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Èññëåäîâàíà äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ ñóììàðíîãî ãëèêîãåíà, åãî ëåãêîäîñòóïíîé (ËÄ) è òðóäíîäî-
ñòóïíîé (ÒÄ) ôðàêöèé â ãåïàòîöèòàõ ïîñëå ââåäåíèÿ 30%-íîãî ðàñòâîðà ãëþêîçû êðûñàì, ãîëîäàâøèì â
òå÷åíèå 48 ÷. Â ðàáîòå ïðèìåíåí îðèãèíàëüíûé ìåòîä âûÿâëåíèÿ è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ËÄ- è
ÒÄ-ôðàêöèé ãëèêîãåíà â îòäåëüíûõ ãåïàòîöèòàõ, îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè ðåàêòèâîâ òèïà Øèôôà
ñ ðàçëè÷íûìè ñïåêòðàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè — àóðàìèíà-SO2 (Au-SO2) è áðîìèñòîãî ýòèäèÿ-SO2
(EtBr-SO2). Îêðàñêà ïðåïàðàòîâ â òå÷åíèå 40 ìèí Au-SO2 âûÿâëÿëà ËÄ-ôðàêöèþ (çåëåíàÿ ôëóîðåñöåí-
öèÿ, ëmax = 526 íì), à ïîñëåäóþùàÿ îêðàñêà òåõ æå ïðåïàðàòîâ EtBr-SO2 â òå÷åíèå 50 ìèí — ÒÄ-ôðàê-
öèþ ãëèêîãåíà (êðàñíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, ëmax = 620 íì) â êëåòêàõ. Èçìåðåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè â ñîîòâåòñòâóþùèõ ñïåêòðàëüíûõ îáëàñòÿõ ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî òîé è äðóãîé
ôðàêöèé ãëèêîãåíà â îòäåëüíûõ êëåòêàõ ïå÷åíè. Ïîêàçàíî, ÷òî ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ ãëèêîãåíà ñîäåðæà-
íèå ËÄ-ôðàêöèè â ãåïàòîöèòàõ íàðàñòàåò. Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè (r) ìåæäó ñîäåðæàíèåì ËÄ-ôðàê-
öèè è ñîäåðæàíèåì ñóììàðíîãî ãëèêîãåíà äëÿ ãåïàòîöèòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ïå÷åíè ãîëîäíûõ êðûñ, ñî-
ñòàâëÿë 0.95, à äëÿ ãåïàòîöèòîâ, èçîëèðîâàííûõ ÷åðåç 20 è 30 ìèí ïîñëå íà÷àëà ðåôèäèíãà êðûñ ãëþêî-
çîé — 0.95 è 0.98 ñîîòâåòñòâåííî. ×åðåç 90 è 120 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû êðûñàì, êîãäà ïîïóëÿöèÿ
ãåïàòîöèòîâ ñòàíîâèòñÿ àñèíõðîííîé â îòíîøåíèè ñèíòåçà è äåãðàäàöèè ãëèêîãåíà â êëåòêàõ, çàâèñè-
ìîñòü ñîäåðæàíèÿ ËÄ-ôðàêöèè îò êîëè÷åñòâà ñóììàðíîãî ãëèêîãåíà ñòàíîâèòñÿ ìåíåå âûðàæåííîé
(r = 0.71 è 0.82 ñîîòâåòñòâåííî). Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ðåàêòèâîâ Øèôôà ñ ðàçëè÷íûìè ñïåêò-
ðàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ìîæåò äàòü öåííóþ èíôîðìàöèþ î ñòðóêòóðå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ è ïîðÿä-
êå åãî ñèíòåçà è äåãðàäàöèè â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ôðàêöèè ãëèêîãåíà, ãåïàòîöèòû, àóðàìèí 00, áðîìèñòûé ýòèäèé, ðåàêòèâû
òèïà Øèôôà.

Ãëèêîãåí âõîäèò â ñîñòàâ ìíîãèõ êëåòîê ÷åëîâåêà è
æèâîòíûõ, îäíàêî íàèáîëüøåå åãî êîëè÷åñòâî ñîäåðæèò-
ñÿ â ãåïàòîöèòàõ. Ñïîñîáíîñòü ïå÷åíè çàïàñàòü ãëèêîãåí
ïîñëå ïðèåìà ïèùè è ðàñùåïëÿòü ïðè ãîëîäàíèè èãðàåò
âàæíóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè ñòàáèëüíîãî óðîâíÿ ãëþêî-
çû â êðîâè. Èçìåíåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ îðãà-
íèçìà è ðàçëè÷íûå çàáîëåâàíèÿ ïðèâîäÿò íå òîëüêî ê èç-
ìåíåíèþ ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà â êëåòêàõ, íî íåðåäêî ñî-
ïðîâîæäàþòñÿ ìîäèôèêàöèåé åãî ñòðóêòóðû (Êóäðÿâöåâà
è äð., 1988, 1992; Ðîçåíôåëüä, Ïîïîâà, 1989; Matern et al.,
1999).

Ñóùåñòâóåò áîëüøîå ÷èñëî ðàçëè÷íûõ õèìè÷åñêèõ
ìåòîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ èññëåäîâàòü ñòðóêòóðó ãëèêîãåíà
(Êåííåäè, Óàéò, 1986; Òþêàâêèíà, Áàóêîâ, 2005). Îäíàêî
âñå îíè ïðèìåíèìû ëèøü ê ãëèêîãåíó, âûäåëåííîìó èç
òêàíåé. Ìåæäó òåì èçâåñòíî, ÷òî ãëèêîãåí â òêàíÿõ ñâÿçàí
ñ ôåðìåíòàìè åãî ìåòàáîëèçìà, îáðàçóþùèìè ñ íèì êîì-
ïëåêñû (Geddes, Chow, 1994; Roach, 2002; Lomako et al.,
2004), êîòîðûå â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå âèçóàëèçèðó-
þòñÿ êàê â-÷àñòèöû èëè èõ àãðåãàòû — á-÷àñòèöû (Devos
et al., 1983; Manners, 1991; Rybicka, 1996). Ðàçëè÷íûå ïðî-
öåäóðû, èñïîëüçóþùèåñÿ äëÿ âûäåëåíèÿ ãëèêîãåíà èç

òêàíåé, ìîãóò ñóùåñòâåííî âëèÿòü íà åãî ìîëåêóëÿðíóþ
ìàññó, ñîñòàâ è ñòðóêòóðó ÷àñòèö ãëèêîãåíà (Devos et al.,
1983; Ðîçåíôåëüä, Ïîïîâà, 1989; Roach, 2002).

Øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì, ïîçâîëÿþ-
ùèì íå òîëüêî âûÿâëÿòü ãëèêîãåí â òêàíÿõ, íî è îïðåäå-
ëÿòü åãî ñîäåðæàíèå â êëåòêàõ, â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâ-
ëÿåòñÿ ðåàêöèÿ PAS (periodic acid Schiff) (Lillie, 1965;
Êóäðÿâöåâà è äð., 1970). Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ãåïàòîöèòàõ
÷åëîâåêà è æèâîòíûõ ïðèñóòñòâóþò äâå ôðàêöèè ãëèêî-
ãåíà — ëåãêîäîñòóïíàÿ (ËÄ) è òðóäíîäîñòóïíàÿ (ÒÄ)
äëÿ îêðàøèâàíèÿ ðåàêòèâîì Øèôôà (Êóäðÿâöåâà è äð.,
1974). Ñîîòíîøåíèå ýòèõ ôðàêöèé â êëåòêàõ îòðàæàåò
ñòðóêòóðó ãëèêîãåíà è âåñüìà ÷óâñòâèòåëüíî ê èçìåíå-
íèþ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ îðãàíèçìà èëè ïîâðåæ-
äàþùåìó âîçäåéñòâèþ (Êóäðÿâöåâà, 1987; Êóäðÿâöåâà
è äð., 1992).

Ê ñîæàëåíèþ, ñóùåñòâóþùèå ìåòîäû íå ïîçâîëÿþò
îïðåäåëèòü ñîäåðæàíèÿ ËÄ- è ÒÄ-ôðàêöèé ãëèêîãåíà â
îòäåëüíûõ êëåòêàõ. Äàííûå î ñîäåðæàíèè ýòèõ ôðàêöèé
ìîæíî ïîëó÷èòü ëèøü â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé, õàðàêòå-
ðèçóþùèõ êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ â öåëîì. Ïîýòîìó ïî-
èñê ìåòîäîâ, êîòîðûå ïîçâîëÿëè áû èññëåäîâàòü ñòðóêòó-
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ðó ãëèêîãåíà â îòäåëüíûõ êëåòêàõ, ïðåäñòàâëÿåò àêòóàëü-
íóþ çàäà÷ó.

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ðàçðàáîòêå öèòîôëóî-
ðèìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ôðàêöèé ãëèêîãåíà â îòäåëüíûõ êëåòêàõ ïå÷åíè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà áåëûõ áåñïîðîäíûõ êðûñàõ-ñàì-
öàõ ñ ìàññîé òåëà 300—350 ã. Æèâîòíûõ ïîäâåðãàëè ãî-
ëîäàíèþ â òå÷åíèå 48 ÷ (âîäà ad libitum), â õîäå êîòîðîãî
çàïàñû ãëèêîãåíà â ïå÷åíè ñíèæàëèñü äî ìèíèìóìà (Giar-
dina et al., 1994; Åìåëüÿíîâ, 1997; Áåçáîðîäêèíà è äð.,
2003). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñòðóêòóðû ãëèêîãåíà è åãî ñî-
äåðæàíèÿ â êëåòêàõ êðûñàì ïåðîðàëüíî ââîäèëè 30%-íûé
ðàñòâîð ãëþêîçû (4 ã íà 1 êã ìàññû òåëà). Çàòåì ÷åðåç 0,
20, 30, 90 è 120 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû æèâîòíûõ
ïîäâåðãàëè äåêàïèòàöèè, ïå÷åíü âûðåçàëè è èç åå êóñî÷-
êîâ ïðèãîòàâëèâàëè ïðåïàðàòû-ìàçêè èçîëèðîâàííûõ ãå-

ïàòîöèòîâ ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå (Êóäðÿâöåâà
è äð., 1983).

Âûÿâëåíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ñ ïîìîùüþ ðåàê-
òèâîâ òèïà Øèôôà ïðîâîäèëè â äâà ýòàïà. Âíà÷àëå ïðåïà-
ðàòû îêèñëÿëè â òå÷åíèå 90 ìèí â 0.8%-íîì ðàñòâîðå
KJO4, ïðèãîòîâëåííîì íà 0.23%-íîì ðàñòâîðå HNO3.
Â ðåçóëüòàòå îêèñëåíèÿ èç 1, 2-ãëèêîëèåâûõ ãðóïï â
îñòàòêàõ ãëþêîçû ãëèêîãåíà îáðàçóþòñÿ àëüäåãèäíûå
ãðóïïû (McManus, 1946). Ïîñëå îêèñëåíèÿ ïðåïàðàòû â
òå÷åíèå 5 ìèí ïðîìûâàëè â ïðîòî÷íîé âîäå, ñïîëàñêèâà-
ëè â îäíîé ñìåíå äèñòèëëèðîâàííîé âîäû è îêðàøèâàëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 90 ìèí â ðàçëè÷-
íûõ ðåàêòèâàõ òèïà Øèôôà. Ðåàêòèâû òèïà Øèôôà ïðåä-
ñòàâëÿëè ñîáîé âîäíûå ðàñòâîðû ðàçëè÷íûõ êðàñèòåëåé
ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè (ñì. òàáëèöó), â êîòî-
ðûå áûë äîáàâëåí õëîðèñòûé òèîíèë (0.2 ìë íà 100 ìë
ðàñòâîðà êðàñèòåëÿ). Â ðåàêòèâàõ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþ-
ùèå ôëóîðåñöèðóþùèå êðàñèòåëè: àóðàìèí 00 (Reanal,
Âåíãðèÿ), àêðèôëàâèí (Merck, Ãåðìàíèÿ), 2, 5-áèñ-[4-àìè-
íîôåíèë-(I�)]-1, 3, 4-îêñèäàçîë è áðîìèñòûé ýòèäèé (Sig-
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Àóðàìèí 00 Au 0.30000 405, 436 526 Ruch, Bosshard, 1963;
Bosshard, 1964; Ðîçà-
íîâ, Êóäðÿâöåâ, 1967;
Êóäðÿâöåâ, Ðîçàíîâ,
1974

Àêðèôëàâèí Afl 0.00100 546 605 Prenna et al., 1964; Böhm,
Sprenger, 1968

2, 5-áèñ-[4-àìèíîôå-
íèë-(IR)]-1, 3, 4-îê-
ñèäàçîë

BAO 0.00001 365 440—450 Deno¸l, 1969; Yataganas,
Gahrton, 1969; Weste,
Penington, 1972

Áðîìèñòûé ýòèäèé EtBr 0.00040 546 595—610 Êóäðÿâöåâ è äð., 1974

Éîäèñòûé ïðîïèäèé PrJ 0.00030 546 615—625 Fogilieni et al., 2001

Ðèâàíîë Riv 0.01000 380—480 520 Õà÷àòóðîâ, Ñìèðíîâà,
1966; Prenna, 1968

Ïàðàðîçàíèëèí pRA 22.00000 590 560 Ploem, 1967; Böhm,
Sprenger, 1968; Nitsch
et al., 1970; Prenna et
al., 1972; Fujita, 1973



ma, ÑØÀ), éîäèñòûé ïðîïèäèé (Fluka, Ãåðìàíèÿ), ðèâà-
íîë (Àêðèõèí ÕÔÊ, Ðîññèÿ) è ïàðàðîçàíèëèí (Sigma-Ald-
rich, ÑØÀ).

