных растениях 
(табл. 2).

Содержание высокополимерного 
углевода гемицеллюлозы в листьях 
угнетенных и нормальных растений 
в начале вегетации примерно оди
наково, в конце же вегетации у 
угнетенных растений оно значи
тельно выше. В побегах наблюда
ется обратная картина: в начале 
вегетации содержание гемицеллю
лозы у нормальных растений выше, 
а в период физиологической зрело
сти мало чем отличается от анало
гичного показателя угнетенных ра
стений.

Под влиянием избытка натрия
Рис. Содержание углеводов в листьях и в мелиорированной почве в ягодах 
побегах нормальных (1) и угнетенных (2) винограда также происходит ряд 
растений винограда. Фазы развития: I—до изменений. В течение всего перио- 
цветения, II цветение, III рост ягод, да СОЗрева:ния ягод в угнетенных 
IV—созревание, V—физиологическая зре-ЛОстЬ растениях отмечается сравнитель

но высокое содержание сахаров, за 
счет фруктозы и сахарозы (табл. 3).

В период роста заметно усиливается интенсивность дыхания ягод 
угнетенных растений по мере повышения в почве концентрации ионов 
натрия.

Таблица 2
Активность амилазы и инвертазы в побегах винограда, мг/г глюкозы

Состояние 
растений

| 24/У1 4/7111 5/1Х

Активность амилазы

Нормальное 
Угнетенное

| 2,56
I .5,29

11,55
5,29

22,10
8,29

Активность инвертазы

Нормальное
Угнетенное

1 26,58
29,85

36,55
54,35

64,81
74,81
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Содержание сахаров и натрия в ягодах нормальных и угнетенных 
растений винограда, %

Таблица 3

Дата взятия 
проб

Состояние 
растений

Сумма 
сахаров Г люкоза Фруктоза Сахароза Иа

11/УП нормальное 5,22 4,40 0.40 0,42 2,40
угнетенное 6,13 4,70 1,10 0,33 3,74

4/УШ нормальное 10,8՛) 4,50 5.00 1,30 2,25
угнетенное 13,18 4,70 6,70 1,68 5,35

5/1Х нормальное 20,40 10,60 8.30 1,50 2,41
угнетенное 22,90 10,40 8,60 2,90 6,56

По литературным данным, накопление сахарозы в ягодах виногра
да главным образом приурочено к физиологической зрелости ягод—пе
риоду повышения общего содержания сахаров. Повышенная саха
ристость и наличие сахарозы в незрелых ягодах угнетенных растений 
обусловлено высоким содержанием ионов натрия.

Следует отметить, что улучшение углеводного обмена при приме
нении натриевых удобрений отмечается у свеклы, в корнях которой 
увеличивается содержание сахарозы [10].

Однако несмотря на повышенную сахаристость ягод винограда при 
содержании в почве ионов натрия свыше 5,0 мэкв, наряду со снижением 
урожайности, ухудшаются их вкусовые качества, уменьшаются разме
ры гроздей и ягод, увеличивается количество семян, утолщается ко
жица.

Наличие в мелиорированной почве солей натрия в нетоксических 
концентрациях (3—4 мэкв) оказывает стимулирующее влияние на обра
зование сахаров, ароматических и красящих веществ и ряд других сое
динений, обеспечивающих получение высококачественных десертных 
вин [8].

Таким образом, сравнительно высокое содержание углеводов в ор
ганах угнетенных растений винограда в условиях повышенного содержа
ния в почве ионов натрия (свыше 5,0 мэкв), очевидно, обусловлено их 
неполным использованием на ростовые процессы, а также нарушением 
обменных реакций.
НИИ почвоведения и агрохимии МСХ Армянской ССР Поступило 27.Х 1982 г.

ԱԾԽԱՋՐԵՐԻ ՊԱՐՈՒՆԱԿՈՒԹՅՈՒՆԸ ԽԱՂՈՂԻ ՎԱԶԻ ՕՐԳԱՆՆԵՐՈՒՄ' 
ԿԱԽՎԱԾ ՄԵԼԻՈՐԱՑՎԱԾ ԱՎՈՒՏ-ԱԼԿԱԼԻ ^ՈՎԻ ԿԼԱՆՎԱԾ 

ՆԱՏՐԻՈՒՄԻ ՔԱՆԱԿԻՑ

Լ. Պ. ՊԵՏՐՈՍՅԱՆ, Ռ. Գ. ՍԱ2ԱԿՅԱՆ

Ուսումնասիրություններից պարզվել ի, որ մելիորացված հողերում աճեց

րած խաղողի վա զ ի տարրեր օրգաններում ածխաջրերի քանակը փ ո փո խ ու֊ 
թյուններ է կրում' կախված հողում նատրիումի իոնների պարունակությունից։ 

Երբ կլանված նատրիումի քանակը հողում 5,0մէկվ֊ից ավելին է, բույսի աճ
ման պրոցեսները բավական ընկճվում են, որի հետևանքով խաղողի տերևնե-
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րում, ջովերում և պտուղներում տեղի է ունենում շաքարների և օսլաքի կու
տակում։ Սակայն այղ պայմաններում միաժամանակ տեղի է ունենում պտուղ֊ 
հերի որակական հատկանիշների վատթարացում' կոպտանում է մաշկը, ավե
լանում է սերմերի քանակը, ջրազյր կվում է պտղամիսը։ Զգալիորեն նվազում 
Լ ընկճված վաղերի բերքատվությունը։

THE CONTENT OF CARBO-HYDRATES IN THE ORGANS 
OF GRAPE-VINE DEPENDING ON THE AMOUNT OF ABSORBED 

NATRIUM IN MELIORATED SALTED-ALKALINE SOILS

G. P. PETROSIAN, R. G. SAAKIAN

The amount of carbo-hydrates in different organs of grape-vine, 
grown in meliorated soils, undergoes changes in dependence of the 
content of natrium ions. When the amount of the absorbed natrium in 
soil is more than 5,0 mekv., ihe growth processes of the plant are 
inhibited and sugar, starch are gathered in the leaves, branches and 
fruits of the grape. Under such conditions the quality of fruits becomes 
worse. Fertility of the inhibited vines becomes less.
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ВЫХОД ИОНОВ КАЛИЯ из БАКТЕРИИ И ФАКТОРЫ, 
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Гликолизирующие 'бактерии Е. соИ поглощают К+в две разделен
ные во времени фазы [2, 4, 7], осуществляющиеся двумя различными 
механизмами [3, 7, 8]. В первую фазу при функционировании [7, 8] 
протонного АТФ-азного комплекса ЕгЕ0 и ТгкА системы поглощения 
К4՜ [Ю] происходит быстрый осмочувствительный обмен 2Н+клетки на 
один К+ среды [5, 6]; во вторую фазу при функционировании протон
ного канала Ео и ТгкА системы, названной ТгкЕ [3, 10], имеет место 
медленный обмен Н + клетки на К ՜ среды с неустойчивым соотношени
ем потоков ионов [7]. При этом оба механизма ингибируются с по
мощью П,№-дициклогексилкарбодиимида (ДЦКД) [7, 8].

