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Н А У Ч Н Ы Е Д О К Л А Д Ы  В Ы С Ш Е Й ш к о л ы

Б И О Л О Г И Ч Е С К И Е  Н А У К И  •  № 2 1972

УДК 534-8:577.15:599.323.4 БИОФИЗИКА

ВЛИЯНИЕ УЛЬТРАЗВУКА НА АКТИВНОСТЬ 
ФРУКТОЗО-1-ФОСФАТАЛЬДОЛАЗЫ В ПЕЧЕНИ, ПЛАЗМЕ КРОВИ 

И ГЕМОЛИЗАТАХ ЭРИТРОЦИТОВ БЕЛЫХ КРЫС

А. А. Чиркин, В. М. Козин

Исследовали активность фруктозо-1-фосфатальдолазы 
в печени, плазме крови и гемолизатах эритроцитов при воз
действии ультразвуком в широком диапазоне интенсивно
стей (0,2—1,8 вт/см2). Установлено, что ультразвуковые ко
лебания относительно небольшой мощности вызывают 
уменьшение активности фермента в печени и эритроцитах, 
а также усиливают проницаемость мембран клеток печени.

В настоящее время известны три фермента, лимитирующих ско
рость метаболизма фруктозы, — фруктокиназа, фруктозо-1-фосфаталь- 
долаза и триокиназа [8, 13]. Фруктозе-1-фосфатальдолаза (кетозо-1- 
фосфатальдегидлиаза, 4.1.2.7) отнесена к индикаторным органоспеци
фичным ферментам, так как повышение ее активности в плазме крови 
сигнализирует о повреждении клеток при паренхиматозных заболева
ниях печени [1—3]. Современные взгляды на возникновение внутри
клеточных и межклеточных микропотоков, а также интенсификацию 
диффузионных процессов в ультразвуковом поле сформировались глав
ным образом на основе модельных пробирочных опытов [6, 12]. Све
дения о метаболизме углеводов, в частности фруктозы, при воздейст
вии на организм ультразвуковых волн весьма поверхностны [16]. При 
изучении механизма действия ультразвука in vivo наиболее эффекти
вен метод параллельного определения активности фермента в плазме 
крови и печени [11].

В настоящей статье изложены результаты изучения активности 
фруктозо-1-фосфатальдолазы в печени, плазме и гемолизатах эритро
цитов при воздействии ультразвука в широком диапазоне интенсив
ностей.

Опыты ставили на 169 крысах-самцах весом 250—300 г. Животных содержали в 
одинаковых условиях. Методика воздействия ультразвуком описана нами ранее [9]. При
меняли ультразвуковые колебания интенсивностью 1,8, 0,6 и 0,2 вт/см2 в непрерывном и 
0,2 вт/см2 в импульсном (длительность импульса 4 мсек) режимах. Одну группу конт
рольных животных подвергали однократному, вторую — пятикратному воздействию 
ультразвуковых волн. С этими животными производили те же эксперименты, что и с 
опытными крысами, но не включали генератор ультразвука. В опытах первой серии (78 
крыс) активность фермента изучали в печени и плазме крови через 24 ч после ультра
звукового воздействия (однократного или пятикратного), в опытах второй серии — в 
плазме крови и гемолизатах эритроцитов через 2, 24 ч и 15 суток после однократного воз
действия ультразвуковых волн. Крыс декапитировали. Плазму крови получали в поли
этиленовых стаканах при 6000 об/мин. Эритроциты отмывали охлажденным физиологи
ческим раствором три раза и гемолизировали дистиллированной водой в соотношении
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I • 10. Ткань печени гомогенизировали при 2—4° С в гомогенизаторе с тефлоновым пести
ком с десятикратным объемом раствора, содержащего 0,05 М трис-буфера, 0,15 М КС1 и 
0 01 М ЭДТА; pH 7,8. Растворимую фракцию (содержащую микросомы) выделяли при 
18000 g в рефрижераторной центрифуге. Для определения активности фермента исполь
зовали разведение растворимой фракции печени 1 : 500. Активность фруктозо-1-фосфат- 
альдолазы определяли по методу Сиблея и Ленинжера [7,15]. В качестве субстрата 
использовали 0,1 М раствор натриевой соли фруктозо-1-фосфата. В первой серии опытов 
ферментативную реакцию проводили при температуре 37° С, а во второй — при 25° С. 
Общее содержание белков в растворимой фракции печени определяли по методу Лоури 
[4]. Полученный.цифровой материал обрабатывали методом вариационной статистики с 
использованием критерия t по Стьюденту—Фишеру [5].