Ïðè èññëåäîâàíèè çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè îêðà-
øèâàíèÿ ãåïàòîöèòîâ îò âðåìåíè îáðàáîòêè â ðåàêòèâàõ
òèïà Øèôôà èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàòû, ïðèãîòîâëåííûå
íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïîëó÷åííûõ èç ìàòåðèàëà ïå÷åíè
ñûòûõ æèâîòíûõ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ îêèñëåíèÿ è îêðàøèâà-
íèÿ ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â ñïåöèàëü-
íûé êîíòåéíåð. Ïîñëå îêèñëåíèÿ â éîäíîé êèñëîòå è ïðî-
ìûâàíèÿ â ïðîòî÷íîé âîäå (ñì. âûøå) ñòåêëà ïåðåíîñèëè
â äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó. Çàòåì ÷åðåç 2, 5 èëè 10 ìèí
ïîêðîâíûå ñòåêëà âûíèìàëè èç âîäû è ïîìåùàëè ëèáî â
ðåàêòèâ òèïà Øèôôà Au-SO2 (100 ìë 0.3%-íîãî ðàñòâîðà
àóðàìèíà 00 + 0.2 ìë õëîðèñòîãî òèîíèëà, SOCl2 ), ëèáî â
ðåàêòèâ òèïà Øèôôà EtBr-SO2 (100 ìë 10–5 Ì ðàñòâîðà
áðîìèñòîãî ýòèäèÿ + 0.2 ìë SOCl2). ×åðåç 140 ìèí ïîñëå
íà÷àëà îêðàøèâàíèÿ âñå ïðåïàðàòû (ïî 2 ïðåïàðàòà íà
êàæäóþ âðåìåíí *óþ òî÷êó) îäíîâðåìåííî âûíèìàëè èç
ðåàêòèâà Øèôôà, ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíî ÷åðåç òðè
ñìåíû äèñòèëëèðîâàííîé âîäû è òðè ñìåíû ñåðíèñòûõ
âîä (0.2 ìë SOCl2 íà 100 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû â ñî-
ñóäå ñ ïðèòåðòîé êðûøêîé) ïî 3 ìèí â êàæäîé. Çàòåì â òå-
÷åíèå 20 ìèí èõ ïðîìûâàëè â ïðîòî÷íîé âîäå, ñïîëàñêè-
âàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è ïîìåùàëè â ñïèðòû âîç-
ðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè (70, 96 è 100 %) íà 5—10 ìèí â
êàæäóþ ñìåíó. Ïîñëå ñïèðòîâ ïðåïàðàòû âûñóøèâàëè íà
âîçäóõå è õðàíèëè â òåìíîòå. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä èç-
ìåðåíèÿìè îêðàøåííûå ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â âàçåëè-
íîâîå ìàñëî.

×òîáû ïðîâåðèòü, íàñêîëüêî äîëãî àëüäåãèäíûå ãðóï-
ïû ñîõðàíÿþò ñâîþ ðåàêöèîííóþ ñïîñîáíîñòü â ðåàêòèâå
Øèôôà, ïðåïàðàòû ïîñëå îêèñëåíèÿ éîäíîé êèñëîòîé â
òå÷åíèå ðàçëè÷íîãî âðåìåíè (180� 0 ìèí) âûäåðæèâàëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñåðíèñòîé âîäå. Ïîñëå ýòî-
ãî ïðåïàðàòû îäíîâðåìåííî ïîìåùàëè â ðåàêòèâ òèïà
Øèôôà Au-SO2 è îêðàøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå â òå÷åíèå 90 ìèí. Äàëüíåéøèå ýòàïû îáðàáîòêè ïðåïà-
ðàòîâ áûëè òàêèìè æå, êàê îïèñàíî âûøå.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ËÄ- è ÒÄ-ôðàêöèé ãëèêîãåíà â îò-
äåëüíûõ ãåïàòîöèòàõ ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâîâ òèïà Øèôôà
Au-SO2 è EtBr-SO2 ïðåïàðàòû ïîìåùàëè íà 90 ìèí â ðàñò-
âîð ïåðèîäàòà êàëèÿ (ìåòîäèêó ñì. âûøå). Îêèñëåííûå â
éîäíîé êèñëîòå ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè 5 ìèí â ïðîòî÷íîé
âîäå è äàëåå â îäíîé ñìåíå äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Çà-
òåì ïðåïàðàòû íà 40 ìèí ïîìåùàëè â Au-SO2 è ïîñëå ñïî-
ëàñêèâàíèÿ èõ â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå ïåðåíîñèëè íà
50 ìèí â EtBr-SO2. Äàëüíåéøàÿ îáðàáîòêà ïðåïàðàòîâ
áûëà àíàëîãè÷íà òîé, ÷òî îïèñàíà âûøå.

Ôëóîðåñöåíöèþ êëåòîê, îêðàøåííûõ Au-SO2, âîç-
áóæäàëè ñâåòîì ñ äëèíàìè âîëí 405 è 436 íì, âûäåëåí-
íûì èç ñïåêòðà èçëó÷åíèÿ ðòóòíîé ëàìïû ÄÐØ-250-2 ñ
ïîìîùüþ ñâåòîôèëüòðîâ ÔÑ-1 (8 ìì) è ÑÇÑ-24 (4 ìì).
Ñâåò ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê (ëmax � 526 íì), îêðàøåííûõ
Au-SO2, âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ èíòåðôåðåíöèîííîãî ñâå-
òîôèëüòðà (ëmax = 520—560 íì). Ôëóîðåñöåíöèþ êëåòîê,
îêðàøåííûõ EtBr-SO2 (ëmax � 610 íì), âîçáóæäàëè ñâåòîì
(ëmax = 546 íì), âûäåëåííûì èç ñïåêòðà èçëó÷åíèÿ ðòóò-
íîé ëàìïû ñ ïîìîùüþ ñâåòîôèëüòðà ÊÑ-11, 2 ìì (ïðîïó-
ñêàíèå >600 íì). Èçîáðàæåíèÿ êëåòîê, îêðàøåííûõ ðåàê-
òèâàìè òèïà Øèôôà, ñ ïîìîùüþ ÷åðíî-áåëîé CCD-êàìå-
ðû òèïà Chiper (ÑØÀ) âûâîäèëè íà ýêðàí ìîíèòîðà IBM
PC ñîâìåñòèìîãî êîìïüþòåðà. Äëÿ èçìåðåíèé èíòåíñèâ-
íîñòè ëþìèíåñöåíöèè êëåòîê èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó
ÂèäåîÒåñò—Ìîðôî—3.2 ôèðìû ÂèäåîÒåñò (Ñàíêò-Ïå-