В период между фазами поглощения и при перенесении бактерий 
из среды с высоким в среду с низким осмотическим давлением (отри
цательный осмотический шок) наблюдается заметный выход К + из 
бактерий [1, 2, 4, 7], природа которого остается неясной.

В настоящей работе приводятся результаты экспериментов, пока
зывающие, что выход К + из бактерий может осуществляться пассивно 
по градиенту концентраций.

Материал и методика. В исследованиях использовали бактерии Е. соП К 12 (А)- 
Методика выращивания и подготовки бактерий к эксперименту и измерения активно
стей ионов в среде с помощью ионоселективных электродов описана ранее [2, 4]. При
водимые кинетические кривые представляют собой одну из трех и более подобных кри
вых экспериментов данной серии.

Результаты и обсуждение. Из рис. 1 видно, что выход К + из бак
терий наблюдается в период между первой и второй фазами поглоще
ния К + при щелочных значениях pH среды (рис. 1 а, кр. 1) и отрица
тельном осмотическом шоке (рис. 1а, кр. 2); он имеет место также у 
бактерий в среде без глюкозы при щелочных значениях pH среды как 
при положительном, так и отрицательном осмотических шоках и в при
сутствии ДЦКД (рис. 1 а, кр. 3, 4 и 5 соответственно) и отсутствует у 
бактерий, не способных утилизировать глюкозу, или у мертвых (рис. 
1а, кр. 6). Выход К+ замедляется со временем, скорости выхода 
уменьшаются пропорционально возрастанию активности К + в среде 
(рис. 16): такая линейная зависимость свидетельствует о пассивном 
характере наблюдаемого процесса. Выход К+ из бактерий при глико
зе в отличие от такового фаз поглощения не чувствителен к ДЦКД 
(рис. 1а, Пунктир).

Выход К + 'может наблюдаться и при реверсии механизма, обмени
вающего 2Н+ на один К+ [9], а также, как видно из рис. 2, при обра
щении механизма, осуществляющего вторую фазу поглощения и име
ющего место после утилизации глюкозы как при положительном, так 
и отрицательном осмотических шоках при значительном закислении 
среды до значений pH ниже 7,0; обмен Н + среды на К+ клетки осуще
ствляется при этом с неустойчивой стехиометрией потоков ионов от 4 
до 14 и, как и следовало ожидать, ингибируется с помощью ДЦКД 
(рис. 2, пунктир).

Выход К +как в период между фазами поглощения, так и при от
рицательном осмотическом шоке зависит от pH среды: с возрастанием
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Рис. I а) Выход К + у бактерий Е. соН К 12 (^); б) зависимость скорости 
выхода К+ от активности К + в среде. Бактерии выращены в течение 24— 
48 ч до стационарной фазы; 1, 3, 6—бактерии отмыты в дистиллированной 
воде и перенесены в экспериментальный раствор (фосфатно-трисовый бу
фер, калий хлористый—2 мМ, натрий хлористый—1 мМ, магний серно
кислый—0,4 мМ) с точностью 570 мосМ; 2, 4, 5—бактерии отмыты в рас
творе с тоничностью 800 мосМ, созданной с помощью сахарозы, и перене
сены в экспериментальный раствор; 1, 2, 6—глюкоза в концентрации 50 мМ, 
3, 4, 5—глюкоза введена на 15-й мин (стрелка) в концентрации 50 мМ; 
пунктир—введение ДЦКД (стрелка) в концентрации 5ХЮ՜4 М; pH 7,8.

Рис. 2. Обращение потоков Н+ и К+ после утилизации глюкозы у бактерий 
Е. соП К 12 (Л.)- Бактерии отмыты в дистиллированной воде и перенесе
ны в экспериментальный раствор с тоничностью 570 мосМ, глюкоза—в кон
центрации 5 мМ, pH 7,8; пунктир—введен ДЦКД (стрелка) в концент

рации5ХЖ'1 М.
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pH от 6,0 до 8,0 наблюдается увеличение скорости выхода ионов из бак
терий (рис. 3).

При введении протонофоров, а именно карбонилцианидхлорфенил- 
гидразона, приводящем к резкому уменьшению величины мембранного 
потенциала клетки, наблюдается возрастание скорости выхода К + и 
бактерий (не показано).

' Рис. 3. Зависимость начальной скорости выхода К+ от pH среды у бак- ՝ 
терпи Е. со11 К 12 (X)- Условия и обозначения те же, что и на рис. 2, титр 
бактерий 5X109 см-3; отклонения даны как стандартные, в скобках при

ведено число экспериментов.

Приведенные данные в совокупности с тем фактом, что поток К 
из бактерий тем больше, чем сильнее отрицательный осмотический или 
температурный шоки [1, 2], свидетельствуют о том, что выход К + в пе
риод между фазами поглощения и при отрицательном осмотическом 
шоке осуществляется пассивно по градиенту концентраций, по-видимо- 
му, диффузионным путем.

В переносе К+ через мембраны гликолизирующих бактерий участ
вуют, по крайней мере, ТгкА и ТгкЕ системы и, возможно, диффузи
онные каналы; наблюдаемая двухфазная кривая поглощения К + пред
ставляет собой суперпозицию этих механизмов.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биофизики Поступило 6.XII 1982 г.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.352

ЗАВИСИМОСТЬ ПРОВОДИМОСТИ БИСЛОЙНОЙ ЛИПИДНОЙ 
МЕМБРАНЫ ОТ ЕЕ ПЛОЩАДИ

Г. Р. ХАЧАТРЯН

Ключевые слови, бислойная липидная мембрана, проводимость.

В результате многочисленных экспериментальных исследований 
■сложилось представление о том, что проводимость бислойных липидных 
мембран (БЛМ) при отсутствии утечек через границу БЛМ—подлож
ка обусловлена их черной частью [2] и пропорциональна площади би- 
стон [5]. Возможная проводимость через краевую зону БЛМ экспери
ментально не исследовалась. Однако из общих физических соображе
ний ясно, что краевая зона БЛМ отличается своими свойствами от соб
ственно бислоя, и при достаточно малых размерах БЛМ «краевые» эф
фекты должны сказываться достаточно явно [1]. В работе Миямото и 
Томпсона [4] теоретически рассматривается возможность проводимо
сти БЛМ через переходную зону бислой—мениск, липидный тор и кон
тактную зону БЛМ с подложкой. Наша работа посвящена экспери
ментальному исследованию проводимости БЛМ в широком диапазоне 
изменений ее размеров.

Материал и методика. БЛМ формировали в 0,1 М МаС1 из общих липидов мозга 
быка, растворенных в н-декане (20 мг в 0,1 мл). Измеряли ток через БЛМ, при на
ложении на нее ступенчатого напряжения—20 мВ. Ток усиливали усилителем КеИЫу- 
427 и считывали с экрана осциллографа С8-13. Сопротивление БЛМ определяли рас
четным методом. Площадь черной части исследуемых БЛМ составляла 0,03, 0,07, 
0,16, 0,24, 0,64, 1,32, 2,41 и 3,98 мм2.

