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Иммунная система у высших животных, находясь 'под сложным 
влиянием нервных, эндокринных и .медиаторных воздействий, облада­
ет высокой степенью автономности в распознавании и элиминации ге­
нетически чужеродных клеток и субстанций. Эту важную функцию 
она осуществляет с помощью гормонов, медиаторов и других биологи­
чески активных соединений, вырабатываемых самой иммунной систе­
мой. Описано около 30 растворимых субстанций этого ряда, играющих 
роль в развитии иммунных реакций (1 “'’’). В настоящее время лнмфо- 
кины представлены в двух категориях՛ первая продукты активиро­
ванных (митогенами или антигенами) лимфоцитов в бесклеточной 
среде культивирования՛, вторая—продукты жизнедеятельности интакт­
ных лимфоцитов (ПЖЛ) (•). Широкий спектр биологически активных 
веществ (БАВ), вырабатываемых в условиях стимуляции, рассматри­
вается в качестве факторов, модулирующих реакции опосредованного 
клеточного иммунитета (5՜*), ингибирующих синтез вазоактивных 
веществ в лаброцитах, провоцирующих инициативную фазу воспали- 
гельного процесса (9) и др. В этой связи нам представляется более 
целесообразным и обоснованным изучение продуктов жизнедеятель­
ности «интактных» лимфоцитов, поскольку подобная направленность 
исследований открывает широкие перспективы изучения биологиче ՝- 
кон роли вырабатываемых лимфоцитами «гормоноподобных» веществ 
в деятельности не только иммунной, по и других интегративных систем 
организма (сердечно-сосудистой, эндокринной, нервной и др.).

В настоящей работе ставилась задача провести биохимические 
исследования с целью нахождения активных фракции белков из ПЖЛ 
для дальнейшего изучения их физико-химических и биологических \ 1-
рактеристик.

Опыты ставили на 180 белых беспородных крысах-самцах масс<ы 
120 160 г. ПЖЛ получали следующим образом: животных запивал и, 
извлекали тимус, который гомогенизировали в стеклянном гомогениза­
торе Портера в среде 199. Затем центрифугированием в градиенте 
плотности фикола (d= 1,079 г/см’) в течение 30 мни при 3000 об./мн л 
выделяли пул клеток с плотностью меньше 1,079 ։/с.м , погле к ■ 
производили морфологический контроль и подсче! чи<л.1 лимфоцитов 
в камере Горяева. Полученные лимфоциты инкубировали при •.՝/ С з 
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течение 6 ч в среде 199, после чего центрифугировали 15—20 мин при 
1500 об./мин и отделяли надосадочную жидкость, содержащую ПЖЛ. 
После инкубации также проводили морфологический контроль целост­
ности лимфоцитов (процентное содержание дистрофически измененных 
и распавшихся лимфоцитов). Содержание белка в ПЖЛ определяли 
по методу Идзаки (|0). Хроматографический анализ ПЖЛ проводили 
гель-фильтрацией на колонке размерами 1,8X18 ом с сефадексом 
0-100. Колонку уравновешивали 0.01 М фосфатным буфером pH 7,4. 
Скорость элюции составляла 20 мл/ч. Оптическую плотность фракций 
белков в элюате определяли на спектрофотометре при 280 нМ. Фрак­
ции собирали в объеме по 3,0 мл. На рис. 1 изображена элюционная 
кривая разделения ПЖЛ с помощью сефадекса С-100. На оси абсцисс

Рис. 1. Элюционная кривая ПЖЛ при разделении на сефадексе О—100

отмечены номера пробирок с фракциями белков, на оси ординат—их 
оптическая плотность. Как видно из рисунка, гель-фильтрационная кри­
вая характеризуется двумя основными пиками. Первый небольшой пик 
состоит из оптической плотности белков, выходящих во фракциях 4— 
6. Второй большой пик, который занимает значительную площадь, сос­
тоит из оптической плотности белков, выходящих во фракциях 14—20.