òåðáóðã). Ïðè èçìåðåíèÿõ ñîäåðæàíèÿ ËÄ- è ÒÄ-ôðàê-
öèé ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ
40 � 0.65.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû SigmaPlot v 9.0. Ïðè ýòîì îïðåäåëÿ-
ëè ñðåäíåå, îøèáêó ñðåäíåãî, êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè
(r) è êîýôôèöèåíò âàðèàöèè (v).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè
PAS-ðåàêöèè â ãåïàòîöèòàõ îò âðåìåíè îêðàøèâàíèÿ èõ
ðåàêòèâîì òèïà Øèôôà Au-SO2 èìååò äâóõôàçíûé õàðàê-
òåð. Äâóõôàçíûé õàðàêòåð ýòîé çàâèñèìîñòè îïðåäåëÿåò-
ñÿ íàëè÷èåì â êëåòêàõ ËÄ-ôðàêöèè ãëèêîãåíà, âûÿâëÿþ-
ùåéñÿ ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ â òå÷åíèå 40 ìèí, è
ÒÄ-ôðàêöèè, äëÿ âûÿâëåíèÿ êîòîðîé òðåáóåòñÿ çíà÷è-
òåëüíî áîëüøå âðåìåíè (Êóäðÿâöåâà è äð., 1974). Èñõîäÿ
èç ýòîãî ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îêðàøèâàíèå êëåòîê â òå-
÷åíèå 40 ìèí ðåàêòèâîì òèïà Øèôôà îäíîãî öâåòà ïîçâî-
ëèò âûÿâèòü ËÄ-ôðàêöèþ ãëèêîãåíà, à ïîñëåäóþùåå èõ
îêðàøèâàíèå ðåàêòèâîì äðóãîãî öâåòà äàñò âîçìîæíîñòü
âûÿâèòü åãî ÒÄ-ôðàêöèþ. Ïðè ðàçðàáîòêå äàííîé ìåòî-
äèêè áûëî âàæíî, ÷òîáû êðàñèòåëè, èñïîëüçóåìûå â ðåàê-
òèâå òèïà Øèôôà, ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàëèñü ñ àëüäåãèä-
íûìè ãðóïïàìè ãëèêîãåíà, à èõ ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè
êàê ìîæíî ìåíüøå ïåðåêðûâàëèñü ìåæäó ñîáîé.

Â êîíöå 1950-õ ãîäîâ àìåðèêàíñêèé èññëåäîâàòåëü
Ô. Êàñòåí (Kasten, 1959) ïðåäëîæèë èñïîëüçîâàòü â ðåàê-
òèâå Øèôôà âìåñòî îñíîâíîãî ôóêñèíà äðóãèå êðàñèòå-
ëè, êîòîðûå ñïåöèôè÷íî ñâÿçûâàëèñü ñ àëüäåãèäíûìè
ãðóïïàìè ÄÍÊ èëè ãëèêîãåíà â õîäå ðåàêöèè Ô¸ëüãåíà
èëè PAS-ðåàêöèè, íî èìåëè èíîé öâåò. Íåêîòîðûå èç ýòèõ
îñíîâíûõ êðàñèòåëåé îáëàäàëè ñïîñîáíîñòüþ ôëóîðåñöè-
ðîâàòü â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ âèäèìîãî ñïåêòðà (Kasten et
al., 1959). Ðàñòâîðû êðàñèòåëåé — çàìåíèòåëåé îñíîâíîãî
ôóêñèíà, ñîäåðæàùèå ñåðíèñòóþ êèñëîòó, áûëè íàçâàíû
ðåàêòèâàìè òèïà Øèôôà (Kasten, 1960).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðåàêòèâîâ òèïà
Øèôôà, êîòîðûå ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ öèòîôëóîðèìåò-
ðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ãëèêîãåíà â êëåòêàõ,
íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþòñÿ ôëóîðåñöèðóþùèå êðàñè-
òåëè àóðàìèí 00 (Êóäðÿâöåâà è äð., 1970), ïàðàðîçàíèëèí,
ãëàâíûé êîìïîíåíò îñíîâíîãî ôóêñèíà (Changaris et al.,
1977; Tsuchihashi et al., 1979), è 2, 5-áèñ-[4-àìèíîôå-
íèë-(I�)]-1, 3, 4-îêñäèàçîë (BAO) (Yataganas, Gahrton,
1969). Íåêîòîðûå õàðàêòåðèñòèêè ýòèõ è äðóãèõ êðàñèòå-
ëåé, êîòîðûå áûëè èñïîëüçîâàíû â íàøåé ðàáîòå, ïðèâå-
äåíû â òàáëèöå.

Îêðàøèâàíèå ïðåïàðàòîâ ðåàêòèâàìè òèïà Øèôôà
ïîêàçàëî, ÷òî âñå îíè ïîçâîëÿþò äîñòàòî÷íî ñïåöèôè÷íî
âûÿâëÿòü ãëèêîãåí â ãåïàòîöèòàõ (ðèñ. 1). Ðåàêöèÿ íà ãëè-
êîãåí ñî âñåìè ðåàêòèâàìè áûëà îòðèöàòåëüíîé êàê ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ á-àìèëàçîé, òàê è
â òîì ñëó÷àå, êîãäà ïðåïàðàòû íå ïîäâåðãàëèñü îêèñëå-
íèþ éîäíîé êèñëîòîé ïåðåä ïîìåùåíèåì èõ â ðåàêòèâ
òèïà Øèôôà.

Âûáîð êðàñèòåëÿ äëÿ ïðîâåäåíèÿ öèòîôëóîðèìåòðè-
÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, îñîáåííî â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà íåîá-
õîäèìî èñïîëüçîâàòü äâà êðàñèòåëÿ èëè áîëåå îäíîâðå-
ìåííî, ïðåäñòàâëÿåò íåïðîñòóþ çàäà÷ó. Óîëêåð è Ðè÷àðäñ
(Walker, Richards, 1959) ñïðàâåäëèâî îòìå÷àëè, ÷òî
«áîëüøèíñòâî êðàñèòåëåé, êîòîðûìè ïîëüçîâàëèñü ãèñòî-
ëîãè çà ïîñëåäíþþ ñîòíþ ëåò, ìîãëè áû ñëóæèòü îñíîâîé
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äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî öèòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà â òîì
ñìûñëå, ÷òî ïðè êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâèÿõ è ïîäõîäÿ-
ùåé èçìåðèòåëüíîé àïïàðàòóðå ñ èõ ïîìîùüþ ìîæíî
áûëî áû ïîëó÷àòü âîñïðîèçâîäèìûå ðåçóëüòàòû. Â äåéñò-
âèòåëüíîñòè î÷åíü íåìíîãèå èç íèõ ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ
ýòèõ öåëåé è íè îäèí íå çàñëóæèâàåò ïîëíîãî äîâåðèÿ».