Результаты и обсуждение. Поскольку исследуемые площади и из
меряемые сопротивления БЛМ изменяются в широком интервале зна
чений, результаты удобнее представлять в виде зависимости 
(рис. 1), где 0—сопротивление БЛМ, 5—площадь черной части БЛМ. 
Из рисунка видно, что кривая имеет излом в интервале площадей 0,2— 
•0,3 мм2. Форма перехода неизвестна, однако очевидно, что в левой ча
сти кривой зависимость резко отличается от таковой в правой части. 
Если для площадей 0,64, 1,32, 2,41, 3,98 мм2 сопротивление пропорцио
нально Б, то для площадей 0,16, 0,07, 0,03 мм2 оно пропорционально]/ Б, 
т. е. начиная с 0,24 мм2 и меньше сильно сказывается эффект краевой 
проводимости БЛМ. Сильно выраженный краевой эффект начиная со 
значения 0,24 мм2 был показан нами ранее [1] для электрического 
пробоя БЛМ.
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Таким образом, общая проводимость БЛМ складывается из прово
димости черной части и проводимости края, причем преобладание той 
или иной проводимости зависит от размеров мембраны.

м

Рис. 1. Зависимость !д 0 от 1д Б: Площадь измерена в см2, а сопротив
ление—в омах.

Представим БЛМ в виде параллельно соединенных сопротивлений 
черной части й края. Тогда общая проводимость БЛМ будет:

0БЛМ ®кр $ч

где 0блм, бкр, 6Ч —сопротивление БЛМ, края и черной части соот
ветственно. Сопротивление черной части можно записать в виде:

(2>
О БЛМ

где а — рБ 1 1; р։ удельное сопротивление черной части мембраны, 1— 
толщина бислоя, Ббмл —площадь БЛМ. Сопротивление края можно 
записать в следующем виде:

(3>

где Ь = — ~— р, 
2]А а

—удельное сопротивление края, 6—средняя толщи-
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на краевой зоны, а—ширина края. Если сопротивление черной части 
определяется однозначно, то в отношении сопротивления краевой зоны 
возникает некоторая неоднозначность в связи с выбором толщины и 
ширины краевой зоны. Рассмотрим подробнее проводимость края 
ВЛМ. Краевая зона БЛМ (рис. 2) состоит из переходной зоны би
слой мениск а, из собственно липидного тора р и зоны контакта БЛМ 
с подложкой у. От того, которая из этих зон ответственна за краевую 
проводимость, зависит выбор ширины и толщины края в формуле (3). 
Для выявления ответственной за проводимость зоны формировали мем
брану на отверстии с площадью 0,16 мм2, при которой БЛМ имеет ярко 
выраженную краевую проводимость (рис. 1). Мембрану формировали 
таким образом, чтобы площадь черной части была равна 0,07 мм2. Из
меряли сопротивление такой мембраны и сравнивали с сопротивлением 
БЛМ, сформированной на меньшем отверстии, но имеющей такую же

Рис. 2. Строение краевой зоны БЛМ. а -пере
ходная зона бпслой—мениск; р—липидный тор
(мениск); у—зона контакта БЛМ с гефлонозой 

подложкой.

площадь черной части, т. е. с более узким тором. Сопротивления этих 
БЛМ оказались равны в пределах ошибки измерения и, следовательно, 
зовы [3 и у выпали из рассмотрения, так как параметры этих зон резко 
различаются и если бы зоны были ответственны за проводимость, то 
дали бы ощутимую разницу в сопротивлениях БЛМ. Таким образом, 
в рассмотрении осталась лишь зона а. Ширина этой зоны оценивается 
как 1X10-3 см [3], а среднюю՝ толщину зоны можно принять равной 
такой же величине. Теперь не составляет труда рассчитать значение 
удельных сопротивлений черной части и края БЛМ. Значение коэффи
циентов а и Ь определяются из рис. 1. Они численно равны участкам, 
отсекаемым кривыми а) и Ь) па оси ординат (в наших экспериментах
а = 1,6Х107, Ь = 2,8Х109 Ом). Поскольку нами не ставилась задача точ

ного численного определения удельных сопротивлений, то укажем лишь 
что отношение р.ч/р,.ф> 1, т. е. удельное сопротивление черной части 
БЛМ строго больше удельного сопротивления краевой зоны.

Ереванский физический институт ГКЙАЭ, СССР Поступило 13.V 1982 Г-
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В предыдущих наших исследованиях [1] было показано, что при 
хроническом воспалительном бронхолегочном процессе в печеночной 
ткани кроликов происходят глубокие нарушения начальных этапов био
синтеза глицеролип'идов. Наряду с этим, были обнаружены также за
метные изменения концентрации отдельных фракций фосфолипидов 
■(ФЛ) в этом органе.

Сопоставление данных об активности ферментов фосфатидогенеза 
и уровне общих и индивидуальных ФЛ позволило сделать заключение 
о возможном подавлении биосинтеза глицеролипидов из глюкозы при 
указанном состоянии организма.

Для окончательного решения данного вопроса в новой серии экспе
риментов изучалось включение in vivo 14С-глюкозы в отдельные пред
ставители ФЛ печени кроликов в норме и при хроническом воспали
тельном бронхолегочном процессе.

Материал и методика. Опыты проводили на кроликах-самцах массой 2,5—3 кг. 
^Хронический воспалительный бронхолегочный процесс вызывали методом Аничкова и 
.Захарьевской в модификации Русанова и соавт. [3]. Животных забивали под тио
пенталовым наркозом через 6 месяцев после воспроизведения заболевания.

Экстракцию общих липидов проводили из ацетоновых порошков печеночной тка
ни [2]. Фракционирование индивидуальных ФЛ осуществляли методом хроматогра- 

■фии в тонком слое силикагеля [4].
Для определения биосинтеза ФЛ равномерно меченную 14-С-глюкозу в количестве 

.300 мккюри на 1 кг массы вводили внутрибрюшинно. Длительность радиоактивной 
-экспозиции при введении 14С-глюкозы составляла 60 мин.

Уровень радиоактивности в ФЛ измеряли на сцинтилляционном спектрометре 
SL-4221 (фирма «Intertechnique», Франция) в сцинтилляторе Брея [5] после пред
варительной солюбилизации образцов в протозоле ( New England Nuclear со 
U.S.A.). Данные переводили в абсолютные единицы радиоактивности (распад/мин) 
:методом внешней стандартизации. Окончательные результаты получены после ма
шинной обработки.

Результаты и обсуждение. Данные о включении 14С-глюкозы в 
отдельные представители ФЛ в норме и при хроническом воспалитель- 
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ном бронхолегочном процессе представлены в таблице, согласно кото
рой через 60 мин после введения равномерно меченной 14С-глюкозы 
радиоактивность обнаруживается во всех исследуемых фракциях ФЛ. 
У контрольных животных включение метки в индивидуальные ФЛ пече
ни уменьшалось в следующем порядке: фосфатидилхолины (ФХ)>ди- 
фосфатидилглинерины (ДФГ) <фосфатидные кислоты (ФК)>фосфа- 
тидилинозиты (ФИ) >сфингомиелины (СМ) >фос(Ьатидилэтаноламины 
(ФЭ) >фосфатадилсерины (ФС) >лизофосфатидилхолины (ЛФХ).

Примечание: '՛ --число животных.