Из данных таблицы 1 следует, что однократное воздействие ультра
звуковых колебаний (УЗК) малой (0,2 вт/см2 в непрерывном и импуль
сном режимах) и средней (0,6 вт/см2) интенсивностей приводит к досто-

Т а б л и ц а  1

Активность ф руктозо-1-фосфатальдолазы, мкМ диоксиацетона за 1 мин 
( х± Sx) при разной интенсивности ультразвука

Рассчитано

контроль 1,8 вт/смг 0,6 вт/см2 0,2 вт/см2
0,2 вт/см2 — 
импульсный 

режим

Однократное воздействие ультразвуком

На 1 г печени . . . 41,0± 3,1 41,2+1,7 26,8+4,3 31,2+2,0 35,3± 1,7
(Р>0,5) (Р<0,02) (Р<0,02) (Р<0,02)

На всю печень . . 354± 30,8 348+ 11,2 236± 27,3 271 ±21,4 262+ 13,9
(Р> 0,5) (Р<0,02) (Р<:0,05) (Р<0,02)

На 1 мг белка . . . 0,31± 0,016 0,31 ±  0,014 0,20± 0,026 0,22± 0,018 0,23+0,014
(Р>0,5) (Р<0,01) (Р<0,01) (Р<0,01)

На 1 л плазмы . . . 20,4±2,0 23,5± 1,5 21,5± 1,6 23,8± 2,2 25,4± 2,1
(Р>0,2) (Р> 0,5) (Р> 0,2) (Р^0,05)

Пятикратное воздействие ультразвуком

На 1 г печени . . . 36,0+3,2 24,1 ±  4,3 32,5± 1,1 35,7 ± 1,8 22,0± 3,3
>0,2* г=д0,05 > 0,2 > 0,5 <0,01

На всю печень . . . 263±28,5 203+32,1 285± 20,0 228± 24,7 170+24,2
^0,05* >0,1 > 0,5 >0,2 <0,05

На 1 мг белка . . . 0,33± 0,021 0,25± 0,047 0,33± 0,023 0,26± 0,017 0,17± 0,027
>0,2* >0,1 > 0 ,5 <0,05 <0,001

На 1 л плазмы . . . 17,8+2,8 28,4+2,9 31,5± 1,9 19,4± 1,6 15,8+3,7
>0,5* <0,05 <0,01 > 0,5 > 0,5

* По отношению к контролю при однократном воздействии по вертикали соответственно.

верному уменьшению активности фермента в печени, причем этот эффект 
наиболее выражен при пересчете показателя на 1 мг белка. При пяти
кратном воздействии аналогичные изменения отмечены лишь в случае 
применения УЗК интенсивностью 0,2 вт/см2 в импульсном режиме. Не
которое снижение активности фруктозо-1 -фосфатальдолазы наблюдает
ся при интенсивности УЗК 1,8 вт/см2 на 1 г сырой печени и 0,2 вт/см2 на 
1 мг белка.

При анализе этих результатов обращают на себя внимание два 
факта. Во-первых, однократные воздействия УЗК вызывают более 
ощутимые изменения активности фермента, чем пятикратные. Во-вто
рых, изменения активности фруктозо-1-фосфатальдолазы вызывают в 
основном УЗК малой интенсивности.