Характерно, что гель-фильтрационные профили исследуемых бел­
ков общего пула ПЖЛ различных экспериментов, при одинаковых ус­
ловиях их выполнения, являются сходными. В дальнейшем при разде­
лении ПЖЛ и изучении молекулярных масс выделенных фракций был 
использован гель фирмы Тоуо-Зоёа (Япония), обладающий лучшими, 
чем сефадекс 0-100, характеристиками. Гель Тоуореаг! Н\У—55Е име­
ет наиболее широкий спектр деления и делит белки с молекулярной 
массой от 1000 до 700 000 дальтон. Однако наибольшая эффективность 
разделения наблюдается в диапазоне ог 10000 до 200000 (и). Калиб­
ровочная кривая, полученная нами, в основном совпадает е приведен­
ной в паспорте геля. Анализ белков лимфокинов проводили на колои-
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,ке размерами 1.6X95 см. Элюцию проводили буфером в составе* 
.25 мМ трис-НС1 pH 7,54; 250 мМ ЫаС1. Скорость элюции составляла 
80 мл/ч. Оптическую плотность собранных фракций определяли на 
проточном УФ-спектрофотометре. Для определения свободною объе­
ма колонки использовали голубой декстран с молекулярной массой 
2X1 О'* дальтон. На рис. 2 показано распределение калибровочных бет- 
ков. Здесь же приведены молекулярные массы изучаемых белковых 
фракций. На осн абсцисс отмечен объем элюции в миллилитрах, на 
осн ординат при калибровочных белках молекулярные массы, а прч 

| Голубой уеtempoн (2>10()

80 70 60 90 100 110 по 1М 14) 150 160 т ПО 190

o6ien з/осции (ял)

Рис. 2. Разделение ПЖЛ при помощи геля Тоуо-реаг! НМ'-ЗЗГ Колонка 
размерами 1,6X95 см; элюат 25 мМ трис-НС1 буефр (pH 7.45); 250 мМ 1\аС1; 
фракции собирали но 1 мл; скорость элюции 80 мл/ч; 1 = 25°С; объем образца

1,5 мл; детектор 11V (280 нМ)

изучении белковых фракций—оптическая плотность. Калибровочные 
белки в количестве 10 мг в 0.5 мл буфера проводили через колонку. В 
качестве калибровочных белков использовали: ферритин, каталазу, 
альдолазу, БСА, овальбумин, химотрипсиноген «А», цитохром «С>, 
DNP-L-аланин. На спектрограмме видно распределение основных пи­
ков по молекулярным массам. Первый пик выходит в пределах 150 000 
дальтон, второй—72 000, третий—56000, четвертый—29 000, пятый— 
23000. На спектрограмме во фракциях 155 и 160 мл, по всей вероят­
ности, элюируются низкомолекулярные пептиды с молекулярной мас­
сой менее 2000 дальтон. Из сравнения двух кривых, полученных гель­
фильтрацией на сефадексе G-I00 и Гоуореаг! HW-55F. видно, что или 
фирмы Toyo-Soda дают возможность получить более качественное раз 
деление белковых смесей.
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Ա. Վ. ԱԻԼՖՅԱՆ, հ>. II. ՍԱՅԱԴՅԱՆ. Վ. Դ. քս՜ԱԱԱՏՐՅԱՆ, Մ. Ս. <111ՏI'llՍՅԱՆ
II ւրցւսցհղձի լիմֆոցիտների 1|Լնսացորձունեութ|սյն սս|իւոակուցսւ փն արցասիք ների ցել-ֆիլտ ruig իոն բնութագիրը
Գեւ֊ ֆիլտրացիայով fToyOpeafl HW 55F) ի հայտ է բ^րված (իմֆո. 

ցիտների կեն ս ա գո րծ ո ւն եութ յան արգասիքների հթնգ սպիտակուցային ֆրակ, 
ցիաներ, որոնք բնութագրվում են 150 000, 72 000, 56 000, 29 000 և 23 000
գալտոնէ 155 և 160 մլ ֆրակցիաներում ի հայտ է բերված ցածր մոլեկոլլյար 
պեպտիգներ, որոնց մոլեկոլլյար մասսան կազմում ( 2000 գալտոնէ

Հետազոտվող սպ/տակոլցն երի մոլեկոպյար մասսաները որոշվել է հայ տ֊
նի սպիտակուցներով' ֆերիտին, կատալագա, ալգոլաղա, BSA, 
խիս ոտրիպսինոգեն ff Ал, ցիտոքրոմ «Сл, DNP—F- ալանին։

օվա լբոլմ ին,
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