Таблица
Распределение |4С-глюкозы в отдельные фракции ФЛ печеночной ткани кроликов 

при хроническом воспалительном бронхолегочном процессе, % от общего

Фракции ФЛ Контроль (5)* Опыт (5) Р

ЛФХ 
ФИ 
СМ 
ФХ 
ФЭ 
ФС 
ФК 
ДФГ

от следов до 1,8
9,20-1-4,20
8,74-1-3,43

41,30֊+-9,19
6,50-1-1 ,94
6,48+2,15

12,60+5,19
22,05+5,80

9,38+3,22 
10,87+2,04 
14,25+3,78 
32,06+2,97 
12,22+1,25
8,84+3,32 
2,90+1,07

10 28+3,84

<0,001 
>0,5
>0,2
>0.05
<0.05 
>0,5 
<0,001 
<0 05

Общие ФЛ (распад/мин.) 1356,60+62,45 978,75+58,50 <0,01

Хронический воспалительный бронхолегочный процесс сопровож
дался значительным снижением включения иС-глюкозы в общие ФЛ 
печени. На этом фоне резко уменьшался уровень радиоактивности ФК 
и ДФГ. Подавление включения метки отмечалось и в отношении ФХ, 
что сопровождалось значительным увеличением радиоактивности 
ЛФХ—токсичных продуктов липолиза. При этом не представилось 
возможным установить статистически достоверные отклонения в уровне 
радиоактивности остальных представителей ФЛ печени.

Таким образом, при хроническом воспалительном бронхолегочном 
процессе имеют место изменения в биосинтезе общих и некоторых фрак
ций ФЛ печеночной ткани. Примечательно, что подавление синтеза 
общих ФЛ происходит за счет уменьшения скорости включения глюко
зы в ДФГ, ФХ и ФК- Изменения в печени количественных соотноше
ний отмеченных ФЛ чреваты серьезными расстройствами физико-хими
ческих свойств клеточных мембран и их физиологической активности.

ЕГИДУВ, М3 Армянской ССР Поступило 7.IV 1983 г.
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В связи с созданием крупных животноводческих комплексов боль
шую актуальность приобретают вопросы бактериального загрязнения 
ими внешней среды [4]. Исследования, проведенные на различных 
территориях Советского Союза, показали, что у животных, содержа
щихся в этих условиях, особенно у поросят, больных диареями, выде
ляются Escherichia coli, Ciirobacter, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, 
Klebsiella, Enterobacter aerogenes, Hafnia, причем преобладали куль
туры E. coli [1, 2].

В данном сообщении приводятся результаты изучения циркуляции 
энтеробактерий в двух свиноводческих комплексах, в которых наблю
дались диареи у новорожденных поросят.

Материал и методика. Исследования были проведены в Талннском (№ 1) и Мар- 
марашенском свинокомплексах Армении, расположенных примерно на расстоянии 
70 км друг от друга.

В Талннском свинокомплексе № 1 было проведено бактериологическое исследова
ние 204-х проб (выделено 1013 культур), а в Мармарашенском—43-х проб (выделе
но 195 культур).

Идентификация выделенных энтеробактерий проводилась по существующим мето
дическим рекомендациям [3]. О-патогенные серогруппы Е. coli определялись с по
мощью 40 сывороток производства МНИИВС им. Мечникова и Армавирской био
фабрики.

Результаты и обсуждение. Ни в одном случае нам не удалось вы
делить патогенных представителей энтеробактерий—сальмонелл и ши- 
гелл. В Талннском свинокомплексе № 1 были выявлены Е. coli, Ci- 
trobacter freundii, Arizona spp., Hafnia alvei, P. vulgaris, P. mirabilis, 
Proteus morganli, Proteus rettgeri, Yersinia enterocolitica. Klebsiella 
pneumoniae.

В Мармарашенском — E. coli, C. freundii, K- pneumoniae, P. vul
garis, P. mirabilis, P. morganii, P. rettgeri, Providencia alcalifaciens, 
Y. enterocolitica.

Данные о выделении условно-патогенных кишечных бактерий в 
этих свинокомплексах у различных обследованных групп в процентах 
приводятся в табл. 1 и 2.

Как видно из данных, приведенных в табл. I, наиболее выраженной 
была микрофлора поросят, больных диареей, которая состояла из
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г Таблица!
выделение , словно-патогенных энтеробактерий в Талипском свинокомплексе № 1. %

Вид микроорганизма Погибшие 
поросята

Больные 
поросята

Условно здоровые 
поросята

Свино
матки

Предметы 
кем ՝лекса

Е. coll
•С. freundii 
Arizona ssp. 
К. pneumoniae 
11. alvei 
P. vulgaris 
P. mirab.lis 
P. niorganli 
P. retlgeri 
Y. enierocolliica

88,0

1,3

2.7
1,3

0,7
6,0

76,8 
0,2

1.2
1.1
3,9
3,2
2,1
1,2

10,3

87,7

3,9
2,3

1,5
4,6

95,2
1,2

0,6
1,2

1,8

65,0
5.0

10.0
5.0
3.8

3.7
5.0
2.5

Таблица 2
Выделение условно-патогенных энтеробактерий в Мармарашенском свинокомплексе, %

Вид микроорганизма Больные поросята Свиноматки Предметы комплекса

Е. coll 82,8 88,9 58,7
С. ireundii — — 13,8
К. pneumjniae 1.4 — —
Р. vulgaris 3,6 3,4
Р, mirabills 4,3 — 3.4
Р. morganli 0,7 — 10,4
Р. retlgeri — — 6,9
Р. alcalifaciens 0,7 — _
У. епterocoli tica 6 5 11,1 3,4

10-ти видов семейства Еп1егоЬас1епасеае, и наименее—у свиноматок, у 
которых было выявлено 5 видов этого семейства. Сравнивая высевае
мость энтеробактерий у различных обследованных групп в Талинском 
свинокомплексе № 1, можно отметить, что в наибольшем количестве вы
делялись Е. соН, удельный вес которых подчас составлял 95,2%. Вы- 
севаемость остальных представителей не превышала 10%. Обращает 
на себя внимание несколько повышенный процент выделения У. егйего- 
соНЕса у больных поросят (10,3%).

В Мармарашенском свинокомплексе также чаще всего выделялись 
штаммы Е. соИ, причем у свиноматок их высеваемость достигала 88,9%, 
остальные виды' выделялись значительно реже.

Сравнивая высеваемость различных представителей семейства 
Еп1егоЬас1ег1асеае в двух свинокомплексах, можно отметить, что и в 
Жалинском № 1 и Мармарашенском преобладающими были штаммы 
кишечной палочки, остальные виды выделялись в единичных случаях. 
Гем не менее, следует подчеркнуть, что в оооих свинокомплексах на
блюдалась циркуляция почти всех представителей условно-патогенных 
энтеробактерий.

То же самое можно сказать о патогенных серогруппах Е. сои, ко
торые были выявлены и в Талинако.м свинокомплексе (09, 04, 020, 044, 
0101 0119, 0114, 0125, 0128)—33 штамма, и в Мармарашенском (08, 
015, 020, 055, 0101, 0114, 0125)֊17 штаммов.
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Таким образом, в условиях массовых диарейных заболеваний сре
ди новорожденных поросят в двух исследованных свинокомплексах вы
являются почти все представители семейства Еп1егоЬас1ег1асеае, что 
может иметь определенное значение в циркуляции условно-патогенных 
энтеробактерий среди населения.
Армянский ордена Трудового Красного Знамени
НИИ эпидемиологии, вирусологии и медицинской

паразитологии им. А. Б. Алексаняна Поступила 9.ХИ 1982 г.