Ïîýòîìó ïðè âûáîðå ïàðû êðàñèòåëåé äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
èõ â êà÷åñòâå ðåàêòèâîâ òèïà Øèôôà ðàçíîãî öâåòà ïðè
âûÿâëåíèè ËÄ- è ÒÄ-ôðàêöèé ãëèêîãåíà â êëåòêàõ ìû
ó÷èòûâàëè íå òîëüêî ñïåöèôè÷íîñòü ñâÿçûâàíèÿ êðàñèòå-
ëåé ñ àëüäåãèäíûìè ãðóïïàìè ãëèêîãåíà, íî è äðóãèå èõ
õàðàêòåðèñòèêè.

1028 Í. Í. Áåçáîðîäêèíà, Å. È. Êèðøèíà è äð.

Ðèñ. 1. Âûÿâëåíèå ãëèêîãåíà ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ðåàêòèâîâ òèïà Øèôôà: àóðàìèíà ÎÎ (à), îñíîâíîãî ôóêñèíà (á), ÁÀÎ (â), ðè-
âàíîëà (ã), áðîìèñòîãî ýòèäèÿ (ä) è àêðèôëàâèíà (å).

Îá. 40�.



Èçâåñòíî, ÷òî âñå àêðèäèíîâûå êðàñèòåëè â òîé èëè
èíîé ñòåïåíè îáëàäàþò ìåòàõðîìàòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè,
ò. å. ïðè èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè èññëåäóåìîãî âåùåñòâà
ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ýòèõ êðàñèòåëåé òàêæå èçìåíÿåòñÿ
(Prenna, 1968). Êðîìå òîãî, ïðè îêðàøèâàíèè êëåòîê àê-
ðèäèíîâûìè êðàñèòåëÿìè îòìå÷àþò äîâîëüíî ñèëüíûé
ýôôåêò âíóòðåííåãî ôèëüòðà (Böhm, Sprenger, 1968). Îá-
íàðóæåíî òàêæå, ÷òî ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè àêðè-
äèíîâûõ êðàñèòåëåé è BAO â ðåàêòèâå òèïà Øèôôà ìî-
æåò ïðîèñõîäèòü íåñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êëåòîê
(Prenna, 1968; Weste, Penington, 1972). Ïðè èñïîëüçîâàíèè
BAO-SO2 äëÿ îêðàøèâàíèÿ ïîëèñàõàðèäîâ â ïðåïàðàòàõ,
ïðåäâàðèòåëüíî îêèñëåííûõ éîäíîé êèñëîòîé, áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè BAO 10–5 % â ðåàêòèâå
òèïà Øèôôà á-àìèëàçà èçâëåêàëà 90 % îêðàøèâàþùåãî-

ñÿ ïðîäóêòà. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè êðàñèòåëÿ â
ðåàêòèâå äî 10–4 è 10–3 % á-àìèëàçà èçâëåêàëà 75 è 53 %
îêðàøèâàþùåãîñÿ ïðîäóêòà ñîîòâåòñòâåííî (Yataganas,
Gahrton, 1969). Íåäîñòàòêîì BAO ÿâëÿåòñÿ òàêæå è òî,
÷òî êëåòêè, îáðàáîòàííûå ýòèì êðàñèòåëåì, ôëóîðåñöèðó-
þò â ñèíå-çåëåíîé îáëàñòè ñïåêòðà, â êîòîðîé, êàê èçâåñò-
íî, èíòåíñèâíîñòü ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
îñîáåííî âåëèêà. Ðÿä íåäîñòàòêîâ îòìå÷åí è äëÿ äðóãèõ
êðàñèòåëåé. Àóðàìèí 00 íåäîñòàòî÷íî óñòîé÷èâ ê âîç-
áóæäàþùåìó ñâåòó (Ðóõ, 1969). Êðîìå òîãî, ðåàêòèâû
òèïà Øèôôà íà îñíîâå àóðàìèíà 00 è éîäèñòîãî ïðîïè-
äèÿ ìîæíî èñïîëüçîâàòü òîëüêî 1 ðàç èç-çà îáðàçîâàíèÿ â
íèõ îñàäêà. Ïàðàðîçàíèëèí ìîæåò ïðèìåíÿòüñÿ ëèøü â
î÷åíü íåáîëüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê
íàðóøåíèþ ïðîïîðöèîíàëüíîñòè ìåæäó ñîäåðæàíèåì
êðàñèòåëÿ è èññëåäóåìûì âåùåñòâîì. Êðîìå òîãî, ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ïàðàðîçàíèëèíà íåîáõîäèìî ñòðîãî êîíòðî-
ëèðîâàòü èíòåíñèâíîñòü ïîãëîùåíèÿ âîçáóæäàþùåãî ñâå-
òà (Enerbäck, Johansson, 1973; Fujita, 1973).

Ïî-âèäèìîìó, íå èìååò ñìûñëà èñêàòü êðàñèòåëü, êî-
òîðûé áû èäåàëüíî îòâå÷àë âñåì òðåáîâàíèÿì ïðè ïðîâå-
äåíèè êîëè÷åñòâåííûõ öèòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.
Êàæäàÿ êîíêðåòíàÿ çàäà÷à òðåáóåò ïðèìåíåíèÿ êîíê-
ðåòíîãî êðàñèòåëÿ è óñëîâèé, â êîòîðûõ îí äîëæåí èñ-
ïîëüçîâàòüñÿ. Òåì íå ìåíåå ñâîéñòâà êðàñèòåëÿ ìîãóò â
çíà÷èòåëüíîé ìåðå îïðåäåëÿòü øèðèíó ãðàíèö, â êîòîðûõ
ýòîò êðàñèòåëü ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ, è óíèâåðñàëüíîñòü
êîëè÷åñòâåííîãî öèòîõèìè÷åñêîãî ìåòîäà. Â äàííîé ðà-
áîòå ìû îñòàíîâèëèñü íà äâóõ êðàñèòåëÿõ — àóðàìèíå 00
è áðîìèñòîì ýòèäèè — ïî ñëåäóþùèì ïðè÷èíàì: âî-ïåð-
âûõ, ðåàêòèâû òèïà Øèôôà Au-SO2 è EtBr-SO2 ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè èõ â PAS-ðåàêöèè ïîçâîëÿþò ñïåöèôè÷íî
âûÿâëÿòü ãëèêîãåí â ãåïàòîöèòàõ, âî-âòîðûõ, ñïåêòðû
ôëóîðåñöåíöèè ãåïàòîöèòîâ, îêðàøåííûõ Au-So2