Полученные данные несколько неожиданны, поскольку известна це
лая группа тканевых ферментов, чувствительных к относительно боль
шим ' интенсивностям ультразвука [9, 12]. Так, при аналогичной ме
тодике опытов активность печеночной фруктозодифоефатальдолазы че-
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рез 24 ч не изменяется в случае однократных воздействий УЗК и 
достоверно уменьшается при пятикратном повторении сеансов воздей
ствия [10]. Степень снижения активности фермента находится в пря
мой зависимости от мощности применяемого ультразвука. Таким обра
зом, направленность изменений активности двух альдолаз по отноше
нию к количеству воздействий, а также мощности УЗК носит 
противоположный характер. Учитывая наличие общих продуктов в 
обеих ферментативных реакциях, описанные модификации фермента
тивной активности, вероятно, можно расценивать как определенную

кальными отрезками обозначены доверительные интервалы Е0,05. А — плаз
ма; Б — гемолизаты эритроцитов; I — через 2 ч; I I —-24 ч; I I I •— 15 суток

после воздействия:
К  — контроль, 1 — 1,8 вт/см2, 2 — 0,6 вт/см2, 3 — 0,2 вт/см2, 4 — 0,2 вт/см2, импульсный режим

приспособительную реакцию на воздействие ультразвука [14]. Более 
тонкий механизм этой реакции пока неясен.

Однократное воздействие ультразвуком не вызывает существенных 
изменений активности плазменной фруктозо-1-фосфатальдолазы за ис
ключением некоторого повышения активности фермента при интенсив
ности 0,2 вт/см2 в импульсном режиме. При пятикратном повторении 
ультразвуковых воздействий активность фермента достоверно повы
шается в случаях применения большой и средней интенсивностей УЗК- 
Сравнение ферментативной активности в печени и плазме крови позво
ляет заключить, что однократное воздействие УЗК малой и средней 
интенсивностей, а также пятикратное воздействие УЗК большой и сред
ней интенсивностей приводят к усиленному выходу фермента в кровя
ное русло, т. е. происходят изменения проницаемости клеточных 
мембран.
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Обсуждая данные об активности фермента в плазме крови, нельзя 
не упомянуть о возможности выхода фруктозе-1-фосфатальдол азы из 
форменных элементов крови, в частности из эритроцитов. Это тем бо
лее важно, что ультразвук в опытах in vitro может вызывать гемолиз 
эритроцитов. Правда, до настоящего Віременй in vivo при интенсив
ностях УЗК до 3 вт/см2 гемолиза никто не наблюдал [6], однако не 
исключены тонкие изменения в проницаемости мембран эритроцитов.

Результаты опытов второй серии (рис. 1) свидетельствуют о малой 
вероятности влияния выхода фермента из эритроцитов на уровень его 
в плазме крови. Активность фруктозо-1-фосфатальдолазы в гемолиза
тах достаточно низка, тесной корреляционной зависимости между ди
намикой изменений активности фермента в плазме крови и гемолиза
тах нет. В самих гемолизатах обнаруживается фазность динамики 
уровней активности фермента в различные сроки после воздействия 
УЗК- Эта фазность характерна только для малой и средней интенсив
ностей УЗК и заключается в достоверном снижении активности фер
мента через 2 ч, повышении активности до нормальных или сверхнор
мальных (0,2 вт/см2, импульсный режим) величин через 24 ч с после
дующей тенденцией к нормализации на 15-е сутки. Уровень активности 
фермента в печени через 24 ч и в гемолизатах через 2 ч после воздей
ствия УЗК изменяется сходным образом в зависимости от мощности 
ультразвука. Возможно, это зависит от своеобразной чувствительности 
фермента различных тканей к незначительным интенсивностям УЗК-

Необходимо отметить, что при температуре 25° С через 24 ч после 
однократного воздействия УЗК достоверно повышаются уровни актив
ности фруктозе-1-фосфатальдолазы в случае использования ультразвука 
интенсивностью 0,2 вт/см2 в непрерывном и в импульсном режимах. 
При температуре 37° С эти изменения незначительны и сводятся к уве
личению активности фермента только при интенсивности 0,2 вт/см2 
в импульсном режиме (табл. 1, рис. 1). Внося определенную поправку 
на эксперимент (определения производили на животных разных серий 
опытов), можно все же полагать, что более высокая температура инку
бации создает условия для быстрейшего насыщения активного центра 
фермента. Последнее, вероятно, не позволяет выявить больших раз
личий, в условиях стандартной -экспозиции ферментативной реакции. 
При температуре 25° С этого недостатка можно избежать.

Итак, ультразвуковые колебания относительно небольшой мощно
сти вызывают уменьшение активности фруктозо-1-фосфатальдолазы в 
печени и эритроцитах и усиливают проницаемость мембран клеток 
печени.
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