ЛИТЕРАТУРА

I. Бердник В. 77. Ветеринария, 9, 61, 1975.
2. Кабанков Ю. С. Ветеринария, 8, 30, 1975.
3. Киселева Б. С., Голубева И. В. Сб. тр. МНИИВС им. Мечникова; Диагностические 

препараты и методы лабораторной диагностики заболеваний, вызываемых энте
робактериями. 30, М., 1977.

4. Stevens A. J. Ann. Inst. Supea. Sanita, 14, 221, 1978.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 616.15—074+616.15—73]:615.49

ПРИМЕНЕНИЕ ТЕЛЕВИЗИОННОГО МЕТОДА ПРИ 
КАРИОМЕТРИЧЕСКОМ АНАЛИЗЕ ЛИМФОЦИТОВ 
периферической крови облученных крыс

А. М. ДАЛЛАКЯН, А. А. ОГАНДЖАНЯН

Ключевые слова: лимфоциты, кариометрия, рентгеновское облучение, телевизионный 
анализатор.

Методом кариометричеокого анализа установлен ряд закономерных 
изменений размеров и количества ядер лимфоцитов при внутреннем об
лучении*.  Целью настоящей работы являлось исследование действия 
внешнего облучения на некоторые параметры ядер лимфоцитов пери
ферической крови.

* Хуссар Ю. П., Токин И. Б., Лущиков Е. П., Хуссар В .С. Радиобиология, 
12, 6, 840—843, 1972.

Материал и методика. Опыты ставились на 10 половозрелых (трехмесячного воз
раста) белых крысах массой 150—180 г. Животные подверглись общему однократ
ному равномерному рентгеновскому облучению в дозе 0,875 Гр на аппарате РУМ-17 
при следующих стандартных технических условиях: напряжение тока—200 кВ, сила 
тока—15 мА, фильтры—1 мм алюминия+0,5 мм меди, кожно-фокусное расстояние— 
60 см, мощность дозы—0,27 Гр/мин. Мазки периферической крови, приготовленные 
из лейкоконцентрата, исследовались через 3 ч после облучения (параллельно исследо-
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вались мазки крози у контрольных, необлученных животных с равной массой и одина
кового возраста). Кариометрический анализ лимфоцитов проводили на мазках кро
ви, окрашенных по Лейшману, в нашей модификации: мазки фиксировали и одновре
менно окрашивали краской Лейшмана. Продолжительность окрашивания—5 мин. 
После этого их промывали в дистиллированной воде в течение 5 мин и докрашивали 
гематоксилином Караччи также 5 мин, затем их споласкивали в дистиллированной во
де, высушивали на воздухе и исследовали на автоматизированном телевизионном 
анализаторе микрообъектов (АТАМ), разработанном в Ереванском научно-про
изводственном ооъедииеиии «Нейрон» Министерства электронной промышлен
ности СССР. В условных единицах измерялись площадь (S) оптического сечения те
левизионного изображения ядра лимфоцита и его периметр (L), в каждом мазке по 
100 лимфоцитов По данным измерения площадей ядер лимфоцитов были составлены 
трафики. Использовали арифметический способ группировки лимфоцитов на классы. 
К малым лимфоцитам относили клетки, площадь ядер которых принимала значения до 
30,55 мкм2 (1100 усл. ед.), к средним—от 33,33 до 47,22 мкм2 (1200—1700 усл. ед.), 
к большим—свыше 49,99 мкм2 (1800 усл. ед.). Цифровые данные подвергали стати
стической обработке с определением М±т, где М—средняя арифметическая величина, 
п>-—среднеквадратичное отклонение (ошибка) от средней арифметической. Достовер
ность изменений (Р) определялась по таблице Стъюдента-Фишера.

Результаты и обсуждение. Результаты исследования показали, 
что через Зч после общего однократного равномерного облучения рент
геновскими лучами в дозе 0,875 Гр статистически достоверно увеличи
вается как площадь, так и периметр ядер лимфоцитов периферической 
крови. У контрольных, необлученных, крыс площадь (S) ядер лимфо
цитов равна 40,67± 1,72 мкм2, через 3 ч после облучения она увеличи
вается и составляет 48,05+0,47 мкм2. Различия статистически досто
верны (Р<0,001). Периметр (L) ядер лимфоцитов до облучения равен 
26,67± 1,05 мкм, через 3 ч—30,0+0,22 мкм (Р<0,002). Рентгеновское 
облучение в дозе 0,875 Гр приводит также к изменению характера рас
пределения лимфоцитов (рис.). У контрольных крыс (рис. А) в маз
ках периферической крови лимфоциты с малой площадью ядра состав
ляют 15±4,2%, со средней площадью—49,6+3%, с большой—31,4+ 
4,6%. Через Зч после облучения (рис. Б) процентное содержание лим
фоцитов с малой площадью снижается до 3,8 +2,3 (Р<0,05), средние 
составляют 42,6+8,3 (различия статистически недостоверны, Р>0,05), 
процент лимфоцитов с большой площадью увеличивается до 53,6 + 7,3 
(Р<0,05). После облучения резко меняется также коэффициент отно
шения числа лимфоцитов с большой площадью ядер к числу Лимфоци
тов с малой площадью ядер. У необлученных крыс этот коэффициент 
равен 2,1, а через 3 ч после облучения он возрастает до 11,4, т. е. увели
чивается в 5,4 раза.

Итак, через 3 ч после рентгеновского облучения в дозе 0,875 Гр 
наблюдается статистически достоверное увеличение площади и пери
метра ядер лимфоцитов периферической крови; возрастает процентное 
содержание ядер с большой площадью и резко убывает процент ядер с 
малой площадью. Увеличение площади ядер и изменение характера 
распределения малых, средних и больших лимфоцитов оыло выявлено 
Ю. П. Хуссаром и другими при внутреннем облучении цезием-137 в лим
фатическом узле спустя 24 ч после воздействия изотопа. Было зарисо
вано и измерено на миллиметровой бумаге (в мм2) около 16 тысяч ядер.
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Высокая точность проведенных нами измерений (инструментальная по
грешность равна ±0,028 мкм2) и отсутствие субъективных ошибок при 
использовании АТАМ позволили на сравнительно небольшом экспери
ментальном материале (измерена площадь и периметр 1000 ядер) ме
нее трудоемким способом получить данные, статистическая достовер-

Оловадъ ядер я условных единицах

Рис. Кариограмма распределения площадей ядер лимфоцитов перифери
ческой крови необлученных (А) и облученных (Б) крыс.

ность которых на порядок выше, чем при применении общепринятого 
способа кариоцитометрии. Указанные выше преимущества АТАМа и 
чувствительность метода анализа телевизионного изображения клеток 
.дали возможность обнаружить изменения некоторых геометрических 
параметров ядра лимфоцита в ранний срок (через 3 ч) после рентге
новского облучения относительно небольшой дозой (0,875 Гр).