(ëmax � 526 íì) è EtBr-SO2 (ëmax � 610 íì), ñëàáî ïåðå-
êðûâàþòñÿ ìåæäó ñîáîé è, íàêîíåö, ñïåêòðû ôëóîðåñöåí-
öèè îáîèõ êðàñèòåëåé íå ñìåùàþòñÿ ïðè èçìåíåíèè êîí-
öåíòðàöèè ãëèêîãåíà â êëåòêàõ. Â êà÷åñòâå «êðàñíîãî»
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå âðåìåíè âûäåðæèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ â ðàñòâîðå
SO2 íà ñòàáèëüíîñòü àëüäåãèäíûõ ãðóïï ãëèêîãåíà â ãåïàòîöè-

òàõ.

Çäåñü è íà ðèñ. 2—5 âåðòèêàëüíûå îòðåçêè îáîçíà÷àþò îøèáêó ñðåäíåãî.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ãåïàòîöèòîâ îò âðåìåíè îêðàøèâàíèÿ Au-SO2.



êðàñèòåëÿ âìåñòî áðîìèñòîãî ýòèäèÿ, ïî-âèäèìîìó, ìîæ-
íî áûëî áû èñïîëüçîâàòü è ïàðàðîçàíèëèí, íî, ó÷èòûâàÿ
áîëüøîé è óñïåøíûé îïûò ïðèìåíåíèÿ áðîìèñòîãî ýòè-
äèÿ â êà÷åñòâå ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ, â äàííîé ðà-
áîòå ìû îòäàëè ïðåäïî÷òåíèå ïîñëåäíåìó.

Àëüäåãèäû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé êëàññ î÷åíü ðåàêöè-
îííîñïîñîáíûõ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, ëåãêî âñòó-
ïàþùèõ âî ìíîãèå ðåàêöèè ïðèñîåäèíåíèÿ, çàìåùåíèÿ
è êîíäåíñàöèè. Ïîñêîëüêó îêðàøèâàíèå àëüäåãèäíûõ
ãðóïï, îáðàçîâàâøèõñÿ ïîñëå îêèñëåíèÿ ãëèêîãåíà ïåðèî-
äàòîì êàëèÿ, ïðîèñõîäèò â ðåàêòèâå òèïà Øèôôà â òå÷å-
íèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè, íåëüçÿ èñêëþ÷èòü íåêîòîðóþ
ïîòåðþ èõ ðåàêòèâíîñòè. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû èññëåäîâàëè
ñîõðàííîñòü àëüäåãèäíûõ ãðóïï â õîäå èõ îêðàøèâàíèÿ
Au-SO2.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 2, ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå 3 ÷ íàõîæäåíèÿ ïðåïà-
ðàòîâ â âîäíîì ðàñòâîðå SO2, êîíöåíòðàöèÿ êîòîðîãî
áûëà èäåíòè÷íîé êîíöåíòðàöèè SO2 â ðåàêòèâå Øèôôà,
ïîòåðè àëüäåãèäíûõ ãðóïï íå ïðîèñõîäèëî. Ñ ó÷åòîì
ýòèõ äàííûõ áûëà èññëåäîâàíà çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíî-
ñòè îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòîâ îò âðåìåíè èõ îáðàáîòêè
ðàçëè÷íûìè ðåàêòèâàìè òèïà Øèôôà.

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 3 è 4, ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î òîì, ÷òî çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñ-
öåíöèè ãåïàòîöèòîâ îò âðåìåíè èõ îêðàøèâàíèÿ â ñëó÷àå
êàê Au-So2, òàê è EtBr-SO2 èìååò ñõîæèé äâóõñòóïåí÷à-
òûé õàðàêòåð. Â èíòåðâàëå 0—40 ìèí ïðîèñõîäèò áûñò-
ðîå ñâÿçûâàíèå êðàñèòåëåé, ïîñëå ÷åãî â èíòåðâàëå
40—75 (80) ìèí îíî ðåçêî çàìåäëÿåòñÿ. Îäíàêî çàòåì íà-
áëþäàåòñÿ íîâàÿ âîëíà èíòåíñèâíîãî ñâÿçûâàíèÿ Au è
EtBr â ðåàêòèâàõ òèïà Øèôôà. Ïîñëå 90 ìèí îêðàøèâà-
íèÿ êëåòîê Au-SO2 è EtBr-SO2 êðèâàÿ çàâèñèìîñòè èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê îò âðåìåíè ôàêòè÷åñêè
âûõîäèò íà ïëàòî, ñâèäåòåëüñòâóÿ î ìàêñèìàëüíîì ñâÿçû-
âàíèè êðàñèòåëåé àëüäåãèäíûìè ãðóïïàìè ãëèêîãåíà â
õîäå PAS-ðåàêöèè. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîäòâåðæ-
äàþò ðàíåå ñäåëàííûé âûâîä î òîì, ÷òî â ãåïàòîöèòàõ
ïðèñóòñòâóþò äâå ôðàêöèè ãëèêîãåíà (Êóäðÿâöåâà è äð.,
1974). Îäíà èç ýòèõ ôðàêöèé (ËÄ) îêðàøèâàåòñÿ Au-SO2

èëè EtBr-SO2 áûñòðî, â òå÷åíèå ïåðâûõ 40 ìèí ïîñëå íà-
÷àëà îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ â ðåàêòèâàõ òèïà Øèôôà.
Îêðàøèâàíèå äðóãîé ôðàêöèè (ÒÄ) ïðîèñõîäèò ñî çíà÷è-
òåëüíîé çàäåðæêîé. Áûñòðîå ñâÿçûâàíèå êðàñèòåëåé
ÒÄ-ôðàêöèåé íà÷èíàåòñÿ ïðèìåðíî ÷åðåç 75—80 ìèí ïî-
ñëå íà÷àëà îáðàáîòêè ïðåïàðàòîâ â îáîèõ ðåàêòèâàõ òèïà
Øèôôà.