Сектор радиобиологии М3 Армянской ССР Поступило 12.IV 1983 г.
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11ри изучении клеточных факторов иммунитета в условиях in vitro 
большую роль играет предложенный в 1961 г. метод цитотоксического 
действия иммунных лимфоцитов на культивируемые клетки-мишени 
[7]. В дальнейшем были разработаны различные модификации этого 
метода [3—6. 8], однако все они достаточно сложны, и постановка опы
тов с их использованием требует длительного времени. В литературе 
имеются также сведения о возможности обнаружения цитотоксическо- 
ю действия (ЦТД) после значительно более короткого периода инку
бации лимфоцитов с клетками-мишенями [2].

Задачей настоящей работы являлась разработка упрошенной мето
дики ЦГД иммунных лимфоцитов на клетки-мишени.

Материал и методика. При постановке опытов в качестве клеток-мишеней были 
использованы клетки линии МГ ХХПа [1], полученной из перевиваемой мышиной 
гепатомы ХХПа. Клетки выращивали на среде Игла с 10% сыворотки крупного рога
того скота.

Для получения иммунных лимфоцитоз крыс четырехкратно с недельным интерва
лом иммунизировали 50%-ной суспензией .ткани печени мышей в растворе Хенкса. 
Суспензию вводили подкожно в каждую конечность по 0,5 мл. Лимфоциты от имму
низированных животных получали гомогенизацией селезенок на шестой день после 
последней инъекции. В качестве контроля использовали суспензию клеток селезенки 
интактных животных. Используемые в опытах лимфоциты и клетки-мишени трижды 
отмывали центрифугированием при 1000 об/мин в течение 5 минут. При отмывании 
клеток и постановке опытов использовалась среда Игла с 10% сыворотки крупного 
рогатого скота.

Соотношение клеток-мишеней и лимфоцитов составляло 1:50. В пробирки вноси
ли по 0,1 мл клеток-мишеней (4X104 клеток), добавляя по 0,1 мл суспензии лимфо
цитов подопытных или интактных животных (2ХЮ6 клеток). Общий объем реаги
рующей смеси—0,2 мл. В качестве технического контроля в том же объеме среды ин
кубировались клетки-мишени, а также лимфоциты. С целью улучшения контакта кле
ток пробирки центрифугировали при 500 об/мин в течение 5 мин, затем инкубирова
ли при 37° в течение 4 часов. Жизнеспособность клеток определяли с помощью три- 
папового синего. После добавления красителя и тщательного пипетирования клеточ
ного осадка производили подсчет живых и мертвых клеток в камере Горяева. ЦТД 
считается положительным при наличии не менее 50% мертвых клеток-мишеней.

Результаты и обсуждение. Как показали результаты эксперимен
тов, при инкубации клеток селезенки иммунизированных животных с 
клетками-мишенями количество мертвых клеток варьировало в преде
лах 65—84%, что свидетельствует о выраженном ЦТД иммунных лим
фоцитов. В то же время лимфоциты интактных животных не действо
вали цитотоксически на клетки-мишени. - Следовательно, для проявле
ния цитотоксического эффекта иммунных лимфоцитов с регистрацией 
результатов с помощью подсчета живых и мертвых клеток оказалась 
достаточной их инкубация с клетками-мишенями в течение 4 часов. По
лученные данные свидетельствуют также о том, что для изучения цито
токсического эффекта иммунных лимфоцитов, образующихся к ксено
трансплантату, в качестве клеток-мишеней могут быть использованы 
длительно культивируемые опухолевые клетки. Обнаружение ЦТД 
Т-киллеров в ксеногенной системе дает определенные основания для 
выяснения возможностей применения описанного способа регистрации 
киллерной активности Лимфоцитов и при՛ носледбвани'И иммунного от
вета в аллогенной и сингенной системах. Поскольку при изучении ЦТД 
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лимфоцитов по упрощенной методике нет необходимости в применении 
радиоактивной метки и специального оборудования, а регистрация ре
зультатов проводится с помощью подсчета клеток, указанный способ 
целесообразно использовать при проведении экспериментов с неболь
шим числом проб.
Институт экспериментальной биологии АН Армянской ССР Поступило 29.X 1982 г.
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Изучение иммунореактивност.и у животных-опухоленосителей пред
ставляет значительный интерес. Однако имеющиеся в литературе дан
ные, касающиеся этого вопроса, довольно противоречивы [2, 4, 7, 
Ю, И]

Задачей настоящей работы явилось изучение формирования пер
вичного иммунного ответа, иммунологической памяти и розеткообразу
ющих клеток у мышей-опухоленосителей в разные сроки роста опухоли.

Материал и методика. Опыты были проведены на 145-ти мышах-самцах линии 
СЗНА массой 23—25 г. Использовалась опухоль МГХХИа, образовавшаяся у мышей
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линии после введения длительно культивируемых клеток мышиной гепатомы 
>.ХПа—клеток линии МГХХПа [1].

Мышам подкожно вводили 20%-ную суспензию опухолевой ткани в растворе 
Хэнкса. Опухоль прививалась в 100% случаев. В опытах использовали животных на 
12-й (ранний срок; и 24-й (поздний срок) дни после прививки опухоли. Антигеном 
служили эритроциты барана (ЭБ). При исследовании первичного иммунного ответа 
ЭБ вводили в дозе 5.10® внутривенно, а иммунологической памяти—1.106 внутривен- 
нс, с недельным интервалом между двумя инъекциями. На четвертый день после по

следней инъекции определяли количество антителообразующих клеток (АОК) методом 
локального гемолиза в геле [9] и количество розеткообразующих клеток (РОК) по 
описанной в литературе методике (6). Полученные данные обработаны статистиче
ски по методу Фишера-Стьюдента. В качестве основных показателей использовали 
среднее геометрическое. Доверительные интервалы вычисляли с вероятностью Р = 0,05.

Результаты и обсуждение. В таблице представлены обобщенные 
результаты определения количества АОК и РОК при изучении первич
ного иммунного ответа и иммунологической памяти в разные сроки 
роста опухоли.

Таблица

Иммунологическая реактивность у мышей-опухоленосителей

Г руппа Количество 
животных

Количество АОК 
на селезенку

Количество РОК 
на селезенку

Первичный иммунный ответ 
(ранний срок)

26 113501 
(952254-135207)

7688100 
(49552544-1042 0746)

Контроль 12 69024 
57513—82794

650200Э 
40022394-9001761

Первичный иммунный ответ 
(поздний срок)

24 238232 
2046444-277432

Контроль 15 229615 
205286-Р257040

Иммунологическая память 
(ранний срок)

27 241546 
1870684-311889

28953600
143051514-43602049

Контроль 16 83560 
598694-116681

66165666 
326698884-99661444

Иммунологическая память 
(поздний срок)

12 200447 
159221-4-252348

16406428
101799914-22632865

Контроль 14 170608 
1428894-203704

10496971
78066694-13185473

Примечание: контролем служили интактные животные, иммунизированные эритро
цитами барана.

Как видно из представленных данных, в ранние сроки как при пер
вичном, так и при вторичном иммунном ответе (иммунологическая па
мять) имело место достоверное увеличение количества АОК в опыт
ных группах по сравнению с соответствующими показателями в кон
троле.