Ïðèðîäà ËÄ- è ÒÄ-ôðàêöèé ãëèêîãåíà â íàñòîÿùåå
âðåìÿ íå ñîâñåì ÿñíà. ËÄ-ôðàêöèÿ ýêñòðàãèðóåòñÿ èç ïðå-
ïàðàòîâ òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòîé, â òî âðåìÿ êàê äëÿ
óäàëåíèÿ ÒÄ-ôðàêöèè òðåáóåòñÿ îáðàáîòêà èõ KOH (Rus-
sel, Bloom, 1955; Êóäðÿâöåâà è äð., 1974; Ðîçåíôåëüä, Ïî-
ïîâà, 1989; Lomako et al., 2004). Èìåþòñÿ äàííûå î òîì,
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Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ãåïàòîöèòîâ îò âðåìåíè îêðàøèâàíèÿ EtBr-SO2.

Ðèñ. 5. Ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ ïå÷åíè ÷åðåç ðàçíûå
èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì æèâîò-

íûì.



÷òî ÒÄ-ôðàêöèÿ ãëèêîãåíà â ãëèêîãåí-ôåðìåíòíîì êîìï-
ëåêñå áîëåå ïðî÷íî ñâÿçàíà ñ áåëêîì; âîçìîæíî, ïîýòîìó
åå ñîäåðæàíèå â êëåòêàõ îòíîñèòåëüíî ñëàáî ìåíÿåòñÿ
ïðè ðàçíûõ âîçäåéñòâèÿõ (Russel, Bloom, 1955; Butler et
al., 1977; Alonso et al., 1995). Íàïðîòèâ, ËÄ-ôðàêöèÿ ãëè-
êîãåíà ãîðàçäî áîëåå ëàáèëüíà, åå óðîâåíü ïîäâåðãàåòñÿ

çíà÷èòåëüíûì êîëåáàíèÿì ïðè èçìåíåíèè ôèçèîëîãè÷å-
ñêîãî ñîñòîÿíèÿ îðãàíèçìà â òå÷åíèå ñóòîê èëè ïðè ïàòî-
ëîãèè (Russel, Bloom, 1955; Wilkinson, Kugler, 1961;
Êóäðÿâöåâà, Øàëàõìåòîâà, 1976; Êóäðÿâöåâà è äð., 1982).
Óñòàíîâëåíî, ÷òî íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ
ïðè ðåôèäèíãå êðûñ îáóñëîâëåíî ãëàâíûì îáðàçîì
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Ðèñ. 6. Çàâèñèìîñòü ñîäåðæàíèÿ ËÄ-ôðàêöèè ãëèêîãåíà îò ñîäåðæàíèÿ ñóììàðíîãî ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ðå-
ôèäèíãà êðûñ ãëþêîçîé.

à — 0 ìèí, á — 10 ìèí, â — 20 ìèí, ã — 30 ìèí, ä — 90 ìèí, å — 120 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì êðûñàì. Êàæäàÿ òî÷êà íà ãðàôèêàõ ñîîò-
âåòñòâóåò îòäåëüíîé êëåòêå.



ËÄ-ôðàêöèåé (Êóäðÿâöåâà è äð., 1982, 1990). Ïîêàçàíî
òàêæå, ÷òî ïðè õðîíè÷åñêèõ ïîðàæåíèÿõ ïå÷åíè äîëÿ
ÒÄ-ôðàêöèè ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ óâåëè÷èâàåòñÿ.
Åñëè â íîðìå äîëÿ ÒÄ-ôðàêöèè ãëèêîãåíà ñîñòàâëÿåò
10—20 %, òî ïðè öèððîçå îíà âîçðàñòàåò äî 30—40 %,
âîçìîæíî óêàçûâàÿ íà áîëåå ïðî÷íîå âçàèìîäåéñòâèå

ãëèêîãåíà ñ áåëêàìè (Êóäðÿâöåâà, 1987; Êóäðÿâöåâà è äð.,
1988, 1992).

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 5, ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ êðûñ
ïîñëå 48 ÷ ãîëîäàíèÿ íàõîäèòñÿ íà î÷åíü íèçêîì óðîâíå,
ïîäòâåðæäàÿ òåì ñàìûì äàííûå äðóãèõ àâòîðîâ, ïîëó÷åí-
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Ðèñ. 7. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ ËÄ/ÒÄ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ðåñèíòåçà ãëèêîãåíà.

à — 0 ìèí, á — 10 ìèí, â — 20 ìèí, ã — 30 ìèí, ä — 90 ìèí, å — 120 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì êðûñàì.



íûå íà êðûñàõ è ÷åëîâåêå (Giardina et al., 1994; Petersen et
al., 1999). Ââåäåíèå ãëþêîçû ãîëîäíûì êðûñàì ñòèìóëè-
ðóåò íàêîïëåíèå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ. Â ðåçóëüòàòå ñîäåð-
æàíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ óæå ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå
ââåäåíèÿ ãëþêîçû ñòàíîâèòñÿ âûøå, ÷åì ó ãîëîäíûõ æè-
âîòíûõ (P < 0.01). Ïîñëå ýòîãî ñîäåðæàíèå ãëèêîãåíà â
êëåòêàõ ïðîäîëæàåò íàðàñòàòü è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷å-
ðåç 75 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû, êîòîðûé ïðåâûøàåò
èñõîäíûé óðîâåíü ãëèêîãåíà â 4.7 ðàçà. Èíòåíñèâíîå îò-
ëîæåíèå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ ïå÷åíè ïîñëå ââåäåíèÿ
per os êðûñàì àíàëîãè÷íûõ äîç ãëþêîçû îòìå÷àëîñü ðÿ-
äîì àâòîðîâ (Niewoehner et al., 1984; Niewoehner, Nuttull,
1988; Ercan et al., 1994).

Èçâåñòíî, ÷òî â ïå÷åíè ïðîèñõîäèò íåïðåðûâíûé
îáîðîò ãëèêîãåíà, ò. å. ïîñòîÿííîå äîáàâëåíèå ãëþêîçíûõ
åäèíèö ê ìîëåêóëàì ãëèêîãåíà è èõ îòùåïëåíèå (Magnu-
son et al., 1994; Roden et al., 1996; Hellerstein et al., 1997).
Èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 5, ñëåäóåò, ÷òî íàêîï-
ëåíèå ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû
ãîëîäíûì êðûñàì íå ÿâëÿåòñÿ ìîíîòîííûì ïðîöåññîì.
Â õîäå ðåôèäèíãà ïåðèîäû áûñòðîãî íàêîïëåíèÿ ãëèêîãå-
íà (0—30 è 45—75 ìèí), êîãäà ñèíòåç ãëèêîãåíà çíà÷è-
òåëüíî ïðåîáëàäàåò íàä åãî ðàñïàäîì, ñìåíÿþòñÿ ïåðèî-
äàìè, êîãäà ñêîðîñòü ðàñùåïëåíèÿ ãëèêîãåíà ñòàíîâèòñÿ
âûøå, ÷åì åãî ñèíòåçà (30—45 è 75—120 ìèí).

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 6, ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ñîäåðæàíèå ËÄ-ôðàêöèè â êëåòêàõ íàðàñòàåò ïî
ìåðå íàêîïëåíèÿ ñóììàðíîãî ãëèêîãåíà. Êîýôôèöèåíò
êîððåëÿöèè (r) ìåæäó ñîäåðæàíèåì ËÄ-ôðàêöèè è ñîäåð-
æàíèåì ñóììàðíîãî ãëèêîãåíà â ãåïàòîöèòàõ îñîáåííî
âåëèê, êîãäà âåêòîð ìåòàáîëèçìà ãëèêîãåíà íàïðàâëåí íà
åãî ñèíòåç. Â ïå÷åíè ãîëîäíûõ êðûñ r = 0.95, à ÷åðåç 10,
20 è 30 ìèí ðåôèäèíãà ãëþêîçîé — 0.93, 0.97, 0.99 ñîîò-
âåòñòâåííî (ðèñ. 6, à—å). ×åðåç 90 è 120 ìèí ïîñëå ââåäå-
íèÿ ãëþêîçû, êîãäà äåãðàäàöèÿ ãëèêîãåíà ïðåîáëàäàåò
íàä åãî ñèíòåçîì, çàâèñèìîñòü ñîäåðæàíèÿ ËÄ-ôðàêöèè
îò ñîäåðæàíèÿ ñóììàðíîãî ãëèêîãåíà â êëåòêàõ ñòàíîâèò-
ñÿ ìåíåå âûðàæåííîé (r = 0.71 è 0.82 ñîîòâåòñòâåííî).

Íà ðèñ. 7 ïðåäñòàâëåíû äàííûå î ðàñïðåäåëåíèè çíà-
÷åíèé ñîîòíîøåíèÿ ËÄ/ÒÄ â ïîïóëÿöèè ãåïàòîöèòîâ ÷å-
ðåç ðàçëè÷íûå èíòåðâàëû âðåìåíè ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêî-
çû ãîëîäíûì êðûñàì. Èç ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ñëåäó-
åò, ÷òî ñîîòíîøåíèå ËÄ/ÒÄ óâåëè÷èâàåòñÿ â èíòåðâàëå
0—30 ìèí, êîãäà ñèíòåç ãëèêîãåíà çíà÷èòåëüíî ïðåâàëè-
ðóåò íàä åãî ðàñïàäîì, è ñíèæàåòñÿ, êîãäà â ïîïóëÿöèè
îäíîâðåìåííî ïðîèñõîäÿò êàê ñèíòåç, òàê è äåãðàäàöèÿ
ãëèêîãåíà.

Ðåçóëüòàòû, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 7, ñâèäåòåëüñòâó-
þò òàêæå î òîì, ÷òî â ïåðèîä ñèíõðîííîãî ñèíòåçà ãëèêî-
ãåíà ãåïàòîöèòàìè (0—30 ìèí) êîýôôèöèåíò âàðèàöèè
çíà÷åíèé ËÄ/ÒÄ â êëåòêàõ íåâåëèê (v = 13—20 %). ×åðåç
90 è 120 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ãëþêîçû ãîëîäíûì êðûñàì,
êîãäà äåãðàäàöèÿ ãëèêîãåíà ïðåîáëàäàåò íàä åãî ñèíòåçîì
è ïîïóëÿöèÿ ãåïàòîöèòîâ ñòàíîâèòñÿ àñèíõðîííîé â îòíî-
øåíèè ýòèõ ïðîöåññîâ, êîýôôèöèåíò âàðèàöèè âåëè÷èíû
ñîîòíîøåíèÿ ËÄ/ÒÄ â êëåòêàõ âîçðàñòàåò â ñðåäíåì äî
30 %. Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â
ýòî âðåìÿ âåðîÿòíîñòü ïðèñóòñòâèÿ â ãåïàòîöèòàõ íå ïîë-
íîñòüþ ñôîðìèðîâàííûõ ãðàíóë ãëèêîãåíà ñòàíîâèòñÿ
çíà÷èòåëüíî âûøå.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî,
÷òî ïðèìåíåíèå ðåàêòèâîâ òèïà Øèôôà ñ ðàçëè÷íûìè
ñïåêòðàëüíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ìîæåò äàòü öåííóþ èí-
ôîðìàöèþ î ñòðóêòóðå ãëèêîãåíà â êëåòêàõ, à òàêæå î ïî-
ðÿäêå åãî ñèíòåçà è äåãðàäàöèè â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-00971-à).
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APPLICATION OF SCHIFF’S REAGENTS WITH VARIOUS SPECTRAL CHARACTERISTICS

TO DETERMINE THE CONTENT OF LABILE AND STABLE GLYCOGEN FRACTIONS

IN ISOLATED HEPATOCYTES

N. N. Bezborodkina, E. I. Kirshina, E. V. Mushinskaya, B. N. Kudryavtsev

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
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The dynamics of the total glycogen accumulation, its labile and stable fraction contents were studied in he-
patocytes after administration of 30 % glucose to rats that had been starving for 48 h. In the study, the original
method based on the use of Schiff‘s reagents with various spectral characteristics (auramine-SO2 — Au-SO2 —
and ethidium bromide-SO2 — EtBr-SO2) was applied allowing detection and quantitative determination of the
labile and stable glycogen fractions in the same hepatocytes to be achieved. Staining of the preparation by
Au-SO2 during 40 min revealed the labile glycogen fraction (green fluorescence, ëmax = 526 nm). The following
staining of the same sample by EtBr-SO2 during 50 min revealed stable glycogen fractions (red fluorescence,
ëmax = 620 nm) in the cells. The measurement of fluorescence intensity in the corresponding spectrum permits
the quantity of each glycogen fractions in isolated liver cells to be determined. It has been shown that as the gly-
cogen accumulates in the hepatocytes its labile fraction content increases. The correlation coefficient (r) betwe-
en the labile fraction content and the total glycogen content in hepatocytes obtained from the liver of starving
rats was 0.95, and in hepatocytes isolated 20 and 30 min after the beginning of glucose refeeding to starving rats
it was 0.95 and 0.98, respectively. 90 and 120 min after administration of glucose to starving rats, when the he-
patocyte population becomes non-synchronous with respect to synthesis and degradation of glycogen in cells,
the dependence of the labile fraction content upon the quantity of the total glycogen becomes less expressed
(r = 0.71 and 0.82, respectively). Thus the application of Schiff‘s reagents with various spectral characteristics
enables us to obtain valuable information about glycogen structure in cells and about the processes of its synthe-
sis and degradation in the cell population.

K e y w o r d s: glycogen fractions, hepatocytes, auramine, ethydium bromide, Schiff’s reagent.
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