При изучении иммунного ответа в поздние сроки роста опухоли ко
личество АОК как при первичном, так и вторичном иммунном ответе 
не отличается от контрольных величин. Не обнаруживается достовер
ной разницы и в количестве РОК у животных подопытных и контроль
ных групп.
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Полученные нами данные подтверждают имеющиеся в литературе 
сведения [3] о стимуляции иммунореактивности организма на ранней 
стадии роста опухоли. На поздней же стадии большинством исследо
вателей [2, 7, 10, 11] установлено подавление иммунного ответа, выра
жающееся, в частности, в снижении количества антигенреактивных 
клеток [8], что, ио-видимому, можно объяснить цитотоксическим дей
ствием опухолевых клеток на лимфоциты [5].

Результаты наших исследований подтверждают имеющиеся в ли
тературе единичные сведения [4] об отсутствии заметных изменений в 
первичном иммунном ответе на гетерологичный антиген на поздней ста
дии роста опухоли. На этой же стадии нами обнаружено также отсут
ствие изменений в иммунореактивности организма при формировании 
иммунологической памяти и розеткообразующих клеток. Это обуслов
лено тем, что опухолевые клетки, по-видимому, не оказывают заметно
го цитотоксического действия на лимфоциты.

Таким образом, у мышей линии СЗНА на ранней стадии роста опу
холи МГХХПа установлена стимуляция первичного иммунного ответа 
и иммунологической памяти к гетерологичному антигену, в то время 
как на поздней стадии изменений в иммунореактивности организма не 
обнаружено.
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Культивируемые клетки, прошедшие спонтанную или индуцирован
ную трансформацию, приобретают ряд свойств, отличающих их от нор
мальных диплоидных клеток. Культуры нормальных клеток имеют 
ограниченную продолжительность жизни in vitro и прекращают раз
множение после определенного числа делений [8], трансформирован
ные же клетки при пассировании способны практически к неограничен
ному во времени размножению. Кроме того, они отличаются от нор
мальных слабой зависимостью от экзогенных факторов роста [7, 9], 
низкой чувствительностью к контактному подавлению движения кле
ток [5], аномалиями клеточной поверхности [6] и анэуплоидией [11]. 
Широко используемые перевиваемые клеточные линии являются в боль
шинстве своем спонтанно трансформированными.

Ранее было показано [1, 4], что в плотных культурах диплоидных 
клеток, вступающих в стационарную фазу роста, одновременно с за
держкой клеток в Gi-периоде происходит возрастание числа непроли
ферирующих клеток,' задержанных в С2-периоде. Блокирование кле
ток в периоде G2 рассматривалось авторами как один из способов по
давления скорости роста культуры.

В настоящей работе представлены данные о кинетике стимулиро
ванной пролиферации перевиваемых клеток китайского хомячка, полу
ченные в опытах, поставленных с. целью выяснения вопроса о способно
сти этих клеток выходить из митотического цикла в С2-периоде при 
резком возрастании плотности клеточного слоя.

Материал и методика. Работа выполнена на перевиваемой 431-й линии фибро
бластов хомячка, содержащихся в питательной среде 199 с 10% сыворотки крупного 
рогатого скота. Клетки рассаживали в концентрации 80—100 тысяч клеток/мл в пе
нициллиновые флаконы с покровными стеклами. Через сутки после посева культуру 
переносили в бессывороточную среду, что способствовало быстрому выходу клеток в 
■стационарную фазу роста, еще через 6 сут клетки стимулировали к синтезу ДНК путем 
смены питательной среды на свежую, содержащую 10% сыворотки. Кинетику проли
ферации исследовали методом радиоавтографии и путем определения митотического 
индекса. Клетки инкубировали с ЗН-тимлдином непрерывно (0,1 —0.2 мкКи/мл) ли
бо кратковременно в течение 4 ч (1 мкКи/мл) и затем фиксировали в смеси 96-градус
ного этанола и уксусной кислоты в соотношении 3:1. Препараты готовили по обще
принятой методике [31. С целью определения митотической активности за 4 ч до фик
сации клеток в среду вносили колцемид (0,1—0,2 мкг/мл). Эту процедуру повторяли
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каждые 4 ч в течение всего периода проведения эксперимента. Избранный срок ин
кубации определялся тем, что длительная обработка клеток использованным цитоста
тиком приводит к увеличению числа многоядерных и аберрантных клеток [10]. В эти 
же сроки подсчитывали индекс меченых клеток (51) и кумулятивный митотический 
индекс (М1) на 4—5 препаратах из 1000 клеток, для определения которого использова
ли способ, описанный в предыдущей работе [1]. Плотность клеточного слоя опреде
ляли путем подсчета среднего числа клеток в 50-200 полях зрения микроскопа (пло
щадь около 0,01 мм2).

Результаты и обсуждение. Смена среды в стационарной 7-суточ
ной культуре приводит к быстрой активации пролиферативных про
цессов (табл.). Спустя 12 ч после стимуляции клеточной! пролиферации

Таблица
Кинетика стимулированной клеточной пролиферации в культуре клеток 

китайского хомячка

Время после 
с м ены среды, ч

Кумулятивный 
индекс меченых 

клеток, %

Митотиче
ский 

индекс, %

Кумулятив
ный митоти

ческий 
индекс, %

4 17,7 2,3 2.3
8 26,4 1,9 4,2

12 47,3 2,5 6,8
16 59,2 0,5 7,3
20 71,3 3,8 11,4
24 76,0 8,4 20,4
28 74,7 11,3 34,5
32 75,4 9,4 47,1
36 78,2 9,9 61,7
40 79,9 12,6 82, 1
44 79.8 8,8 98,1
48 81,8 9,0 115,9
52 81,4 8.5 134,3
56 80,8 8,5 154,2

наблюдается резкое нарастание индекса меченых клеток, с большой 
скоростью продолжающееся до 24 ч. Число меченых митозов невели
ко до 20 ч, затем митотическая активность повышается. В дальнейшем 
темп пролиферации культуры не спадает и даже через 56 ч после нача
ла стимуляции культура не переходит в стационарную фазу роста. В 
это время в культуре велико число клеток, находящихся в периоде син
теза ДНК (в течение 52—56 ч метится 34% клеток) и вступающих в 
митоз (8,5%). В поздние сроки индекс меченых клеток нарастает с 
малой скоростью (примерно 2% за каждый 4-часовой интервал). Уве
личение числа меченых клеток в эти сроки объясняется их делением, а 
не инициацией синтеза ДНК в немеченых, ранее не пролиферировав
ших клетках. В противном случае прирост меченых клеток происходил 
бы со значительно большей скоростью. Надо полагать, что немеченые 
клетки представляют . собой ту часть популяции, которая необратимо 
утратила способность к пролиферации.

Суммарное число клеток, прошедших митоз, равномерно нарастает 
начиная с 20 ч и до конца опыта, так что к концу наблюдений кумуля
тивный митотический индекс (154%) превышает индекс меченых кле
ток (81%). Это означает, что стимулированные клетки за это время 
проходят митотический цикл более одного раза и что по меньшей мере 
часть их делится дважды или трижды. Сказанное согласуется с резуль
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татами работы Яковлева и др. [12], наблюдавших в этой же культуре 
высокую пролиферативную активность в поздние сроки после смены пи
тательной среды. Плотность клеточного слоя в течение эксперимента 
возрастает более чем в 3 раза (от 23,5±1,2 до 74,2±4,3), что значитель
но выше, чем в культуре диплоидных клеток куриного эмбриона, где 
мы наблюдали увеличение числа клеток в 1,6 раза (от 14,7±0,6 до 
23,8±1,0) [2].

Полученные результаты свидетельствуют о том, что перевиваемые 
клетки китайского хомячка не блокируются в Ог-периоде даже при рез
ком возрастании числа клеток популяции. Следовательно, зависи
мость пролиферации от плотности клеточного слоя у них выражена 
слабее не только при прохождении О]-, но и Ог-периода. Неспособность 
трансформированных клеток выходить из митотического цикла в С2-пе- 
риоде при увеличении плотности клеточного слоя является еще одним 
свойством, отличающим их от нормальных диплоидных клеток.
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ЛИТЕРАТУРА

1. Гаспарян Г. Г., Закарян Г. Г., Терских В. В., Магакян Ю. А. Цитология, 23, 
654—659, 1981.

2. Гаспарян Г. Г., Терских В. В., Закарян Г. Г., Магакян Ю. А. Цитология, 22, 
689—693, 1980.

3. Епифанова О. И., Терских В. В., Захаров А. Ф. Радиоавтография М., 1977.
4. Закарян Г. Г., Гаспарян Г. Г., Магакян Ю. А. Цитология, 25, 47—52, 1983.
5. Abercrombie М., Heaysman J. Е. Exp. Cell Res., 6, 293 — 306, 1954.
6. Domnina L. V., /vanova 0- I., Margolis L. B., Olshevskaya L. V., Rovensky Ju. A., 

Vasiliev Ju. M., Gelfand. I. M. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 69, 248—252, 1972.
7. Dulbecco R. Nature, 227, 802—806, 1970.
8. Hayflick L., Moorhead P. S. Exp. Cell. Res., 25, 585—621, 1961.
9. Holley R. W. Gold Spring Har&or, N. J.—L., 13—18, 1974.

10. Lalley P. A., Nardone R. M. J. Cell. Biol., 63, 182a, 1974.
11. Ponten J., Westermark B. Med. Biol., 56, 184—193, 1978.
12. Yakovlev A. Ju., Malinin A. M., Terskikh V. V., Makarova G. F.. Cytologie, 14,

279-283, 1977.

«Биолог, ж. Армении», т. XXXVI, № 7, 1983

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

>ДК 577.15+577.3 + 591.39

ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ М§2 + -АТРазы И 
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Известно, что митохондрии способны осуществлять самые разно
образные функции, одной из которых является зависящий от энергии 
перенос ионов через мембраны.

Ранее нами было показано, что АТРазная активность в суммарной 
фракции и в отдельных субфракциях митохондрий печени кур в ходе 
эмбрионального развития возрастает [1]. Аналогичные результаты 
были получены в суммарной мембранной фракции митохондрий пече
ни кур в эмбриональном и постэмбриональном периодах развития. В 
этом плане представляло интерес изучение изменения АТРазной актив
ности во внутренних мембранах митохондрий, в частности Му -+ -акти
вируемой АТРазы, которая, как известно, является маркером этих мем
бран. В настоящем сообщении приводятся результаты исследования 
активности М§2+ -зависимой АТРазы и малатдегидрогеназы внутрен
них мембран митохондрий печени кур в различные периоды онтогене
тического развития.

Материал и методика. Опыты проводили на 15-, 20-дневных эмбрионах, 5-днев
ных цыплятах и половозрелых курах. Печеночную ткань гомогенизировали в среде, 
содержащей 0,25 М сахарозу и 0,01 М трис-НС1 буфер (pH 7,4), митохондрий выделя
ли центрифугированием, ядра—при 700 д (10 мин), митохондрии—9000 2 (15 мин). 
После трехкратной промывки митохондрии подвергали осмотическому шоку в дистил
лированной воде и оставляли на 12 ч .при 0°. Затем их центрифугировали в гради
енте плотности сахарозы при 45000 § в течение 60 мин для получения внутренних мем
бран [5].

Для определения активности АТРазы Мд2+ добавляли в количестве 10 мМ (конеч
ная концентрация) и 2 мг АТР (в пробу). Общий объем смеси—1 мл. Время инку
бации—30 мин при 37°. Об активности фермента судили по нарастанию количества 
неорганического фосфата в среде, который определяли по Лоури и Лопесу [3].

Общую активность малатдегидрогеназы во внутренних мембранах определяли, ис
пользуя следующую реакционную смесь: 0,1 мл 0,002 М раствора НАД, 0,1 мл 0,5 М 
раствора малата, 0,1 мл суспензии мембран. Конечный объем смеси доводили до 
2 мл 0,1 М раствором глицинового буфера, pH 10 [2]. Об активности малатдегндро- 
геназы судили по нарастанию количества НАД И.

Полученные данные были рассчитаны на 1 мг белка, который определяли по Лоу
ри и сотр. [4].

Результаты и обсуждение. Данные, приведенные в табл. 1, пока
зывают, что в контрольных опытах (без добавления Му՜24՜ ) активность 
АТРазы в эмбриональном периоде не изменяется, она повышается во

Таблица 1
2+ -АТРазная активность внутренних мембран митохондрий печени кур 

в онтогенезе, Р в мкатомах/мг белка/30 мин

Условия опыта
Эмбрионы

5-дневные 
цыплята Куры

15-дневные 20-дневные

Без активаторов 0,67+0,07 0,59+0,10 1,55+0,22 1,37 ±0,16
(4)* (4) (4) (6)

М5+ 5,13+0,66 
(4)

3,68+0,66 
(4)

8,64+1,41 
(4)

6,61+0,83 
(5)

* В скобках количество опытов.
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внутренних мембранах митохондрий печени 5-дневных цыплят. Высо
кий уровень активности фермента сохраняется и в печени зрелых кур. 
В присутствии ионов Мд активность АТРазы на всех стадиях разви
тия повышается, по сравнению с контролем, в 5—7 раз. Активность 
Мд;г -АТРазы в мембранах митохондрий печеночной ткани 5-дневных 
цыплят повышается и несколько снижается у зрелых кур.

Таблица 2
Малатдегидрогеиазиая активность внутренних мембран митохондрий печечии кур 

в онтогенезе, мМ лиридиннуклеотида/мг белка/мин

Эмбрионы
5-дневные 
цыплята Куры

15-дневные 20-дневные

0,87-1-0,012 
(4)

0,91+0,016 
(5)

0,95±0,013 
(5)

0,78+0,023 
(4)

Результаты исследований показывают также (табл. 2), что актив
ность малатдегидрогеназы во внутренних мембранах митохондрий пе
чени кур в ходе развития проявляет небольшую тенденцию к повыше
нию в конце эмбриональной и начале постэмбриональной стадий раз
вития; у кур происходит значительное снижение ее.

Институт биохимии АН Армянской ССР Поступило 15.III 1983 г.
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